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ИЗУЧЕНИЕ АНТАГОНИСТИЧЕСКОЙ АКТИВНОСТИ МЕСТНОГО ШТАММА 

METSCHNIKOWIA PULCHERRIMA MP3 В ОТНОШЕНИИ ГРИБКОВЫХ 

ЗАБОЛЕВАНИЙ ПЛОДОВЫХ КУЛЬТУР 

 

Аннотация 

Для предотвращения гниения после сбора урожая и повышения безопасности и качества 

фруктов разрабатываются альтернативные синтетическим фунгицидам технологии с 

биофунгицидной защитой, с участием антагонистических дрожжей. 

Цель работы заключалась в поиске наиболее эффективного штамма Metschnikowia 

pulcherrima в качестве средства биологического контроля для профилактики послеуборочных 

заболеваний плодоовощных культур, вызванных плесенью. В работе исследовали 8 штаммов 

антагонистических дрожжей Metschnikowia pulcherrima, выделенных из эписферы яблок и 

груш садоводческого хозяйства южного Казахстана.  

У целевых штаммов были измерены in vitro антагонистические активности к плесневым 

грибам Rhizopus stolonifer, Aspergillus niger и Botrytis Cinerea на картофельно-декстрозном 

агаре (PDA) и на ранах, искусственно нанесенных на фрагментах плодов яблони, а также 

измерены активности образования биопленки. Штамм M. pulcherrima MP3 показал высокую 

антагонистическую активность и эффективность биологического контроля на искусственных 

ранах яблок, а также сравнительно высокую активность образования биопленки.  

Результаты этого исследования ясно показали, что штамм M. pulcherrima MP3 является 

очень эффективным средством биологического контроля, который может быть использован 

для профилактики послеуборочных заболеваний, вызванных плесенью. Этот штамм M. 

pulcherrima MP3 может быть разработан как коммерческий продукт для послеуборочной 

защиты фруктов и овощей от грибковых патогенов. 

Ключевые слова: плодовые культуры, грибы, послеуборчная порча, биоконтроль, 

фунгициды, дрожжи, антоганизм. 

 

Введение 

Существует более 90 видов грибов, вызывающих послеуборочные заболевания, и они 

распространены в различных регионах выращивания, с различными климатическими 

условиями, сортами продукции, технологиями производства и хранения плодов [1]. 

Использование синтетических фунгицидов остается преобладающей стратегией борьбы с 

микробной порчей после сбора урожая [2]. Однако их использование все чаще ставится под 

сомнение из-за проблем с окружающей средой и безопасностью пищевых продуктов, что 

подчеркивает необходимость альтернативных стратегий борьбы. В этом контексте 

использование штаммов антагонистических дрожжей представляет собой многообещающий 

вариант для минимизации послеуборочных потерь, предлагая устойчивое и безопасное 

решение для удовлетворения растущего мирового спроса на продовольствие [3,4]. 

Поражаемость плодов болезнями при хранении сильно варьируется в зависимости от 

помологического сорта. яблони. Также серьезные последствия вызывают и механические 

повреждения.  Ухудшение качественных показателей  снижает  потребительские  свойства  

продукта  и  ведет  к  уменьшению  цены реализации[5].Одним из ключевых преимуществ 
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дрожжей является их мощная противогрибковая и антагонистическая активность, что делает 

их идеальными кандидатами для борьбы с грибковыми патогенами. Кроме того, их 

способность расти в различных условиях, проявлять устойчивость к стрессам, и простота 

выращивания еще больше увеличили их значимость для применения в различных областях 

биотехнологических производств [6-9].  

Поверхность плода является естественным резервуаром для эпифитных 

дрожжей. Система биоконтроля состоит из четырех основных элементов: хозяин (плоды), 

патоген (грибы), дрожжи (дрожжи-антагонисты) и резидентной эпифитной 

флоры. Использование дрожжей-антагонистов в качестве биофунгицидов было предметом 

обширных исследований.  В этом направлении наиболее часто регистрируемые 

антагонистические дрожжи относятся к таким родам, как Pichia, Candida, Metschnikowia, 

Hanseniaspora, Debaryomyces, Aureobasidium и Saccharomyces [10].  

 Metschnikowia pulcherrima — это повсеместно распространённые дрожжи, которые 

обладают высокой экологической адаптивностью и широко распространены по всему 

миру. Они часто встречаются в цветах, нектаре, а также в свежих и испорченных фруктах 

[11]. Эти дрожжи обычно продуцируют пульхерримин, красный пигмент, который приводит 

к появлению отличительных признаков колонии [12]. M. pulcherrima обладает превосходными 

противогрибковыми свойствами.  Кроме того, при нанесении на свежесрезанные фрукты M. 

pulcherrima эффективно подавляет рост патогенных микроорганизмов пищевого 

происхождения, включая Listeria monocytogenes и Salmonella enterica [13,14]. Европейское 

агентство по безопасности пищевых продуктов (EFSA) официально признало средствами 

защиты растений от грибковых заболеваний некоторые штаммы дрожжей Metschnikowia. 

Предуборочная обработка с применением этих дрожжей становится все более популярной, так 

как они успешно колонизируют поверхность плодов, препятствуя размножению патогенов 

[15].  

Цель работы заключалась в поиске наиболее эффективного штамма Metschnikowia 

pulcherrima в качестве средства биологического контроля для профилактики послеуборочных 

заболеваний плодоовощных культур, вызванных плесенью. 

Объекты и методы исследования. 

Объектами исследования были 8 штаммов дрожжей вида M. pulcherrima, выделенные из 

карпосферы плодовых культур садоводческого хозяйства южного Казахстана 

(Енбекшиказахский район, Алматинской области). 

In vitro скрининг дрожжей, обладающих антагонистической активностью. In vitro 

скрининг дрожжей был проведен методом двойных культур [16]. В качестве индикаторных 

фитопатогенов для 8 целевых дрожжей были взяты R. stolonifer (АТСС 6227b), Aspergillus niger 

(АТСС 6275) (Американская коллекция типовых культур) и Botrytis Cinerea (F-RKM 1032) из 

музея ТОО «Республиканской коллекции микроорганизмов». Для оценки эффективности 

биологического контроля целевых дрожжей в образцовых вариантах культивировали дрожжи 

вместе с каждым по отдельности фитопатогеном на картофельно-декстрозном агаре (PDA). 

Мицелиальные пробки диаметром 6 мм были вырезаны из семидневных культур 

фитопатогенных грибов и помещены в центр чашки со средой. Двухдневную культуру 

дрожжей петлей наносили на расстоянии 1,5 см от края чашки. В контрольном варианте 

инкубировалась чашка со средой и фитопатогеном, но без дрожжей. Образцовые и 

контрольные чашки инкубировали при температуре 28 ± 2 °C термостате (BINDER RI 115, 

Германия) в течение семи дней. 

Антагонистическую активность дрожжей оценивали по проценту подавления 

радиального роста грибов (PIRG), который вычисляли по формуле: 

 

PIRG = (R1 − R2)/R1 × 100 (1) 

 

где R1 - радиальный рост индикаторных фитопатогенов в отсутствии дрожжей-

антагонистов в контрольном варианте;  
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R2 - радиальный рост индикаторных фитопатогенов в присутствии целевых дрожжей-

антагонистов в образцовом варианте. 

Это исследование проводилось в трех повторностях. 

Образование биопленки целевых дрожжей. Образование биопленки 

антагонистическими дрожжами проводили согласно общепризнанной методике с небольшой 

модификацией [17]. Дрожжи выращивали в 1 мл питательной среды YPD (1% дрожжевого 

экстракта, 2% пептона и 2% глюкоза) 20 ч при 30°C в термостате (BINDER RI 115, Германия) 

и доводили концентрацию до OD550. = 1,0 (⁓ 3 × Log7 клеток/мл). Объем 20 мкл дрожжевых 

клеток и 180 мкл среды YPD помещали в стерильный 96-луночный планшет (Corning, Sigma-

Aldrich), который культивировали в течение 72 часов при 28℃. После инкубации удаляли 

среду из лунок и дважды осторожно промывали лунки 200 мкл фосфатно-солевого буфера 

(PBS) для удаления свободных клеток. Затем проводили окрашивание в течение 10 мин 200 

мкл раствора кристаллического фиолетового (0,1%) при комнатной температуре, промывали 

PBS три раза и сушили на воздухе. Затем в каждую лунку добавляли по 200 мкл уксусной 

кислоты (33%) и инкубировали в течение 30 минут при 150 об/мин (Шейкер-инкубатор Innova 

44, Германия) комнатной температуре. OD при длине волны 550 нм измеряли с помощью 

спектофотометрического ридера EZ Read 400. (Easy read 400, Biochrome, США). YPD среду 

без дрожжевых клеток использовали в качестве отрицательного контроля.  

Определение эффективности биологического контроля штамма M. pulcherrima МР3 на 

яблоках. Штамм M. pulcherrima МР3 культивировали в течение 48 часов в 10 мл питательной 

среды YPD (1% дрожжевого экстракта, 2% пептона и 2% глюкоза) при температуре 30°C в 

инкубаторе-шейкере (Innova 44, Германия) со скоростью 130 об/мин. Клетки собирали 

центрифугированием (Sorvall RC6 Plus, США) 4000 об/мин и однократно промывали 10 мл 

стерильной дистиллированной воды. Суспензию клеток M. pulcherrima МР3 доводили до 

концентрации (1,0 × 5Log) клеток/мл с использованием стерильного 0,1% раствора Твин 80. 

Для анализа были взяты ломтики яблок (сорт Айдаред) которые готовились в асептических 

условиях. В первую из трех лунок с диаметром (3 - 4 мм) и глубиной (3 - 4 мм), полученных с 

помощью стерильных наконечников для пипеток, вносили 10 𝜇L суспензии M. рulcherrima 

МР3 (⁓3,0 ×5Log клеток). Во вторую лунку вносили 10 𝜇L суспензии M. pulcherrima МР3 

вместе с 10 𝜇L суспензии спор патогена (⁓1,0 ×3Log спор). В третью лунку вносили 10 𝜇L 

суспензии спор патогена. Ломтики яблок, помещенные в стерильные чашки Петри, 

инкубировали при 28∘C в течение 7 дней. По окончании инкубационного периода зоны порчи 

на кусочках яблок измерялись штангенциркулем [18].  

Результаты и обсуждения 

Проведенные измерения антагонистической активности целевых дрожжей методом 

двойных культур показали значимо различимые уровни антагонистической активности после 

семи дней инкубации. Штамм MP-03 показал по сравнению с другими штаммами наибольшую 

антагонистическую активность, которую выражали в процентах ингибирования радиального 

роста фитопатогена (PIRG), как показано в Таблице 1. 

 

Таблица 1 - Результаты антагонистической активности 

*-стандартное отклонение среднего значения (n=3) 

 

Фитопатоген  Индекс ингибирования радиального роста фитопатогенов, %  

(PIRG) =( R1 – R2)/ R1  

МР-1 МР-2 МР-3 МР-4 МР-5 МР-6 МР-7 МР-8 

B. cinerea 24,1±0,6* 23,2±1,3 29,0±1,1 23,2±0,

4 

21,6±0,

6 

18,3±0,3 22,3±1,

3 

18,2±0,6 

R. stolonifer 23,4±0,6 22,4±0,9 30,2±0,9 2,1±1,6 20,2±0,

1 

20,2±0,9 20,1±0,

3 

16,4±0,8 

A. niger 23,7±0.2 23,6±0,6 27,3±0,5 3,5±0,9 21,1±0,

3 

18,1±1,4 20,4±0,

8 

17,1±0,9 
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Антагонистическое действие дрожжей или ингибирование прорастания спор и развития 

мицелия фитопатогенов (Табл.1) может быть обусловлено конкуренцией за питательные 

вещества, секрецию дрожжами диффундирующих в среде роста летучих органических 

соединений и других токсинов [11, 19].  

 

   
А1 А2 В1 В2 С1 С2 

Рисунок 1 - Подавление роста плесневых грибов (А1 -  R. stolonifer (АТСС 6227b), А2 - 

контроль, В1- Aspergillus niger (АТСС 6275), В2- контроль, С1- Botrytis Cinerea (F-RKM 

1032), С2 - контроль при совместном культивировании со штаммом дрожжей МР3 в 

сравнении с контролем. 

 

Оценка образования биопленок штаммами дрожжей показала, что после 72-часовой 

инкубации все штаммы дрожжей были способны закрепляться в лунках микротитровального 

планшета после трех промываний (Рис. 2). Результаты  находятся в хорошем согласии с 

данными литературы [20]. Авторы цитируемой работы показали, что клетки штамма M. 

pulcherrima через 3 ч смогли прикрепиться к полистироловым пластинам после повторных 

промываний (OD 1,85 ± 0,16). Их эксперименты также показали, что клетки штамма M. 

pulcherrima сохраняли высокую пленкообразующую способность также после 48 ч (OD 1,15 ± 

0,08) и 72 ч инкубации (OD 1,12 ± 0,16). Последний результат авторов (OD = 1,12) хорошо 

согласуется с результатом настоящей работы, где встречаются штаммы с OD близкими по 

значению с цитируемой работой. Небольшое различие в цифрах может быть связано с длиной 

волны поглощаемого излучения. Авторы использовали 590 нм - излучение, в нашем случае 

использовано 550 нм - излучение. 

 

 
Рисунок 2 - Анализ способности к образованию биопленок дрожжевых штаммов. 

Планками показаны стандартные отклонения средних значений (n=3). 

 

Пленкообразующая способность дрожжей важна для биоконтролирующей активности, 

так как, биопленка может служить физическим барьером для фитопатогена, отделяющим его 
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от поверхностной раны плода растения [18]. Авторы наблюдали положительную связь между 

образованием биопленки и способностью к колонизации ран для M. pulcherrima. 

На рис.2 значения оптической плотности при длине волны 550 нм (OD 550) в образцах с 

целевыми штаммами M. pulcherrima оказались выше, чем у отрицательного контроля, а 

штаммы M. pulcherrima MP-3 и MP-8 показали значимо (Р<0.05) наибольшую активность 

образования биопленки в сравнении с остальными штаммами. По причине того, что штамм 

МР-3 значимо (Р<0.05) превосходил МР-8 в антагонистической активности (Табл.1), именно 

штамм M. pulcherrima MP-3 был выбран как наиболее эффективный штамм. 

После того, как был найден наиболее активный биоцидный штамм MP3 и показана его 

исключительная активность в образовании биопленки была измерена его эффективность в 

качестве средства биологического контроля в экспериментах на яблоках. 

На рис.3 показаны результаты одного из проведенных 3 повторных экспериментов по 

семидневной инкубации, и в Таблице 2 показаны данные 3 экспериментов, из которых следует 

подтверждение высокой эффективности штамма MP3 в биологическом контроле 

фитопатогенов. 

 

   
А В С 

Рисунок 3 - Ингибирующее действия штамма MP-3 на фитопатогены R. stolonifer (А), 

A. niger (В) и B. cinerea (С) на искусственных ранах яблока на 7 день инкубации. 1 - только 

M. pulcherrima MP-3; 2 - споры гриба и M. pulcherrima MP-3 и 3 - только споры гриба. 

 

Таблица 2 - Ингибирующее действие штамма MP-3 на фитопатогенные грибы на ранах 

яблока.  
Виды 

фитопатогенных 

грибов 

Инокуляты и зоны (мм) роста грибов 

% Биоконтроля 
Споры гриба + MP3 Только споры гриба 

R. stolonifier 3.12 ± 0.27 13.75 ± 1.09 77.25 ± 2.23 

A.niger 5.35 ± 0.23 16.63 ± 0.63 67.77± 2.16 

B. cinerea 3.58 ± 0.21 12.6 ± 0.72 71.45 ± 2.64 

* процент активности биоконтроля был определен по формуле: C = (A/B – 1) × 100 [16]. 

§ стандартное отклонение (n=3). 

 

По результатам измерений штамм МР3 значимо выше ингибирует прорастание и рост 

мицелия спор R. stolonifier по сравнению с B. cinerea и A. niger (Р<0.05) на искусственных 

ранках яблок. 

Известно, что дрожжи оказывают неблагоприятное воздействие на другие 

микроорганизмы посредством различных механизмов, таких как конкуренция за питательные 

вещества, секреция литических ферментов и сидерофоров, высвобождение летучих 

соединений, продукция факторов-киллеров, прямой физический контакт, образование 

биопленок и т. д. Некоторые из этих механизмов также были вовлечены в антимикробную 

активность дрожжей Metschnikowia , продуцирующих пульхерримин [11]. 

Процент биоконтролируемой активности штамма MP-3 против гриба A. niger (67,77%) 

из настоящей работы близок по значению к аналогичному показателю штамма M. pulcherrima 

UMY15 (60%) из другой публикации [16]. В цитируемой работе также было измерено 

ингибирование прорастания спор и роста грибов в виноградном соке, и авторы показали, что 

процент биоконтролирующей активности штамма UMY15 против Rhizopus sp (75%) был более 
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чем в 2 раза выше, чем против A. niger (30%). Аналогичным образом, в настоящей работе, хотя 

и на ранах яблонь, биоконтролирующая активность штамма MP3 против R. stolonifier была 

значительно выше, чем против A. niger (таблица 2). 

Выводы 

В этой работе проведен сравнительный анализ эффективности биологического контроля 

для 8 штаммов вида M. pulcherrima в отношении послеуборочных патогенов на синтетической 

среде роста и на искусственных ранах яблок. Результаты работы ясно показали, что штамм M. 

pulcherrima MP3 является очень эффективным средством биологического контроля, который 

может быть использован для профилактики послеуборочных заболеваний, вызванных 

плесенью. Этот штамм M. pulcherrima MP3 может быть разработан как коммерческий продукт 

для послеуборочной защиты фруктов и овощей от грибковых патогенов. 

Благодарность. Статья была подготовлена в рамках реализации проекта ИРН 

AP19678630 «Получение биологического фунгицида широкого спектра действия для 

обеспечения и сохранения высоких урожаев фермерских хозяйств Казахстана». 
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Аңдатпа 

Егін жинағаннан кейін шіріп кетудің алдын алу және жемістердің қауіпсіздігі мен 

сапасын Жинаудан кейінгі шіріктің алдын алу және жемістердің қауіпсіздігі мен сапасын 

жақсарту үшін антагонистік ашытқыларды қамтитын биофунгицидтік қорғанысы бар 

синтетикалық фунгицидтерге балама технологиялар әзірленуде. 

Жұмыстың мақсаты көгерген жеміс-көкөніс дақылдарының егін жинаудан кейінгі 

ауруларының алдын алу үшін биологиялық бақылау құралы ретінде Metschnikowia pulcherrima 

ең тиімді штаммын табу болды. Жұмыста Оңтүстік Қазақстандағы бау-бақша 

шаруашылығының алма және алмұрт эписферасынан бөлініп алынған Metschnikowia 

pulcherrima антагонистік ашытқысының 8 штаммы зерттелді. 

Мақсатты штаммдар картоп декстроза агарында (PDA) және алма жемісінің 

фрагменттеріне жасанды түрде түсірілген жаралардағы Rhizopus stolonifer, Aspergillus niger 

және Botrytis Cinerea зең саңырауқұлақтарына қарсы in vitro антагонистік әрекеттер үшін 

өлшенді және биоқабықша түзілу белсенділігі өлшенді. M. pulcherrima MP3 штаммы жоғары 

антагонистік белсенділікті және жасанды алма жараларында биологиялық бақылау 

тиімділігін, сонымен қатар салыстырмалы түрде жоғары биоқабықша түзу белсенділігін 

көрсетті. 

Бұл зерттеудің нәтижелері M.pulcherrima MP3 штаммы көгеруден кейінгі егін жинаудан 

кейінгі аурулардың алдын алу үшін қолдануға болатын өте тиімді биологиялық бақылау 

құралы екенін анық көрсетті. Бұл M. pulcherrima MP3 штаммы жемістер мен көкөністерді 

саңырауқұлақ қоздырғыштарынан егін жинаудан кейін қорғау үшін коммерциялық өнім 

ретінде әзірленуі мүмкін. 

Кілт сөздер: жеміс-жидек дақылдары, саңырауқұлақтар, егін жинаудан кейінгі 

бұзылулар, биобақылау, фунгицидтер, ашытқылар, антагонизм. 
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STUDY OF ANTAGONISTIC ACTIVITY OF A LOCAL STRAIN OF 

METSCHNIKOWIA PULCHERRIMA MP3 IN RELATION TO FUNGAL DISEASES OF 

FRUIT CROPS 

Abstract 

To prevent rotting after harvesting and improve the safety and quality of fruits, biofungicide-

protected technologies with antagonistic yeasts are being developed that are alternative to synthetic 

fungicides. The aim of the work was to find the most effective strain of Metschnikowia pulcherrima 

as a biological control agent for the prevention of post-harvest diseases of fruit and vegetable crops 

caused by mold. The study investigated 8 strains of antagonistic yeast Metschnikowia pulcherrima 

isolated from the episphere of apples and pears from horticultural farms in southern Kazakhstan. 

In vitro antagonistic activities to the mold fungi Rhizopus stolonifer, Aspergillus niger and 

Botrytis Cinerea on potato dextrose agar (PDA) and on wounds artificially applied to fragments of 

apple fruits were measured in the target strains, as well as biofilm formation activity was measured. 

The M. pulcherrima MP3 strain showed high antagonistic activity and the effectiveness of biological 

control on artificial wounds of apples, as well as a relatively high activity of biofilm formation. The 

results of this study clearly showed that the M. pulcherrima MP3 strain is a very effective biological 

control agent that can be used to prevent post-harvest diseases caused by mold. This strain of M. 

pulcherrima MP3 can be developed as a commercial product for post-harvest protection of fruits and 

vegetables from fungal pathogens.  

Key words: fruit crops, fungi, post-harvest spoilage, biocontrol, fungicides, yeast, antagonism 
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