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(57) Изобретение относится к сельскому хозяйству, в частности лесохозяйственной биотехнологии. При создании данного изобретения ставилась задача получения актиномицетного препарата, сильного антагониста, подавляющего развитие и распространение возбудителя болезней хвойных пород и одновременно обладающего стимулирующим эффектом роста сеянцев этих растений. Задача решается получением нового штамма актиномицета Streptomyces bambergiensis K 1-3 для защиты хвойных пород от болезней и стимуляции их роста сеянцев и для подавления болезни ели Шренка - обыкновенного шютте путем обработки семян перед посевом. Предлагаемый штамм позволяет повысить эффективность биологической борьбы с болезнями хвойных пород, является перспективным для использования в микробиологической промышленности для получения эффективных препаратов. 4 табл., 4 пр.
Изобретение относится к сельскому хозяйству, в частности лесохозяйственной биотехнологии.
Известны штаммы из рода Streptomyces, предложенные в качестве биологических средств в защите сельскохозяйственных культур от болезней (US A №5302578, кл. A01N 63/00, 1985), который был предложен в качестве биологического средства для контроля болезней овощных или других чувствительных культур.
Известен наиболее близкий по технической сущности и достигаемому положительному эффекту - Streptomyces rimosus SC-36 - штамм, который подавляет рост и развитие фитопатогенов, паразитирующих только на овощных культурах и листообразующих древесных породах (US C1 №5356624, кл. A01N 63/00, 1994).
При создании данного изобретения ставилась задача получения актиномицетного препарата, сильного антагониста, подавляющего развитие и распространение возбудителя болезней хвойных пород и одновременно обладающего стимулирующим эффектом роста сеянцев этих растений.
Задача решается получением нового штамма актиномицета Streptomyces bambergiensis K1-3 для защиты хвойных пород от болезней и стимуляции их роста сеянцев и для подавления болезни ели Шренка - обыкновенного шютте путем обработки семян перед посевом.
Выделение штаммов рода Streptomyces проводили методом выделения почвенных микроорганизмов на твердых питательных средах, для чего тщательно перемешанную почву раскладывали на стерильное стекло ровным слоем, отбирали средний образец (для этого почву берут шпателем из разных мест) и отвешивали 10 г почвы. Затем взвешенную почву помещали в стерильную фарфоровую чашечку, увлажняли до пастообразного состояния и 5 мин растирали пальцем в резиновой перчатке и переносили в колбу со 100 мл стерильной воды, затем ее в течение 10 мин взбалтывали на качалке. Посев производили из разведений 1:1000 методом глубинного посева в крахмало-аммиачную среду. Выделенный штамм хранится в лабораторной коллекции под номером K 1-3.
Номенклатурные данные:
Семейство Streptomycetaceae Waksman et Henrici 1943, 339, род Streptomyces, секция Cinereus серии Chromogenes, вид Streptomyces bambergiensis.
Штамм Streptomyces bambergiensis имеет следующие культурально-морфологические признаки: хорошо растет на крахмало-аммиачной среде (КАА) и овсяном агаре. При оптимальных условиях (pH 7.0-7.2, t° 26-28°C) видимый рост колоний наблюдается на 4-5 сутки после посева.
На крахмало-аммиачной среде колонии неправильной формы, овальные, воздушный мицелий в ранний период грязно-белый, постепенно на 6-7 сутки приобретающий зеленоватый оттенок, субстратный мицелий - оливково-бурого цвета. Колония - кратерообразная, диаметром 0.5-0.7 мм.
На овсяном агаре растет очень интенсивно, насыщенно, рост культуры наблюдается на 3-4 сутки.
Воздушный мицелий беловато-зеленого цвета, субстратный мицелий - оранжевого цвета.
У Streptomyces bambergiensis cпopoносцы короткие, завитки в виде неправильных спиралей, окраска зеленоватого цвета, цепи конидий длиной по 10-15 шт., что соответствует группе Chromogenes.
Физиолого-биохимические признаки:
Температура роста 22-30°C, штамм слабо растет при 22°C, при ниже 20 и выше 50°C культура не прорастает. Рост мицелия лучше идет на средах с pH 7.0-8.0. Штамм в бескислородной среде не растет.
Отношение к источникам углерода:
	 
	Мальтоза- 
	Рамноза 

	Арабиноза+ 
	Маннит-
	Сорбит

	Д-фруктоза-
	Лактоза-
	Инозит

	Глюкоза- 
	Сахароза-
	Манноза+


Отношение к источникам азота:
Штамм Streptomyces bambergiensis растет на различных источниках азота.
Предпочтительными источниками неорганического азота являются сульфат аммония, нитрат аммония.
Предпочтительными органическими источниками азота являются пептон, дрожжевой экстракт.
Антагонистические свойства. Подавляет рост бактерии: Bacillus idosns грам (+), Pseudomonas fluorescens грам (-), Flavobactenum грам (-), Вас. subtilis грам (+), грибов: Hypodermella sulsigena, Alternaria. Антагонистическую активность определяли методом штрихов. Степень антибиотической активности определяли по зонам угнетения в мм. Данные по антагонистической активности штамма K 1-3 Streptomyces bambergiensis приведены в таблицах 1 и 2.
Штамм Streptomyces bambergiensis обладает антагонистическим действием на ряд грам (+) и грам (-) бактерий (табл. 1).
Таблица 1
	№ 
	Культуры антагониста Streptomyces 
	Тест-культуры

	
	
	Bacillus idosus грам(+) 
	Pseudomonas fluorescens грам(-)
	Flavobacterium грам(-) 
	Вас. subtilis грам(+)

	
	Контроль
	Рост обильный
	Рост обильный
	Рост 
обильный
	Рост обильный

	
	S. bambergiensis
	Полное подавление
	Сильное угнетение
	Сильное угнетение
	Полное подавление


Изобретение поясняется следующим конкретным примером получения препарата на основе Streptomyces bambergiensis, подавляющего заболевание сеянцев ели Шренка - полегания сеянцев, вызываемое грибами из рода Alternaria.
Пример 1. Посевной материал - штамм Streptomyces bambergiensis культивируют на крахмало-аммиачном или овсяном агаре. Полученный посевной материал в количестве 5.0 % от объема среды засевают в колбы со стерильной жидкой питательной средой. В качестве жидких питательных сред используют среды следующего состава (маc. %):
1. кукурузный экстракт - 1.0
крахмал растворимый - 1.0
(NH4)2 SO.4 - 0.3 
NaCl - 0.3
СаСО3 - 0.2
pH = 8.0-8.2
2. соевая мука - 2.0
(NH4)2 SO4 - 0.3
NaCl - 0.25
KН2PO4 - 0.075
СаCO3 - 0.3
Глюкоза - 2.0
pH = 8.0
Культуру в колбах выращивают на качалках со скоростью вращения 200-220 об/мин при температуре 28-30°C в течение 48-72 ч. Затем колбы выдерживают без встряхивания в течение 1 недели. В результате образуется слой мицелия и воздушные споры на поверхности среды. Споры декантируют, гомогенизируют в стерильной воде. Суспензию центрифугируют и влажную споровую массу хранят в пластмассовых мешках. Перед употреблением суспензируют в воде. Продолжительность хранения спор актиномицета в дистиллированной воде или в физиологическом солевом растворе при температуре +4°C составляет 6 месяцев.
В чашке Петри образуется примерно 1010 спор актиномицета, которые суспензируют, например, в 5 мл воды. При дальнейшем разбавлении из этого титра спор можно готовить суспензии, которой достаточно для погружения 1 кг семян ели.
Пример 2. Были проведены исследования по выявлению антагонистического действия культуры Streptomyces bambergiensis в отношении возбудителя болезни - полегания сеянцев.
В таблице 2 приведены данные, полученные при подсеве возбудителя полегания сеянцев к культуре Streptomyces в лабораторных опытах.
Таблица 2
	Тест-культу pa
	Характер антагонистического
действия Streptomyces bambergiensis

	
	Через 3 суток 
	6 суток
	20 суток

	Возбудитель полегания - гриб из рода Alternaria
	Начало активного угнетения
	Зона подавления составляет 20.0 мм 
	Полное угнетение роста фитопатогена


Из таблицы 2 видно, что штамм K 1-3 обладает сильным угнетающим действием, зона подавления которого через 6 суток составила - 20.0 мм. На этом расстоянии совершенно отсутствовал рост гриба, а ближе к периферии из проросших спор формировался мицелий с морфологическими уродствами, проявившимися в уплотнении мицелия и приобретением несвойственного здоровым культурам серовато-коричневого цвета. При микроскопировании обнаружено нарушение морфогенеза гриба, проявившееся в резком увеличении степени ветвления мицелия.
Пример 3. Исследование препарата Болезнь ели Шренка - полегание сеянцев характеризуется тем, что у молодых сеянцев в возрасте 10-60 дней вблизи корневой шейки появляется перетяжка, сеянец валится на землю и постепенно увядает, которая была эффективно подавлена при применении актиномицетного препарата путем обработки семян.
В данном эксперименте было проведено замачивание семян ели Шренка в суспензии актиномицетного препарата перед посевом, а также искусственное заражение семян культурой возбудителя полегания сеянцев.
Полученные результаты (табл. 3) показывают, что развитие болезни эффективно подавляется при обработке семян суспензией препарата.
Таблица 3
	№
	Варианты опыта 
	% больных сеянцев 
	% здоровых сеянцев 

	1
	Контроль (замачивание семян ели в воде)
	11.2
	89.8

	2
	Замачивание семян в культуре возбудителя полегания сеянцев
	99.7
	0.3

	3
	Замачивание семян в суспензии Streptomyces bambergiensis
	6.7
	93.3

	4
	Зараженные возбудителем полегания сеянцев + обработанные суспензией Streptomyces bambergiensis семена
	9.5
	80.5


Пример 4. Использование препарата как биостимулятора роста сеянцев ели Шренка.
Результаты опытов (табл. 4) показали, что данный актиномицетный препарат на основе Streptomyces bambergiensis не только подавляет развитие и распространение болезни ели Шренка, но и оказывает ростостимулирующий эффект на сеянцы. Так, по сравнению с контролем сеянцы, обработанные суспензией актиномицетного препарата, были на 19-21 мм выше и устойчивее к полеганию.
Таблица 4
	№
	Варианты опыта 
	Высота всходов на 10 сутки (в мм)
	% устойчивых к полеганию всходов

	1
	Контроль (замачивание семян ели в воде) 
	40-42
	77.8

	2
	Замачивание семян в суспензии Streptomyces bambergiensis
	57-61
	89.7


Формула изобретения
Штамм актиномицетов Streptomyces bambergiensis K 1-3 для защиты хвойных пород от болезней, стимуляции роста сеянцев и подавления болезни ели Шренка - обыкновенного шютте путем обработки семян перед посевом.
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