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Аннотация. Работа посвящена изучению влияния койевой кислоты и ее комплекса с хитозаном на 
индуцирующую активность штаммов Bacillus subtilis в защите пшеницы от темно-бурой пятнистости. 
Выявлена концентрационная зависимость иммуномодулирующего действия кислоты на устойчивость 
пшеницы к Bipolaris sorokiniana. Наибольшую индуцирующую активность продемонстрировали компо-
зиции хитозана (0,1%) с койевой кислотой в концентрации 0,5% и 1%, что выразилось в снижении 
поражения листьев растений на 65% и 70% по отношению к контролю (80%).
Штаммы B. subtilis ВКМ В–2604D и B. subtilis ВКМ В–2605D показали хорошую индуцирующую актив-
ность, снижая пораженность растений пшеницы на 50% по отношению к контролю (80%). Включение 
койевой кислоты в культуральную жидкость штаммов в концентрации 1% повысило их иммуномоду-
лирующую активность в 2 раза. Установлено, что наибольшей индуцирующей активностью обладают 
композиции: B. subtilis ВКМ В–2604D и B. subtilis ВКМ В–2605D КЖ + хитозан 0,1% + 0,5% койевая 
кислота и B. subtilis ВКМ В‑2604D и B. subtilis ВКМ В‑2605D КЖ + хитозан 0,1% + 1% койевая кислота. 
Биологическая активность данных композиций в 3 и 6 раз превышает действие исходных штаммов.
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Abstract. The work is devoted to the study of the effect of kojic acid and its complex with chitosan on the inducing 
activity of Bacillus subtilis strains in protecting wheat from dark brown spot. The concentration dependence of 
the immunomodulatory effect of the acid on wheat resistance to Bipolaris sorokiniana was revealed. The highest 
inducing activity was demonstrated by chitosan (0.1%) compositions with kojic acid at a concentration of 0.5% 
and 1%, which resulted in a decrease in plant leaf damage by 65% and 70% in relation to the control (80%). 
Strains B. subtilis VKM B-2604D and B. subtilis VKM B-2605D showed good inducing activity, reducing the 
damage of wheat plants by 50% in relation to the control (80%). The inclusion of kojic acid in the culture fluid 
of B. subtilis VKM B-2604D and B. subtilis VKM B-2605D strains at a concentration of 1% increased their 
immunomodulatory activity by 2 times. It was found that the highest inducing activity was exhibited by the 
compositions: B. subtilis VKM B-2604D and B. subtilis VKM B-2605D CF + chitosan 0.1% + 0.5% kojic acid 
and B. subtilis VKM B2604D and B. subtilis VKM B2605D CF + chitosan 0.1% + 1% kojic acid. The biological 
activity of these compositions is 3 and 6 times higher than the effect of the original strains.
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ВВЕДЕНИЕ
В настоящее время первостепенная задача 

сельского хозяйства ― снижение негативного 
воздействия химических пестицидов на окружаю-
щую среду и разработка новых биопрепаратов для 
профилактики заболеваний и защиты растений от 
патогенов и абиотических стрессов. В связи с этим 
во всем мире все активнее ведется поиск путей 
повышения эффективности микробиологических 
препаратов для защиты сельскохозяйственных 
культур от вредных организмов. 

Особо привлекательными в связи с этим яв-
ляются высокоактивные виды и штаммы рода 
Bacillus, способные индуцировать естественные 
защитные механизмы в растениях, не нанося вреда 
им, окружающей среде и здоровью человека [2, 3].

Способность Bacillus spp. проявлять полезные 
свойства зависит от взаимодействия бактерий с 
растением и/или патогеном, а также от окружаю-
щей среды [8]. И хотя возможности использования 
биопрепаратов на основе штаммов бацилл для сни-
жения заболеваемости и повышения урожайности 
сельскохозяйственных культур хорошо известны, 
на их эффективность оказывают влияние неблаго-
приятные факторы окружающей среды [13].

В этой связи актуальным становится повыше-
ние эффективности микробиологических препа-
ратов для защиты сельскохозяйственных культур 
от широкого круга возбудителей болезней.

Обычно предполагается, что подавление фито-
патогенных видов штаммами Bacillus spp. основано 
на двух особенностях: выработке антимикробных 
вторичных метаболитов, сидерофоров и комплек-
сов гидролаз («прямой антибиоз») и стимуляции 
индуцированной системной устойчивости (ISR), 
которая активирует систему защиты растений от 
фитопатогенных микроорганизмов и вирусов. 
Согласно последним результатам, вероятно, что в 
условиях ризосферы ISR важнее прямого антиби-
оза в механизме подавления фитопатогенных по-
пуляций. Очень маловероятно, что концентрация 
антибиотиков в ризосфере растений может дости-
гать уровня, достаточного для прямого антибиоза 
[6, 7, 14].

Для повышения индуцирующей активности 
биопрепаратов в последнее время используют эк-
зогенные иммуномодуляторы, например, природ-
ный полисахарид хитозан и его производные [15]. 
Установлено, что добавление хитозана в препара-
тивные формы на основе штаммов микробов-ан-
тагонистов повышает эффективность биоагентов. 
Это нашло подтверждение в ряде работ, в которых 
было установлено, что добавление хитозана к ми-
кробам-антагонистам повышало эффективность 
биопрепаратов в защите овощных культур и клуб-
ники от мучнистой росы [5], а добавление хитина 
к штаммам Bacillus spp. значительно уменьшало 

увядание растений хлопка. Лабораторный образец 
биопрепарата Витаплан, КЖ на основе штаммов 
B. subtilis с включенным коллоидным хитином в 
1,5–2,0 раза эффективнее повышал устойчивость 
пшеницы к темно-бурой пятнистости и бурой 
ржавчине [1].

Важно отметить, что с помощью биологически 
активных веществ в сочетании с хитозаном можно 
усиливать индуцирующий эффект биопрепаратов 
на основе бактерий рода Bacillus. Особенно пер-
спективно использование хитозана как индуктора 
неспецифической устойчивости растений к болез-
ням в сочетании с сигнальными молекулами и био-
логически активными веществами, что приводит к 
формированию в растительных тканях различных 
типов устойчивости [4].

В настоящее время активно продолжается по-
иск иммуномодуляторов среди природных соеди-
нений. С этой точки зрения привлекает внимание 
койевая кислота из-за своих противомикробных и 
инсектицидных свойств [10].

Койевая кислота (KA, 5-гидрокси-2-гидрокси-
метил-γ-пирон) ― распространенный вторичный 
метаболит, образующийся в результате жизнеде-
ятельности плесневых грибов из родов Aspergillus 
и Penicillium, а также бактерий рода Enterobacter и 
некоторых других. Койевая кислота и ее произво-
дные обладают широким спектром биологической 
активности (бактерицидной, фунгицидной и ин-
сектицидной) и широко используются в медицине 
и косметической промышленности. В качестве 
природного антиоксиданта их применяют в пище-
вой промышленности [17, 19].

В промышленности койевая кислота выраба-
тывается путем сбраживания различных углево-
дов, имеющих пирановое кольцо в циклической 
форме (глюкозы, сахарозы, арабинозы, ксилозы 
и др). Койевая кислота производится штаммами 
Aspergillus flavus [18], A. flavus var. columnaris [9],  
A. oryzae, A. tamarii [11] и др.

Однако фунгистатическая активность этой 
кислоты в отношении возбудителей болезней сель-
скохозяйственных культур остается мало исследо-
ванной. Практически не изучена индуцирующая 
способность койевой кислоты, хотя есть свиде-
тельства, что обработка койевой кислотой плодов 
папайи повышает их устойчивость к Colletotrichum 
brevisporum [20].

Данная работа посвящена изучению влияния 
койевой кислоты и ее комплекса с хитозаном на 
индуцирующую активность штаммов B.  subtilis в 
защите пшеницы от темно-бурой пятнистости.

МЕТОДИКА
Опыты проводили на яровой пшенице (Triticum 

aestivum L.) Саратовская 29. Для заражения исполь-
зовали гриб B. sorokiniana (Sacc. In Sorok.) Shoem., 
вызывающий одну из наиболее вредоносных 
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болезней пшеницы и других зерновых культур ― 
темно-бурую листовую пятнистость.

В экспериментах использовали штаммы ми-
кробов-антагонистов B.  subtilis ВКМ В-2604D и 
B.  subtilis ВКМ В-2605D и тест-культуры фитопа-
тогенных микроорганизмов из «Государственной 
коллекции микроорганизмов, патогенных для 
растений и их вредителей» Центра коллективного 
пользования научным оборудованием «Инноваци-
онные технологии защиты растений».

Культивирование штаммов проводили на ис-
кусственной питательной среде следующего соста-
ва: кукурузный экстракт (30 г/л), меласса (15 г/л)  
pH ― 7,2 на лабораторном шейкере при 28˚С,  
180 об./мин., в колбах объемом 750 мл с объемом 
среды 100 мл в течение 72 часов.

Оценку антигрибной активности лабора-
торных образцов композиций по отношению к 
B. sorokiniana проводили методом агаровых блоков 
[16]. С этой целью в теплую агаризованную среду 
Чапека вносили койевую кислоту в концентрации 
0,1%, 0,2%, 0,5%, 1% и композиции хитозана с 
койевой кислотой, рассчитывая конечную концен-
трацию в среде в зависимости от исходной концен-
трации образцов. После застывания среды на ее 
поверхности помещали блоки 10-суточной культу-
ры микромицета B. sorokiniana диаметром 6 мм. В 

качестве контроля служили чашки с агаризованной 
средой Чапека с блоками тест-культуры без испы-
туемых образцов. Чашки инкубировали в темноте 
при 25°C. Фунгистатическую активность оцени-
вали по диаметру подавления роста тест-культуры 
через 3, 5 и 7 суток совместного культивирования.

Опыты по оценке иммуномодулирующей актив-
ности образцов композиций проводили методом 
отделенных листьев [12]. За 24 часа до инокуля-
ции патогеном 7-дневные проростки пшеницы 
восприимчивого к болезни сорта Саратовская 29 
опрыскивали испытуемыми образцами. Заражение 
листьев пшеницы проводили суспензией спор 
B.  sorokiniana (4×103; 2×104 спор/мл). Развитие 
болезни оценивали на 4-е сутки после заражения 
патогеном по пораженной площади листа в про-
центах. В контроле растения обрабатывали водой.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
В настоящее время в литературных источни-

ках отсутствует информация об ингибирующем 
действии койевой кислоты на рост мицелия воз-
будителя темно-бурой пятнистости B.  sorokiniana. 
В связи с этим, в предварительных опытах была 
проведена оценка антигрибной активности койе-
вой кислоты по отношению к этому фитопатогену 
in vitro (табл.1.).

Таблица 1. Фунгистатическая активность койевой кислоты по отношению к Bipolaris sorokiniana 
Table 1. Fungistatic activity of kojic acid against Bipolaris sorokiniana

Вариант опыта Концентрация веществ, 
%

Зоны подавления роста, %

2 сутки 4 сутки 7 сутки

Контроль – – -

Койевая кислота 0,1 15,2 7,1 12,5

Койевая кислота 0,2 39,8 42,1 50,0

Койевая кислота 0,5 100 100 100

Койевая кислота 1,0 100 100 100

Хитозан 0,1 19,2 16,4 39,4

Полученные результаты показали, что койевая 
кислота проявляет выраженную антигрибную 
активность в диапазоне концентраций от 0,5% до 
1%, полностью ингибируя мицелиальный рост 
патогена.

Ранее сообщалось, что койевая кислота характе-
ризуется слабой антигрибной активностью против 
Glomerella cingulate и Botrytis cinerea [21]. Однако, по 

данным китайских ученых [22], койевая кислота 
проявляла высокую антигрибную активность в от-
ношении Sclerotinia sclerotiorum, ингибируя синтез 
хитина и меланина и изменяя целостность клеточ-
ной стенки и образование склероций.

Результаты изучения индуцирующей активно-
сти койевой кислоты и ее композиции с хитозаном 
представлены в таблице 2.
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Таблица 2. Влияние койевой кислоты и ее композиций с хитозаном на устойчивость пшеницы к темно-бурой 
пятнистости (метод отделенных листьев, сорт Саратовская 29)
Table 2. The effect of kojic acid and its compositions with chitosan on wheat resistance to dark brown spotting (separated 
leaf method, Saratovskaya 29 variety)

Вариант
опыта

Концентрация веществ,
%

Пораженность листьев 
темно-бурой пятнистостью, %

Контроль – 80

Койевая кислота 0,1 70

Койевая кислота 0,2 60

Койевая кислота 0,5 50

Койевая кислота 1,0 30

Койевая кислота + Хитозан 0,5+0,1 20

Койевая кислота + Хитозан 1,0+0,1 15

Хитозан 0,1 50

НСР0,05 4,5

Как видно из таблицы 2, выявлена концентра-
ционная зависимость иммуномодулирующего дей-
ствия койевой кислоты на устойчивость пшеницы 
к B.  sorokiniana. Обработка растений кислотой в 
концентрации 0,1–0,2% снижала развитие болезни 
на 10–20%. Индуцирующая активность значитель-
но повышалась с увеличением концентрации до 
0,5%, что выразилось в уменьшении пораженности 
листьев пшеницы микромицетом на 30% по срав-
нению с контролем, где этот показатель достиг 
80%. Наибольшую индуцирующую активность 
койевая кислота проявила в концентрации 1%, в 
2,5 раза снизив пораженность листьев пшеницы 
возбудителем темно-бурой пятнистости (табл. 2).

Способность койевой кислоты индуцировать в 
растениях устойчивость к болезням обнаружена в 
работе [20], которая показала, что обработка кой-
евой кислотой плодов папайи повышала их устой-
чивость к возбудителю антракноза Colletotrichum 
brevisporum. Койевая кислота запускает в растении 
защитные реакции, повышая уровень экспрессии 
генов, связанных с защитными механизмами, и 
активность антиоксидантных ферментов.

Хотя хитозан проявляет хорошую индуцирую-
щую активность, снижая пораженность растений 
пшеницы возбудителем темно-бурой пятнистости 
на 30% по отношению к контролю, добавление к 
нему койевой кислоты в концентрации 0,5% и 1% 
способствовало усилению иммуномодулирую-
щего эффекта полисахарида. Площадь некрозов 

листьев пшеницы сократилась до 15% и 20% 
при пораженности в контроле 80%. Поскольку и  
хитозан, и койевая кислота обладают индуцирую-
щей активностью, то при совместном их примене-
нии наблюдалось усиление иммуномодулирующей 
активности.

На следующем этапе исследований проведена 
оценка иммуномодулирующей активности штам-
мов B.  subtilis ВКМ В‑2604D и B.  subtilis ВКМ 
В‑2605D и их композиций с койевой кислотой и 
хитозаном. Установлено, что исходные штаммы 
характеризуются хорошей индуцирующей актив-
ностью, снижая пораженность растений пшеницы 
на 50% по отношению к контролю. Включение 
койевой кислоты в культуральную жидкость штам-
мов в концентрации 0,5% повысило их иммуномо-
дулирующую активность в 3 раза, а в концентрации 
1% – в 5 раз.

Индуцирующая активность штаммов, содержа-
щих в своем составе совместно хитозан (0,1%) и 
койевую кислоту в концентрации 0,5% и 1%, резко 
повышалась. Биологическая активность данных 
композиций: B.  subtilis ВКМ В‑2604D и B.  subtilis 
ВКМ В‑2605D КЖ+хитозан 0,1%+0,5% койевая 
кислота и B. subtilis ВКМ В‑2604D и B. subtilis ВКМ 
В‑2605D КЖ+хитозан 0,1%+1% койевая кислота в 
3 и 6 раз превышает действие исходных штаммов 
(табл. 3).
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Таблица 3. Влияние штаммов B. subtilis ВКМ В‑2604D и B. subtilis ВКМ В‑2605D и их композиций с койевой 
кислотой и хитозаном на устойчивость пшеницы к темно-бурой пятнистости (метод отделенных листьев, сорт 
Саратовская 29)
Table 3. The effect of B. subtilis VKM B 2604D and B. subtilis VKM B 2605D strains and their compositions with kojic 
acid and chitosan on wheat resistance to dark brown spotting (separated leaf method, Saratovskaya 29 variety)

Вариант опыта Поражение листьев 
темно-бурой пятнистостью, %

Контроль 80

B. subtilis ВКМ В‑2604D и B. subtilis ВКМ В‑2605D КЖ 30

B. subtilis ВКМ В‑2604D и B. subtilis ВКМ В‑2605D КЖ + 1,0% койевая кислота 15

B. subtilis ВКМ В‑2604D и B. subtilis ВКМ В‑2605D КЖ + 0,5% койевая кислота 25

B. subtilis ВКМ В‑2604D и B. subtilis ВКМ В‑2605D КЖ + 0,1% хитозан + 0,5%  
койевая кислота 10

B. subtilis ВКМ В‑2604D и B. subtilis ВКМ В‑2605D КЖ +  0,1% хитозан + 1,0%  
койевая кислота 5

НСР0,05 4,5

Таким образом, наибольшую индуцирующую 
активность продемонстрировали композиции 
B.  subtilis, содержащие хитозана (0,1%) и койевую 
кислоту в концентрации 0,5% и 1%, что проявилось 
в снижении поражения листьев растений до 5–10% 
по сравнению с контролем.

Показано, что обработка растений штаммами 
B. subtilis совместно с койевой кислотой и хитозаном 

эффективно стимулирует повышение устойчиво-
сти растений пшеницы к возбудителю темно-бурой 
пятнистости. Высокий защитный эффект компо-
зиций обусловлен сочетанием антагонистических 
свойств штаммов бацилл и способности хитозана 
совместно с койевой кислотой активизировать 
механизмы естественной устойчивости растений к 
патогенам.
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