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Для разработки защитных мероприятий 
необходимо выявлять наиболее  
Опасные и новые вредные объекты,  
а также осуществлять подбор препаратов, 
обладающих высокой эффективностью.  
Но не всегда оказывается возможным оценить 
эффективность ингибирования химическими 
препаратами конкретного вида гриба,  
кроме того, многие фитопатогены могут 
приобретать определенный уровень 
резистентности к фунгицидам. По этой 
причине возникает необходимость изучения 
эффективности препаратов в отношении 
отдельных видов с помощью лабораторных 
методов с использованием чистых культур 
грибов. Метод in vitro позволяет в достаточно 
короткие сроки оценить эффективность 
химических препаратов против возбудителей 
болезней. Однако, существует проблема 
отсутствия стандартизированного метода 
оценки антифунгальной активности  
в отношении экономически значимых 
патогенов сельскохозяйственных культур. 
Исследования выполнены двумя методами  
в зависимости от способа внесения препарата  
в среду: методом укола при равномерном 
внесении препарата на поверхность 
питательной среды и рассевом конидиальной 
суспензии патогена микробиологическим 
шпателем при внесении препарата  
на бумажных дисках. Антифунгальная 
активность химических препаратов  
в отношении гриба Alternaria alternatа 
возбудителя гнили плодов яблони  
различалась в широком диапазоне  
от отсутствия эффекта до сильной,  
но в большинстве вариантах опыта была 
средней и данные, полученные двумя 
методами изучения, были сопоставимы. 
Сопоставление данных двух методов,  
показало различную степень 
воспроизводимости результатов.  
Так наиболее стабильные и повторяющиеся 
результаты давал метод с равномерным 
внесением рабочей концентрации препарата  
на поверхность питательной среды и посевом 
методом укола. В нашем исследовании  
диско-диффузионный метод оказался более 
трудоёмким, а эффекты, полученные данным 
методом, характеризовались не всегда 

To develop protective measures,  
it is necessary to identify the most 
dangerous and new harmful objects,  
as well as to select drugs with high 
efficiency. However, it is not always 
possible to assess the effectiveness  
of inhibition of a particular fungus species 
by chemical preparations; in addition, 
many phytopathogens can acquire  
a certain level of resistance to fungicides. 
For this reason, it becomes necessary  
to study the effectiveness of drugs against 
individual species using laboratory 
methods using pure cultures of fungi.  
The in vitro method makes it possible  
to evaluate the effectiveness of chemical 
preparations against pathogens in a fairly 
short time. However, there is the problem 
of the lack of a standardized method  
for assessing antifungal activity against 
economically important pathogens  
of agricultural crops. The studies were 
performed by two methods depending  
on the method of introducing the drug  
into the medium: by agar stab technique 
with a uniform introduction of the drug 
onto the surface of the nutrient medium 
and by inoculation the conidial suspension 
of the pathogen with a microbiological 
spatula when the drug is introduced  
on paper disks. The antifungal activity  
of chemicals against the fungus  
Alternaria alternata, the causative agent 
of apple fruit rot, varied in a wide range 
from no effect to strong, but in most 
variants of the experiment it was medium 
and the data obtained by the two methods 
of study were comparable. Comparison  
of these two methods showed a different 
degree of reproducibility of the results.  
So the most stable and repeatable results 
were given by the method with a uniform 
application of the working concentration 
of the drug to the surface of the nutrient 
medium and sowing by injection. In our 
study, the disk-diffusion method turned 
out to be more laborious, and the effects 
obtained by this method were not always 
characterized by an unambiguous 
interpretation and differed in repetitions, 
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Введение. Для контроля развития различных заболеваний на сель-

скохозяйственных культурах применяют широкий круг фунгицидов раз-

личных химических классов и механизма действия [1-4]. Однако не все из 

них являются высокоэффективными в отношении патогенных видов гри-

бов, к тому же часть патогенов со временем может приобретать резистент-

ность к действующим веществам используемых фунгицидов. В связи с 

этим весьма актуальным является постоянный скрининг химических пре-

паратов и их баковых композиций с целью выявления наиболее эффектив-

ных средств защиты против микозов [5]. 

Как известно, испытание фунгицидов в полевых условиях требует 

достаточно больших финансовых затрат и длительного промежутка време-

ни. К тому же ряд заболеваний вызывается целым комплексом патогенов, 

для которых необходимо изучать биологическую эффективность фунгици-

дов в индивидуальном порядке. Для сокращения временного периода и с 

целью предварительной оценки эффективности препаратов в отношении 

конкретных видов грибов, способных расти и развиваться на искусствен-

ной питательной среде, используют разные методы in vitro. 

В медицинской практике микробиологических лабораторий стан-

дартным является диск-диффузионный метод определения чувствительно-

сти микроорганизмов, чаще бактерий (Staphylococcus aureus, Escherichia 

однозначной трактовкой и различались  
в повторностях, в сравнении с методом,  
в котором фунгицид вносился непосредственно 
на агаровую пластину, а посев осуществлялся 
уколом. Необходимо провести дальнейшую 
оптимизацию и стандартизацию этого метода, 
в том числе количество вносимого инокулюма 
гриба и толщину, и выровненность агаровой 
пластинки.  
 
Ключевые слова: АНТИФУНГАЛЬНАЯ 
АКТИВНОСТЬ, МЕТОДЫ IN VITRO, 
ALTERNARIA ALTERNATA 

in comparison with the method  
in which the fungicide was applied 
directly to the agar plate, and the sowing 
was carried out by agar stab technique. 
Further optimization and standardization 
of this method is needed, including  
the amount of fungal inoculum applied 
and the thickness and evenness  
of the agar plate. 
 
Key words: ANTIFUNGAL ACTIVITY , 
IN VITRO METHODS, ALTERNARIA 
ALTERNATA 



Плодоводство и виноградарство Юга России № 76(4), 2022 г. 

http://journalkubansad.ru/pdf/22/04/14.pdf      172 

coli, Pseudomonas aeruginosa и др.), к противомикробным препаратам. В 

данном методе на поверхность агаровой пластины в чашке Петри наносит-

ся водная суспензия изучаемого вида микроорганизма и в качестве носите-

ля антибактериального или антигрибкового препарата (АБП) используют 

бумажный диск. Величину диаметра зоны подавления роста тест-культур 

изучаемыми штаммами оценивают для бактерий на 2-e сутки, для грибов – 

на 5-7 сутки. Полученные результаты интерпретируют следующим обра-

зом: 0 мм – активности нет; до 10 мм – слабая чувствительность; от 10 до 

25 мм – средняя чувствительность; 25 мм и более – высокая чувствитель-

ность [6]. Образование зоны подавления роста происходит в результате 

диффузии АБП из носителя в питательную среду. В определенных преде-

лах величина диаметра зоны подавления роста обратно пропорциональна 

МПК – минимальной концентрации, подавляющей видимый рост исследу-

емого микроорганизма в жидкой культуре или на плотной среде. Однако 

диско-диффузионный метод позволяет лишь косвенно судить о величине 

МПК, а результатом исследования является отнесение микроорганизма к 

одной из категорий чувствительности (чувствительный, промежуточный 

или резистентный) [7].  

При изучении влияния фунгицидов на развитие патогенов в условиях 

in vitro также используется метод агаровых пластин (или метод разведе-

ния). Он изложен в ряде изданий и используется для подсчета количества 

микроорганизмов в каком-либо субстрате [8]. Сущность данного метода 

состоит в следующем: на поверхность агаровой пластины в чашке Петри 

наносится 0,5 мл водной суспензии конидий изучаемого вида гриба  

и 0,5 мл раствора фунгицида. В контрольном варианте вместо раствора 

фунгицида используется стерильная вода. Жидкости смешиваются и рас-

пределяются по поверхности пластины стеклянным шпателем. Чашка Пет-

ри накрывается крышкой и помещается в термостат на 3-7 суток в зависи-

мости от вида гриба. По окончании периода инкубации подсчитывается 
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количество образовавшихся колоний гриба в вариантах опыта, в том числе 

и в контроле. Данный метод используют и в модифицированном варианте, 

при котором фунгицид добавляют в колбу перед разливкой среды или рав-

номерно распределяют стерильным стеклянным шпателем по поверхности 

питательного агара в каждой чашке Петри. Далее гриб помещают в чашку 

Петри методом укола, через 5-7 дней проводят измерение диаметра коло-

нии в мм и затем рассчитывают биологическую эффективность испытыва-

емых препаратов по общеизвестной формуле [9]. 

Существует проблема отсутствия стандартизированного метода 

оценки антифунгальной активности в отношении экономически значимых 

патогенов сельскохозяйственных культур. Для них в основном применяют 

модифицированный метод агаровых пластин (метод разведения), в частно-

сти для рода Fusarium [8, 10, 11], для видов Venturia inaequalis [12-14], 

Bipolaris sorokiniana [15], Botritys cinerea, Rhizoctonia solani и многих дру-

гих [8, 11, 16]. Иногда исследователи используют и стандартный диск-

диффузионный метод [17] или два метода одновременно [18]. Для нас яв-

ляется актуальным сравнить два данных метода и выявить наиболее удоб-

ный и точный для подбора фунгицидов против вида Alternaria alternatа. 

Цель исследования: сравнить различными методами in vitro эффек-

тивность фунгицидов химического происхождения против штамма 

Alternaria alternatа – возбудителя гнили сердцевины плодов яблони и по-

добрать наиболее корректный. 
 

Объекты и методы исследований. Исследования проведены в 

2021 г. в лаборатории биотехнологического контроля фитопатогенов и фи-

тофагов ФГБНУ СКФНЦСВВ. Объектом исследований являлся монокони-

диальный штамм возбудитель гнили сердцевины плодов Alternaria 

alternatа (штамм FR 21IV1.2) из коллекции лаборатории.  

В работе было изучено действие действующих веществ современных 

фунгицидов, состоящих из одного или двух компонентов, под номерами: 
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1.  (125 г/л флуопирама + 375 г/л пириметанила);  

2.  (200 г/л тебуконазол + 200 г/л флуопирама); 

3.  (75 г/л мефентрифлуконазол); 

4.  (800 г/кг тирама); 

5.  (400 г/л тирама + 30 г/л дифеноконазола); 

6. Стандарт (750 г/кг ципродинила); 

7. Контроль – дистиллированная, автоклавированная вода 

Растворы фунгицидов готовили из расчёта норм расхода фунгици-

дов, зарегистрированных в «Государственном каталоге пестицидов и агро-

химикатов» для применения на территории Российской Федерации на яб-

лоне, по методике Чекмарева В.В. [8]. Водные растворы препаратов гото-

вили в день эксперимента и использовали свежими. В каждую чашку Пет-

ри со средой КГА (картофельно-глюкозный агар) вносили по 300 мкл вод-

ного раствора препарата или воды двумя методами: равномерным распре-

делением стерильным стеклянным шпателем по поверхности питательного 

агара и путем раскапывания на три бумажных диска диаметром 1 см,  

по 100 мкл на каждый. 

Для посевов контрольных и опытных вариантов питательной среды 

использовали семидневную чистую культуру патогена, выращенную на сре-

де КГА. Суспензию конидий получали смывом с поверхности культуры во-

дой, с дальнейшим её фильтрованием через двойной слой стерильной марли.  

Посев патогена осуществляли в чашках Петри на среде КГА (карто-

фельно-глюкозный агар) двумя методами в зависимости от способа внесе-

ния препарата в среду: методом укола при равномерном внесении препара-

та на поверхность питательной среды и рассевом конидиальной суспензии 

патогена микробиологическим шпателем при внесении препарата на бу-

мажных дисках. Порядок посевов и внесения препаратов также различал-

ся: в первом методе посев осуществлялся после внесения препарата, во 

втором – порядок был обратным. Полученные посевы ставили в термостат 
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на 7 суток и инкубировали при 25 ºC. Все процедуры, связанные с манипу-

ляциями с чистыми культурами, проводили в стерильных условиях. 

Критерием оценки биологической эффективности (БЭ) препаратов 

служила средняя скорость роста (см) колонии гриба (воздушного мице-

лия), анализ которого проводили по общепринятой методике [7-8]. С по-

мощью модифицированного метода бумажных дисков [15, 19] определяли 

антифунгальную активность препаратов по шкале, отражающей долю по-

крытия поверхности питательной среды воздушным мицелием тестируе-

мого микроорганизма:  

0 баллов – отсутствие эффекта (100 %);  

1 балл – низкая активность (75 %); 

2 балла – средняя активность (50 %); 

3 балла – высокая активность (25 %); 

4 балла – очень высокая активность (0 %). 

 
Обсуждение результатов. В результате проведенных исследований 

методом дисков в in vitro условиях изученные действующие вещества и 

композиции действующих веществ проявили как высокую (3 балла), так и 

нулевую (отсутствие эффекта) антифунгальную активность против штамма 

A. alternatа (рис. 1).  

В целом, для всех действующих веществ и композиций действующих 

веществ антифунгальная активность была ниже, чем у вещества стандарта, 

которое, в свою очередь, не подавило патоген на 100 %. Действующие ве-

щества препарата в варианте 4 показали отсутствие эффекта против изуча-

емого штамма, а действующие вещества препарата варианта 2 проявили 

очень низкую активность. Активность действующих веществ остальных 

вариантов была средняя. Также необходимо отметить, что культура пато-

гена под действием химических веществ этих вариантов не изменяла свои 

морфолого-культуральные характеристики (рис. 2). 
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Рис. 1. Антифунгальная активность действующих веществ фунгицидов  
в отношении Alternaria alternatа, возбудителя гнили  

сердцевины плодов яблони,  
in vitro, 7-е сутки после посева, метод бумажных дисков 

 

   
1 2 3 

   
4 5 6 Стандарт 
 

 

 

 Контроль  

Рис. 2. Рост патогена Alternaria alternatа, возбудителя гнили  
сердцевины плодов яблони, под воздействием действующих веществ  

фунгицидов в культуре in vitro  
(метод бумажных дисков, 7-е сутки после посева) 
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Метод бумажных дисков предполагает наличие градиента концентра-

ций фунгицида в результате его диффузии в агаровую среду, что выража-

ется образованием зоны ингибирования роста мицелия вокруг диска [18]. 

Такая зона чётко просматривалась только для двух вариантов опыта: № 3  

и № 6, стандарт (рис. 2). В чашках с вариантами № 5 и № 1 мицелий пато-

гена в некоторых участках поверхности среды контактировал с дисками, 

но не нарастал на них. Таким образом, в этих вариантах опыта не просле-

живалось влияние градиента концентраций фунгицидов, кроме этого, ми-

целий рос случайно по поверхности питательного агара. Причинами такой 

реакции могут быть неравномерный посев суспензии конидий или разли-

чия скорости диффузии препаратов из бумажных дисков при разной тол-

щине агаровой пластины [18]. В вариантах опыта № 7 (К) и № 3 воздуш-

ный мицелий гриба покрывал всю поверхность чашки, включая диски,  

в то время как в варианте № 2 они были свободны от мицелия (рис. 2). 

При равномерном внесении химического препарата на поверхность 

агара также было установлено, что изученные действующие вещества фун-

гицидов, кроме № 4, ингибировали рост воздушного мицелия, но в разной 

степени (табл.). На 7-е сутки роста грибов диаметр культуры составил  

от 2 см до 7 см.  

Влияние действующих веществ фунгицидов  
на штамм Alternaria alternatа in vitro, 7-е сутки после посева 

 
Вариант 
опыта 

№ 1 № 2 № 3 № 4 № 5 № 6 (St) № 7 (К) 

Диаметр 
культуры, 
см 

0,0 4,5 2,0 7,0 3,2 3,0 6,1 

БЭ, % 100 26,2 67,0 0 47,5 50,8 - 

 
При данном методе изучения БЭ действующих веществ фунгицидов 

№ 1, № 3 и № 5 составила 47-100 %, что сопоставляется с данными другого 

метода. Стоит отметить, что под влиянием действующих веществ вариан-
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тов № 3, № 5 и стандарта изменились морфолого-культуральные характе-

ристики патогена, такие как форма (на неправильную), цвет (на более тем-

ный оттенок зеленого) и край колонии (на волнистый) (рис. 3). 
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Рис. 3. Рост патогена Alternaria alternatа, возбудителя гнили  
сердцевины плодов яблони, под воздействием действующих веществ  

фунгицидов в культуре in vitro 
(метод агаровых пластин, 7-е сутки после посева) 

 

Исследователи Arikan и др. (2002) [18] при изучении чувствительно-

сти к каспофунгину изолятов из рода Aspergillus двумя методами пришли к 

выводу, что методы дисковой диффузии и микроразведений дают сопоста-

вимые результаты, но имеют ряд нюансов. По мнению авторов, диско-

диффузионный метод предпочтительнее метода микроразведений, так как 

он менее кропотливый и трудоемкий. Но в тоже время он не позволяет 

определить результат восприимчивости тестируемых объектов через 24 ча-

са, в отличии от метода микроразведений. 
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В нашем исследовании диско-диффузионный метод оказался более 

трудоёмким в сравнении с методом, в котором фунгицид вносился непо-

средственно на агаровую пластину, а посев осуществлялся уколом. Это 

связано с тем, что в классическом варианте первого метода необходим 

равномерный посев поверхности агара споровой суспензией известной 

концентрации, только при этих условиях возможно формирование чёткой 

границы ингибирования роста. Соблюдение этого условия предполагает 

проведение дополнительного этапа работ по получению инокулята и под-

счёту концентрации спор. Также реализация этого подхода усложняется 

частой потерей способности к спорообразованию чистой культуры при её 

длительном культивировании. 

 

Выводы. Антифунгальная активность химических препаратов в отно-

шении гриба Alternaria alternatа, возбудителя гнили плодов яблони, разли-

чалась в широком диапазоне от отсутствия эффекта до сильной, но в 

большинстве вариантах опыта была средней. 

Данные, полученные двумя методами изучения, были в целом сопо-

ставимы, однако имели различную степень воспроизводимости результа-

тов. Наиболее стабильные и повторяющиеся результаты давал метод с рав-

номерным внесением рабочей концентрации препарата на поверхность пи-

тательной среды и посевом методом укола. Эффекты, полученные методом 

бумажных дисков, не всегда характеризовались однозначной трактовкой и 

различались по повторностям. Кроме этого, диск-диффузионный метод от-

личался большей трудоёмкостью. 

Таким образом, для оценки эффективности фунгицидов в отношении 

Alternaria alternatа можно рекомендовать метод с равномерным внесением 

рабочей концентрации препарата на питательную среду в сочетании с по-

севом уколом.  
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