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(57) Изобретение относится к сельскохозяйственной биотехнологии и микробиологической промышленности.

Задачей изобретения является получение продуцента актиномицетного препарата, защищающего почки, бутоны, листья, соцветия, стебли и плоды яблони, груши, боярышника и других плодовых культур из семейства розоцветных (Rosaceae) от опасных бактериальных и грибных болезней в течение всей вегетации.

Поставленная задача решается получением нового вида штамма актиномицета Streptomyces diastatochromogenes, который выделен из темно-каштановых почв Сон-Кульской долины, на высоте 3103 м н.у.м., и отселектирован по признакам антагонистической активности и хранится в лабораторной коллекции под номером SK-6.6.
Штамм предназначен для получения полифункционального биопрепарата против фитопатогенных грибов и бактерий, вызывающих такие опасные болезни плодовых культур как бактериальный ожог, парша и монилиоз, которые широко распространены и наносят огромный ущерб садоводческим хозяйствам во многих регионах страны.

1 н. п. ф., 2 фиг., 3 пр., 4 табл.
Изобретение относится к сельскохозяйственной биотехнологии и микробиологической промышленности.

Известен штамм Streptomyces chrysomallus № Р-21 ВИЗР, продуцирующий комплекс биологически активных веществ, обладающий полифункциональным действием в отношении возбудителей грибных и вирусных болезней и проявляющего фиторегуляторную активность (Патент RU № 2226214, кл. C12N 1/20, А01С 1/06, C12N 1/20, C12R 1:125, 2004).

Известен более близкий по назначению препарат против возбудителей болезней сельскохозяйственных культур и винограда на основе штамма бактерий Bacillus subtilis Ч-13 (ВНИИСХМ Д-606), который представляет собой средство для защиты сельскохозяйственных культур, подсолнечника, винограда от фитопатогенных микроорганизмов, а овощных культур - от фитопатогенных бактерий (Патент RU № 2259397, кл. А01С 1/06, C12N 1/20, C12R 1:125, 2005).

Однако эти штаммы не проявляют биологической активности в отношении возбудителей грибных болезней - парши (Venturia inaequalis), монилиоза (Monilia fructigena) и в отношении возбудителя бактериального ожога (Erwinia amylovord) плодовых культур - яблони, груши и других.

Задачей изобретения является получение продуцента актиномицетного препарата, защищающего почки, бутоны, листья, соцветия, стебли и плоды яблони, груши, боярышника и других плодовых культур из семейства розоцветных (Rosaceae) от опасных бактериальных и грибных болезней в течение всей вегетации.

Поставленная задача решается получением нового вида штамма актиномицета Streptomyces diastatochromogеnes, который выделен из темно-каштановых почв Сон-Кульской долины, на высоте 3103 м н.у.м., и отселектирован по признакам антагонистической активности и хранится в лабораторной коллекции под номером SK-6.6. Штамм предназначен для получения полифункционального биопрепарата против фитопатогенных  грибов и бактерий, вызывающих такие опасные болезни плодовых культур как бактериальный ожог, парша и монилиоз, которые широко распространены и наносят огромный ущерб садоводческим хозяйствам во многих регионах страны.

Штамм позволяет защитить растущее растение от фитопатогенов, повысить их устойчивость к неблагоприятным абиотическим и биотическим факторам окружающей среды, усилить процесс роста надземных органов, ускорить время цветения, плодоношения и повысить урожайность. Является перспективным для использования в микробиологической промышленности по производству микробиологических препаратов.

Использование актиномицетного препарата будет альтернативой и надежной заменой химических препаратов, применяемых в сельском хозяйстве, тем самым являясь экологически безопасным средством в борьбе с болезнями плодовых культур. Технический эффект состоит в том, что штамм проявляет одновременно фунгицидные и бактерицидные свойства, что может быть использовано для защиты растений от грибных и бактериальных болезней плодовых культур.

По сравнению с прототипом, штамм обладает не только более широким спектром действия в отношении возбудителей грибных заболеваний, таких как Venturia inaequalis, Monilia fructigena, Monilia cinerea bon Rhizoctonia solani, Pythium ultimum, но и в отношении возбудителей бактериальных заболеваний, таких как Erwinia amylovora и Erwinia carotovora, что важно для одновременной защиты семечковых и косточковых плодовых культур от опасных грибных и бактериальных болезней.

Номенклатурные данные:

Семейство Streptomycetaceae Waksman et Henrici 1943, 339, род Streptomyces, секция Cinereus, серии Achromogenes, вид Streptomyces diastatochromogenes.

Последовательность нуклеотидов 16SpRNA штамм актиномицета Streptomyces diastatochromogenes, SK-6.6 (GenBank; KC416633.1).
ORIGIN
	1 gtgatcgaag
	agatcctcct
	cgaagccgag gagaagatgg
	agaaggccgt
	cgtggtcgcc

	61 aaggaggact
	tcgccgcgat
	ccgcaccggg cgtgcgcacc
	cggcgatgtt
	caacaagatc

	121 gtggcggact
	actacggtgc
	catgacgccc atcaaccagc
	tggcgtcgtt
	ctcggttccg

	181 gaaccgcgga
	tggccgtggt
	gaccccgttc gacaagagcg
	cgccgcgcaa
	catcgagcag

	241 gcgatccgtg
	actcggacct
	cggcgtcaac ccgagcaacg
	acggcaacat
	catccgtgcg

	301 acgttcccgg
	agctcaccga
	ggagcgccgc cgcgagttca
	tcaaggtcgc
	caagaacaag

	361 gccgaggact
	cgaagatctc
	gatccgcagc gtgcgtcgca
	aggccaagga
	gtcgctcgac

	421 aagctggtca
	aggacaagga
	gtccggcgag gacgaggtgc
	gccgcgccga
	gaaggagctc

	481. gacgacgtca
	ccgcgaagta
	cgtcgcgcag gtggacgagc
	tcctcaagca
	caaggaagcc

	541 gagctcctcg
	aagtctga
	
	
	


Культурально-морфологические признаки:

На крахмально-аммиачной среде колонии неправильной округлой формы, воздушный мицелий беловато-серого цвета, субстратный мицелий - бесцветный.

На глицерин-нитратном и овсяном агаре растет очень интенсивно, насыщенно, рост культуры наблюдается на 3-4 сутки. Воздушный мицелий беловато - серого цвета, субстратный мицелий - бесцветный или бледно желтый. На органическом агаре ВМ-скудный белый, СМ и РП коричневые, бурые, черные.

У штамма актиномицета Streptomyces diastatochromogenes SK-6.6 спороносцы короткие, споры гладкие, цепочки спор спиральные.

Физиологические признаки. Хорошо усваивает глюкозу, маннит; слабо усваивает арабинозу, ксилозу; не усваивает рамнозу, сахарозу, рафинозу, i-инозит. Температура max t роста - (35±2) °С; min t роста - (20±2) °С; оптимальная t роста - (28±2) °С. Рост мицелия лучше идет на средах с pH 7.0-8.0. Штамм в анаэробных условиях не растет.

Отношение к источникам азота: Предпочтительными источниками неорганического азота является сульфат аммония, нитрат аммония. Предпочтительными органическими источниками азота является пептон, дрожжевой экстракт.
Изобретение поясняется следующими конкретными примерами получения штамма актиномицета Streptomyces fumanus GN-2, и использования его для защиты семян и всходов сельскохозяйственных культур и стимуляции их роста.

Пример 1. Посевной материал штамм актиномицета Streptomyces diastatochromogenes SK-6.6 культивируют на крахмало-аммиачной среде. Полученный посевной материал в количестве 1.0 % от объема среды засевают в колбы со стерильной жидкой питательной средой следующего состава (в гр.):

1) Минеральная среда для актиномицетов:
	Глюкоза
	10 гр.;

	Пептон
	5 гр.;

	MgSО4
	5 гp.;

	КН2РО4
	1 гр.;

	Водопроводная вода
	1000 мл.;

	pH
	7.2-7.4


2)
	Овсяная мука 
	2,0;

	Глюкоза
	2,0;

	(NH4)2SO4
	0,3;

	NaCl
	0,25;

	КН2РО4
	0,075;

	СаСОз
	0,3;

	Водопроводная вода
	1000 мл

	pH
	7.4-8.0


Штамм актиномицета Streptomyces diastatochromogenes SK-6.6 в колбах выращивают на качалке со скоростью вращения 200-220 об/мин, при температуре 27-30 °С в течение 48-72 часов. Полученный продукт заливают в стерильные бутыли и хранят при низкой температуре +4 °С, срок хранения до 3-х месяцев.

В 1 мл жидкой среды образуется примерно 3x108 спор штамма актиномицета Streptomyces diastatochromogenes SK-6.6. При дальнейшем использовании из этого титра спор проводится разбавление с водой, температура воды должна быть 22-24 °С. Могут быть использованы суспензии препарата Streptomyces diastatochromogenes SK-6.6 в диапазоне концентраций 1,5 и 2,0 % путем опрыскивания органов плодовых деревьев весной во время начала распускания почек, бутонов и листьев. Затем во время цветения и плодоношения с интервалом 7-10 дней в зависимости от степени распространения и тяжести болезней. Кратность применения 3-4 раза во время вегетации, при необходимости можно повторить, так как биопрепарат не оказывает никаких побочных и вредных воздействий на само растение, на полезных опылителей насекомых и другие живые организмы и человека.

Пример 2. Использование препарата как биофунгицидного и антибактериального агента для защиты надземных органов плодовых культур от парши, монилиоза и бактериального ожога. Биопрепарат на основе штамма Streptomyces diastatochromogenes SK-6.6 получали так же, как в примере 1. Образец биопрепарата применяли против возбудителей грибных и бактериальных болезней яблони и груши в лабораторных и полупроизводственных условиях. Результаты лабораторных опытов учитывали измерением зоны антагонистичекого действия биопрепарата на культуры возбудителей (фиг. 1, 2). Данные, представленные в табл. 1, свидетельствуют о высокой эффективности штамма против возбудителей.

Пример 3. Использование препарата как биофунгицидного и антибактериального агента для защиты надземных органов плодовых культур от парши, монилиоза и бактериального ожога в полупроизводственных условиях.

2,0 % суспензии биопрепарата были использованы для опрыскивания ветвей деревьев, на которых в прошлом сезоне были отмечены симптомы болезни. Опрыскивание проводили в сухую безветренную погоду, равномерно смачивая растения.

Учеты велись по 5 бальной шкале, применяемой в защите растений по степени повреждения листьев, бутонов и соцветий.

Хорошие результаты были получены при профилактическом применении биопрепарата в начале вегетации для подавления первичной инфекции возбудителя парши, монилиоза и бактериального ожога, а также для предотвращения распространения заболевания или при первых признаках появления заболевания. Интервал между обработками был 7-10 дней (табл. 2, табл. 3, табл. 4).

Стабильная эффективность отмечена при использовании против возбудителей, особенно при подавлении первичной инфекции, а также отличная переносимость растениями, низкая норма расхода. Минимальные нормы расхода используются в начале вегетации и при низком инфекционном фоне; максимальные - при полном развитии листовой поверхности и высоком инфекционном фоне.

Таблица 1

Биологическая активность Streptomyces diastatochromogenes SK-6.6 в отношении 

возбудителей болезней плодовых и сельскохозяйственных культур в лабораторных условиях
	Тест-культура
	Характер антагонистического действия Streptomyces diastatochromogenes Штамм SK-6.6, зона лизиса, мм

	
	Через 3 суток
	6 суток

	Возбудитель бактериального ожога яблони и груши - 

бактерия Erwinia amylovora
	8,0 ±1,25
	10,2±0,95

	Возбудитель мягкой гнили картофеля - 

бактерия Evinia caratovora
	8,2±1,25
	10,5 ±0,89

	Возбудитель парши яблони - гриб Venturia inaequalis
	7,5 ±1,3
	9,7±1,1

	Возбудитель монилиоза семечковых - 

гриб Monilia fnictigena
	7,8 ±1,2
	10,7 ±0,92

	Возбудитель монилиоза косточковых - 

гриб Monilia cinerea
	7,9±1,1
	10,4 ±0,95

	Возбудитель бурой гнили картофеля - 

бактерия Ralstonia solanacearum
	8,4±1,25
	гиперпаразитизм


Таблица 2

Биологическая активность Streptomyces diastatochromogenes штамм SK-6.6 

в отношении возбудителя парши яблони в условиях вегетационного опыта 

(после трехкратной обработки)
	Варианты
опыта
	Кол-во
обработанных
яблонь
	Кол-во деревьев без симптомов болезни
	Кол-во деревьев 

с низким
инфекционным фоном
	Процент 

эффективности 

к контролю, %

	Контроль
Вода
	5
	0
	0
	0

	2,0 %-ная суспензия биопрепарата
	5
	3
	2
	60,0

	Бордоская жидкость,
2,0 %-ный
	5
	2
	3
	40,0


Таблица 3
Биологическая активность Streptomyces diastatochromogenes штамм SK-6.6

в отношении возбудителя монилиоза яблони в условиях вегетационного опыта 

(после трехкратной обработки)

	Варианты

опыта
	Кол-во

обработанных

яблонь
	Кол-во деревьев без симптомов болезни
	Кол-во деревьев

с низким

инфекционным фоном
	Процент 

эффективности 

к контролю, %

	Контроль

Вода
	5
	0
	0
	0

	2,0 %-ная

суспензия

биопрепарата
	5
	3
	2
	60,0

	Бордоская жидкость, 2,0 %-ный раствор
	5
	2
	3
	40,0


Таблица 4

Биологическая активность Streptomyces diastatochromogenes штамм SK-6.6 

в отношении возбудителя бактериального ожога яблони в условиях вегетационного опыта

(после трехкратной обработки)

	Варианты

опыта
	Кол-во

обработанных

яблонь
	Кол-во деревьев без симптомов болезни
	Кол-во деревьев

с низким

инфекционным фоном
	Процент 

эффективности 

к контролю

	Контроль

Вода
	5
	0
	0
	0

	2,0 %-ная

суспензия
	5
	2
	3
	40,0

	Бордоская жидкость, 2,0 %-ный раствор
	5
	1
	4
	20,0


Формула изобретения
Штамм актиномицета Streptomyces diastatochromogenes SK-6.6 как средство для защиты плодовых культур от фитопатогенных грибов и бактерий, вызывающих такие опасные болезни как бактериальный ожог, парша и монилиоз, и для устойчивости к неблагоприятным абиотическим и биотическим факторам окружающей среды, усиления роста надземных органов, ускорения времени цветения, плодоношения и повышения урожайности.

Штамм актиномицета Streptomyces diastatochromoqenes SK-6.6 для 

защиты плодовых культур от бактериального ожога, парши и монилиоза
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Фиг. 1. 
А - проявление антагонизма Streptomyces diastatochromogenes штамм SK-6.6
в отношении возбудителя бактериального ожога Erwinia amylovora. 

Б - проявление антагонизма Streptomyces diastatochromogenes штамм SK-6.6 
в отношении возбудителя мягкой гнили картофеля Erwinia caratovora через 3 суток

Штамм актиномицета Streptomyces diastatochromoqenes SK-6.6 для 
защиты плодовых культур от бактериального ожога, парши и монилиоза
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Фиг. 2. 
А - проявление антагонизма Streptomyces diastatochromogenes штамм SK- 6.6 
в отношении возбудителя парши Venturia inaequalis. 
Б - применение Бордоской жидкости для сравнения с антагонистическим 
эффектом Streptomyces diastatochromogenes
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