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СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ 

АБК – абсцисовая кислота  

АПХ – аскорбатпероксидазы  

АФК – активные формы кислорода 

АЦПК – 1-аминоциклопропан-1-карбоновая кислота  

БАВ – биологически активные вещества  

БСРР – бактерии стимулирующие рост растений 

ВПС – высокопроизводительное секвенирование 

ВЭЖХ-МС – высокоэффективная жидкостная хроматография с масс-

детекцией 

ГА – гиббереллины  

ГАСР – гены, ассоциированные со стимуляцией роста растений 

ДНК – дезоксирибонуклеиновая кислота 

ЖК – жасмоновая кислота  

ИСУ – индуцированная системная устойчивость  

ИУК – индолилуксусная кислота  

КАТ – каталаза  

КДА – картофельно-декстрозный агар 

КДБ – картофельно-декстрозный бульон 

ЛОС – летучие органические соединения  

ЛПС – липополисахариды 

ПАВ – поверхностно-активные вещества 

ПОД – пероксидаза  

ПЦР-РВ – ПЦР с детекцией результатов в реальном времени 

СК – салициловая кислота  

СОД – супероксид-дисмутазы  

СПУ – системная приобретённая устойчивость  

ЦК – цитокинины  

ЦТАБ – цетилтриметиламмоний бромид 

ЭБСРР – эндофитные бактерий стимулирующие рост растений 
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ЭПС – экзополисахариды  

ЭТ – этилен  

ANI – средняя идентичность нуклеотидов 

ANOVA – односторонний дисперсионный анализ 

ASV – вариант последовательности ампликона 

CDS – кодирующая последовательность 

dDDH – ДНК-ДНК-гибридизация 

IAAld – индол-3-ацетоальдегид 

IAM – индол-3-ацетамид  

IAN – индол-3-ацетонитрил  

IPyA – индол-3-пируват  

PR-белки – белки, связанные с патогенезом 

SAM – S-аденозилметионин  

TAM – триптамин  

TSO – окисления боковой цепи триптофана 

ПЦР – полимеразная цепная реакция 

MS – среда Мурасиге-Скуга 

LB – среда Луриа-Бертани 

R2A – агар Райзонера рецептура 2A 

R2B – бульон Райзонера рецептура 2A 

BLAST – базовый инструмент локального поиска по выравниванию 

ITS – внутренний транскрибируемый спейсер  

KEGG – Киотская энциклопедия генов и геномов 

GO – генная онтология 

COG – группы ортоголичных генов 

MS/MS – тандемная масс-спектрометрия 

PERMANOVA – многомерный дисперсионный анализ 

Fe – железо 

N – азот 

P – фосфор 
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K – калий 

S – сера 

PCoA – анализ главных координат 

OAT – инструмент для расчета средней идентичности нуклеотидных 

последовательностей ортологов 
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ВВЕДЕНИЕ 

Актуальность темы исследования. Использование органических и 

неорганических удобрений, а также пестицидов в современном сельском 

хозяйстве сопровождается выраженным негативным воздействием на 

окружающую среду (Gnanaprakasam, Vanisree, 2022; Rashmi et al., 2020). В 

условиях устойчивого роста численности населения ожидается, что к 2050 г. 

потребность в сельскохозяйственной продукции возрастёт на 60-110 %, что 

приведёт к увеличению объёмов применения агрохимикатов (Molotoks et al., 

2018). Поэтому особую актуальность приобретают альтернативные подходы, 

направленные на повышение продуктивности сельскохозяйственных 

культур, основанные на использовании полезных микроорганизмов (Kumari 

et al., 2023; Aziz, Masmoudi, 2025; Hamdan, Tan, 2025). 

Растения в природных и агроэкологических системах взаимодействуют 

с разнообразными сообществами микроорганизмов, среди них бактерии, 

грибы, вирусы, а также ахреи. Хотя ассоциированный микробиом растений 

включает представителей разных таксономических групп, в данной работе 

мы сконцентрировались именно на бактериях, поскольку бактерии являются 

более удобной группой для дальнейшей разработки биопрепаратов и 

демонстрируют широкий спектр механизмов стимулирования роста растений 

(Glick, 2012; Tufail et al., 2022; Khan et al., 2023). 

 Бактерии, которые вступают в ассоциированные взаимодействия с 

растением и положительно влияют на его рост и развитие, объединяют в 

группу бактерий, стимулирующих рост растений (БСРР) (Kumari et al., 2023). 

Данные микроорганизмы представляют значительный интерес для 

сельскохозяйственной практики, поскольку способны оказывать как прямое, 

так и опосредованное положительное влияние на растение (Gunjal, Glick, 

2024). Прямые эффекты БСРР реализуются за счёт синтеза или деградации 

фитогормонов, включая ауксины, цитокинины и этилен, а также за счёт 

повышения биодоступности элементов минерального питания, в том числе 
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азота, фосфора, калия и серы (Glick, 2012; Poria et al., 2022; Orozco-Mosqueda, 

Santoyo, Glick, 2023). 

Наряду с этим БСРР также обладают рядом косвенных механизмов, 

обуславливающих их ростостимулирующее действие. Одним из таких 

механизмов является снижение негативного влияния стрессовых факторов. 

Показано, что бактерии способны ослаблять последствия абиотических 

стрессовых факторов, таких как засуха, засоление почв, токсическое 

воздействие тяжёлых металлов и окислительный стресс (Ajmal et al., 2022; 

Safdarian et al., 2020; Joshi et al., 2023; Mahreen et al., 2023; Peng et al., 2023; 

Bouremani et al., 2024). Дополнительно микроорганизмы могут участвовать в 

ремедиации загрязнённых почв за счёт деградации углеводородов (Tara et al., 

2014). Существенное значение имеет и их способность повышать 

устойчивость растений к биотическим стрессам, это достигается как 

посредством синтеза фунгицидных и антибактериальных соединений, так и 

путём индукции системной устойчивости растений (Compant et al., 2005b; 

Jacob et al., 2020; Munif, Putri, Mutaqin, 2020; Ranjan et al., 2023).  

Таким образом, БСРР рассматриваются как перспективная 

альтернатива традиционным агрохимическим подходам, поскольку 

обеспечивает комплексное воздействие, сочетающее стимуляцию роста и 

защиту растений. 

В настоящее время рынок биопрепаратов, основанных на 

микроорганизмах, показывает устойчивый рост в Северной Америке, Европе, 

Азиатско-Тихоокеанском регионе, Латинской Америке, на ближнем Востоке 

и в Африке (Basu et al., 2021). Параллельно расширяется спектр 

коммерческих биопрепаратов, создаваемых на основе различных 

микроорганизмов и их консорциумов, предназначенных для применения на 

сельскохозяйственных культурах различных групп. Среди них широкое 

распространение получили препараты на основе азотофиксирующих 

бактерий, такие как Азотовит («ДельтаБио», Новомосковск, Россия), 

AZOTER («Azoter», Дьёр, Венгрия), Bio Gold Bio Gold («Bio Power Lanka», 



10 

 

Коломбо, Шри-Ланка) и TwinN («Mapleton Agri Biotec», Мэплтон, 

Австралия), а также препараты, содержащие бактерии, обладающие 

способностью к растворению фосфатов и калия, например Фосфатовит 

(«ДельтаБио», Новомосковск, Россия), CataPult («Bio-Tech Organics», 

Вирджиния, Австралия), Symbion van Plus («T Stanes and Company LTD», 

Тамилнад, Индия) и др. (Шайхутдинов и др. 2013; Artyszak, Gozdowski, 2020; 

Basu et al., 2021; Reed, Glick, 2023). 

Особый научный интерес в контексте выделения БСРР представляют 

дикорастущие растения, поскольку в естественных условиях они 

подвергаются постоянному воздействию комплекса биотических и 

абиотических стрессоров. Можно предположить, что микробиом данных 

растений участвует в устойчивости к неблагоприятным факторам 

окружающей среды, способствуя их адаптации, экологической пластичности 

и выживанию. В этом отношении Vitis amurensis Rupr., дикорастущий 

амурский виноград, является особенно ценным объектом исследования. 

Данный вид является аборигенным для Восточной Азии и отличается 

исключительной холодоустойчивостью до -40 °C. При этом V. amurensis 

произрастает в экстремальных экологических условиях: на 

малоплодородных, каменистых почвах склонов и обрывов, где доступность 

питательных веществ существенно ограничена (Wu et al., 2010). Кроме того, 

V. amurensis характеризуется устойчивостью к ряду опасных заболеваний 

винограда, включая мучнистую росу, белую гниль и антракноз (Liu, Li, 2013). 

Совокупность жёстких абиотических и биотических стрессовых факторов, 

создаёт селективное давление, способствующее формированию уникального 

состава ассоциированного микробиома. Предполагается, что 

микроорганизмы, стабильно колонизирующие растение в таких условиях, 

обладают комплексом адаптивных свойств, в частности, способностью к 

ростостимуляции и биоконтролю, что делает V. amurensis перспективным 

источником микроорганизмов, обладающих значимыми 

ростостимулирующими свойствами.  
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Степень разработанности темы. На сегодняшний день довольно 

хорошо изучены таксономическая структура и состав бактериального 

сообщества винограда V. amurensis (Aleynova, Nityagovsky, Kiselev, 2021; 

Aleynova et al., 2022a, 2023a, 2023b), но функциональная характеристика 

бактериальных изолятов в отношении стимуляции роста растений, остаётся 

слабо изученной. Из винограда V. amurensis выделен и охарактеризован 

штамм Bacillus velezensis AMR25, обладающий антагонистической 

активностью в отношении Erwinia billingiae, Alternaria tenuissima, Botrytis 

cynerea, Fusarium avenacea (Ananev et al., 2024). Дополнительно, получены 

данные in silico о потенциальных микроорганизмах-антагонистах 

V. amurensis, которые гипотетически способны сдерживать рост широко-

распространенного патогена винограда Plasmopara viticola (Nityagovsky et al., 

2024). 

В связи с этим исследование эндофитных бактерий амурского 

винограда с использованием комплекса современных подходов, включающих 

молекулярно-генетический анализ, биохимические испытания и 

тестирования на растениях, являются актуальным и перспективным. Данный 

подход позволит не только расширить представления о функциях 

V. amurensis, но и выявить потенциальные штаммы, пригодные для 

разработки биопрепаратов сельскохозяйственного назначения. 

Цель и задачи исследования. Цель работы – изучить эндофитные 

бактерии, ассоциированные с V. amurensis и оценить их 

ростостимулирующий потенциал в качестве основы для разработки 

сельскохозяйственных биопрепаратов. 

Для достижения этой цели были поставлены следующие задачи: 

1. Отобрать изоляты бактерий V. amurensis, проявляющих 

ростостимулирующий потенциал по признакам повышения биодоступности 

калия, фосфора, серы, азота и биосинтеза индолил-3-уксустой кислоты 

(ИУК). 
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2. Оценить способность выделенных изолятов бактерий 

V. amurensis к колонизации модельного растения Arabidopsis thaliana и их 

влияние на его морфометрические показатели. 

3. Изучить влияние инокуляции изолятов бактерий V. amurensis на 

морфометрические показатели сельскохозяйственного растения Oryza sativa. 

4. Определить генетические детерминанты и биологически 

активные соединения выбранных бактериальных изолятов V. amurensis, 

обусловливающих ростостимулирующий эффект растений. 

Научная новизна. Впервые охарактеризована способность 

эндофитных бактерий, выделенных из V. amurensis, произрастающего на 

Дальнем Востоке России, к повышению биодоступности элементов питания 

и синтезу фитогормонов. Впервые из V. amurensis были выделены и 

проанализированы с использованием методов современной генетики и 

биохимии штаммы Gordonia aichiensis P6PL2, Pseudomonas marginalis 

RA62c-B2 и Pantoea agglomerans P7SCH-B5, которые достоверно 

увеличивают рост риса. Впервые установлена способность к синтезу 

цитокининов у бактерии рода Gordonia.  

Теоретическая и практическая значимость работы. Полученные 

результаты могут лечь в основу разработки биопрепаратов, для стимуляции 

роста промышленно важных растений, что в целом будет способствовать 

развитию высокопроизводительного и экологически безопасного сельского и 

лесного хозяйства. Кроме того, материалы диссертационной работы могут 

быть использованы при проведении теоретических и практических занятий в 

вузах на биологических и сельскохозяйственных факультетах. 

Методология и методы диссертационного исследования. В процессе 

исследования использовались как классические, так и инновационные 

методы биотехнологий, биохимии, микробиологии и молекулярной 

биологии. Выделение и секвенирование по Сэнгеру культивируемых 

изолятов бактерий, ассоциированных с Vitis amurensis, были выполнены как 

описано (Aleynova et al., 2022a). Оценка микробиологической активности 



13 

 

изолятов была выполнена с использованием дифференциально-

диагностических сред. Оценка стимулирующего действия на рост растений 

Arabidopsis thaliana и Oryza sativa проводили как описано (Ananev et al., 

2025; Aleynova et al., 2026b). Первичную таксономическую идентификацию 

до рода проводили с помощью секвенирования по Сэнгеру. 

Высокопроизводительное секвенирование метагенома A. thaliana выполняли 

по технологии Illumina. Биоинформатический анализ полученных данных 

проводили как описано ранее (Aleynova et al., 2022a, 2022b; Nityagovsky et 

al., 2024). Выделение ДНК и проведение количественного ПЦР РВ 

проводили согласно методике (Aleynova et al., 2026a). 

Высокопроизводительное секвенирование геномов G. aichiensis P6PL2, P. 

marginalis RA62c-B2 и P. agglomerans P7SCH-B5 проводили по технологиям 

MiSeq Illumina и Oxford Nanopore. Геномный анализ проводился с помощью 

SPAdes (Prjibelski et al., 2020), Unicycler (Wick et al., 2017). Prokka (Seemann, 

2014), RAST (Brettin et al., 2015), mobileOG-db (Brown et al., 2022), tRNAscan-

SE (Lagesen et al., 2007), RNAmmer (Chan et al., 2021), OrthoVenn3 (Sun et al., 

2023) и PGPT-Pred PlaBase (Patz et al., 2021). Для анализа содержания 

вторичных метаболитов была проведена ВЭЖХ с УФ и масс-спектрометрией 

высокого разрешения (Ananev et al., 2025). Статистическая обработка 

полученных данных проводилась с помощью спаренного критерия 

Стьюдента, одностороннего дисперсионного анализа (ANOVA) с 

последующим тестом Тьюки, теста суммы рангов Уилкоксона, теста 

PERMANOVA, коэффициента корреляции Пирсона и алгоритма DESeq2 

(Love, Huber, Anders, 2014). Для всех тестов был выбран уровень значимости 

0.05 как минимальное значение статистической разницы во всех 

экспериментах. Для анализа с помощью DESeq2 значение 

скорректированного p <0.01 считалось статистически значимым. 

Основные положения, выносимые на защиту. 

1. Бактериальное сообщество дикорастущего винограда 

V. amurensis включает бактерии, способные стимулировать рост растений. 
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2. Отдельные эндофитные бактерии V. amurensis способны 

колонизировать растения других видов и изменять состав их бактериома. 

3. Некоторые штаммы выделенные из V. amurensis, оказывают 

ростостимулирующий эффект как на модельное растение A. thaliana, так и на 

сельскохозяйственную культуру O. sativa. 

4. Ростостимулирующий эффект бактериальных штаммов 

винограда G. aichiensis P6PL2, P. marginalis RA62c-B2 и P. agglomerans 

P7SCh-B5 обусловлен молекулярно-генетическими детерминантами, а 

именно наличием генов биосинтеза фитогормонов ‒ ауксинов и 

цитокининов, а также мобилизации P, K и метаболизма N.  

Степень достоверности результатов. Достоверность полученных 

результатов обеспечена применением апробированных методик, их 

взаимодополнением, статистической обработкой данных и 

воспроизводимостью экспериментов. Все результаты соответствуют записям 

в рабочих журналах и исследовательским протоколам. Результаты, 

положения и выводы подкреплены экспериментальными данными, 

представленными в виде рисунков и таблиц. 

Апробация работы. Результаты работы представлены на 

Всероссийской научной молодёжной конференции «Геномика и 

биотехнология микроорганизмов», 19–23 сентября 2022 г., г. Владивосток; VI 

Всероссийской научной конференции с международным участием 

«Устойчивость растений и микроорганизмов к неблагоприятным факторам 

среды», 3–7 июля 2023 г., г. Иркутск и пос. Большое Голоустное; 

Всероссийской научной школе-конференции молодых учёных и студентов 

«Генетические технологии в исследованиях природных соединений», 3–7 

октября 2023 г., г. Владивосток; 15-ой Международной школе молодых 

учёных «Системная биология и биоинформатика», 25–30 ноября 2024 г., г. 

Новосибирск. 

Личный вклад автора. Личный вклад автора охватывает все этапы 

выполнения диссертационного исследования и включает сбор материала, 
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планирование экспериментов, обработку и анализ данных, обсуждение и 

интерпретацию результатов, подготовку научных публикаций и 

представление результатов на конференциях. Рукопись диссертации была 

написана автором самостоятельно.  

Публикации. Материалы диссертации изложены в 10 публикациях, из 

них 3 статьи в журналах из перечня ВАК. 

Структура и объем работы. Диссертация состоит из введения, 4 глав 

(Обзор литературы, Материалы и методы, Результаты и Обсуждение 

результатов), заключения, выводов и списка литературы. Работа изложена на 

144 страницах, иллюстрирована 32 рисунками и содержит 13 таблиц. Список 

литературы насчитывает 311 иностранных наименований и одно 

отечественное. 
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ГЛАВА 1. ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ 

1.1 Классификация микроорганизмов, ассоциированных с растением 

Современные представления о растительно-микробных 

взаимодействиях рассматривают растение как сложную биологическую 

систему, которая функционирует в тесной взаимосвязи с ассоциированными 

микроорганизмами. Совокупность микроорганизмов, обитающих на 

поверхности и внутри тканей растений, формирует фитобиом, включающий 

бактерии, грибы, археи и вирусы (Snoeijenbos et al., 2019; Anal et al., 2020; 

Singh et al., 2020). Представители фитобиома образуют с растением-хозяином 

разнообразные по характеру и степени интеграции ассоциации, оказывая 

влияние на рост, развитие и адаптивные возможности растения (Singh et al., 

2020). В структуре растительного микробиома обычно выделяют две 

основные ниши: эписферу и эндосферу (Dastogeer et al., 2020; Compant et al., 

2021). 

Эписфера представляет собой внешнюю поверхность растений, 

населённую микроорганизмами. Эписферу можно разделить на ризосферу, 

которая представляет собой границу раздела корня и почвы, где 

микроорганизмы прикрепляются к поверхности корней (Bakker et al., 2013; 

Luo, He, Chen, 2024) и филосферу, представляющую собой поверхность 

надземных органов растений, прежде всего листьев и стеблей (De Mandal, 

Jeon, 2023). Микроорганизмы ризосферы выполняют ряд важных 

экологических и физиологических функций, таких как фиксация азота, 

растворение труднорастворимых соединений фосфора, синтез фитогормонов 

и сидеофоров, а также подавление почвенных фитопатогенов (Gómez 

Expósito et al., 2017; Saeed et al., 2021; Pantigoso, Newberger, Vivanco, 2022). 

Микроорганизмы филосферы чаще всего рассматриваются в качестве агентов 

биологического контроля, способных подавлять развитие различных 

фитопатогенов (Ma et al., 2013; De Mandal, Jeon, 2023; Zhang et al., 2023). 
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Эндосфера ‒ это внутренняя часть тканей растений, включая клетки и 

межклеточное пространство, населённое микроорганизмами, в том числе 

патогенными (Compant et al., 2021; Goodwin, 2022). Эндофиты ‒ это 

микроорганизмы, которые обитают в тканях живых растений, не оказывая 

негативного влияния на рост и развитие растений. Обычно к эндофитам 

относятся грибы и бактерии, реже ‒ водоросли и вирусы (Nair, Padmavathy, 

2014; Kuźniar et al., 2025). Стоит отметить, что термин «эндофитизм» 

акцентирует внимание на месте обитания микроорганизма, а не на характере 

взаимодействия или выполняемых им функциях (Sena et al., 2024). 

Внутренние ткани растения, включая корни, листья, стебли, семена и другие 

части растений обеспечивают эндофитам стабильные условия с точки зрения 

влажности, рН, доступности питательных веществ и отсутствия конкуренции 

со стороны большого числа микроорганизмов (Tripathi et al., 2022). Функции 

эндофитов могут быть разнообразными и зависят от конкретного вида и 

условий взаимодействия. Некоторые эндофитные микроорганизмы 

проявляют условно-патогенный характер: в симбиотических отношениях с 

подходящим хозяином в благоприятных условиях они функционируют как 

мутуалисты или симбионты, способствуя росту и стрессоустойчивости 

растения. Однако при смене хозяина, ослаблении иммунитета растения или в 

неблагоприятных экологических условиях (например, засуха, загрязнение, 

температурный стресс) эти же микроорганизмы могут переключаться на 

патогенный или сапротрофный режим жизнедеятельности, используя 

растительные ткани в качестве источника питательных веществ (Jha et al., 

2023; Sena et al., 2024). 

С таксономической точки зрения эндофитные бактерии представлены 

16 филумами, включающих свыше 200 родов (Golinska et al., 2015). Однако 

большая часть относится к 3 филумам: Firmicutes, Actinobacteria и 

Proteobacteria. Таксономический состав бактериального сообщества 

эндосферы имеет более чем в два раза меньшую относительную численность 
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представителей филумов: Bacteroidetes, Acidobacteria, Planctomycetes, 

Chloroflexi и Verrucomicrobia, чем в эписфере (Zarraonaindia et al., 2015; 

Coleman-Derr et al., 2016; Souza de et al., 2016; Fonseca-García et al., 2016; 

Hamonts et al., 2018).  

Экологически бактериальные эндофиты разделяют на облигатные и 

факультативные. Эндофиты, зависящие от метаболитов растений, 

передаются с помощью вертикального переноса и определяются, как 

облигатные. Факультативные эндофиты представляют собой свободно 

живущие бактерии, которые на определённой стадии своего жизненного 

цикла населяют растения (Eid et al., 2021). Помимо этого, в зависимости от 

специфичности по отношению к хозяину, выделяют 

узкоспециализированные эндофиты, населяющие конкретный род или вид 

растения и неспецифичные, населяющие разные рода растений (Hardoim et 

al., 2015). 

1.2 Особенности колонизации растений эндофитными 

микроорганизмами 

Эндофитные и патогенные бактерии обладают сходным набором для 

функциональных возможностей, необходимых для колонизации растения. К 

ним относятся способность выживать в ризосфере, подвижность для 

активного перемещения к растению, механизмы, обеспечивающие 

проникновение внутрь тканей растения и последующее распространение по 

растению, а также механизмы подавления или обхода защитных реакций 

растения. Степень успешной колонизации зависит от ряда факторов: 

особенностей растительных тканей, генотипа растения, видовой 

принадлежности микроорганизма, а также комплекса биотических и 

абиотических условий окружающей среды (Kandel, Joubert, Doty, 2017; Liu et 

al., 2017; He et al., 2022). 

Наиболее распространённым очагом колонизации является почва, 

поскольку она обладает огромным разнообразием микроорганизмов, богата 
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питательными элементами и влагой, необходимых для поддержания 

жизнеспособности бактерий, а также обеспечивает физический контакт с 

корневой системой растения (Bulgarelli et al., 2012; Hardoim et al., 2015; 

Ahmad et al., 2025). Растения выделяют корневые экссудаты, включают 

органические кислоты, эфиры, аминокислоты, пептиды и углеводы 

участвующие в хемотаксическом привлечении бактериальных эндофитов 

(Ray et al., 2019; Sorty et al., 2025). Было показано, что оксалаты участвуют в 

привлечении бактериального штамма Burkholderia phytofirmans PsJN (Kost et 

al., 2014). В исследовании использовался мутантный штамм PsJN, не 

способный к разложению оксалатов, через 3 дня после инокуляции люпина и 

кукурузы численность мутантного штамма была значительно ниже бактерий 

дикого типа. Помимо этого, было показано, что добавление лимонной 

кислоты и глицина усиливает колонизацию Bacillus velezensis LG14-3 корней 

банана (Yang et al., 2015). В другом исследовании учёные обнаружили, что 

соединения бетоницин, глицин-бетаин, тригонеллин, холин и стахидрин 

усиливают хемотаксис Sinorhizobium meliloti MV II-1 к семенам люцерны. 

При этом холин демонстрировал способность повышать хемотаксис даже при 

низких концентрациях (Webb et al., 2017).  

Считается, что первым этапом процесса колонизации является адгезия 

бактерий к поверхности корня (Kandel, Joubert, Doty, 2017). В данном 

процессе участвуют несколько бактериальных структур, включая фимбрии, 

жгутики, а также метаболиты, такие как экзополисахариды (ЭПС) и 

липополисахариды (ЛПС) (Eid et al., 2021). Было показано, что структуры и 

вещества, участвующие в адгезии, являются видоспецифичными для 

бактерий. Так мутантный штамм Gluconacetobacter diazotrophicus Pal5, не 

способный к синтезу ЭПС, имел низкий уровень адгезии с рисом (Silva et al., 

2020). В то же время, исследования на мутантном по ЭПС штамме ‒ 

Herbaspirillum seropedicae SmR1, продемонстрировали, что данному виду не 

требуется ЭПС для колонизации риса (Balsanelli et al., 2014), а необходим 

ЛПС для колонизации растений (Balsanelli et al., 2010). 
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Следующим этапом колонизации является проникновение бактерии в 

эндосферу через кончик корня, повреждённый участок корня, либо путём 

активного проникновения с использованием ферментов, разрушающих 

клеточную стенку, таких как целлюлаза, эндоглюканаза и пектиназа 

(Reinhold-Hurek et al., 2006; Santoyo et al., 2016). После проникновения 

большая часть эндофитов колонизирует межклеточное пространство 

растений, включая листья, корни, стебли, цветки и семена (Compant et al., 

2005a; Mitter et al., 2017; Kuźniar et al., 2020). 

Другим потенциальным источником эндофитов является филлосфера. 

Однако ультрафиолетовое излучение, дефицит питательных веществ и влаги, 

а также резкие перепады температур значительно снижают эффективность 

колонизации через надземные органы растений (Spence, Bais, 2013; Muneer et 

al., 2024). Только адаптированные бактерии способны проникать внутрь 

растения, используя устьица, гидатоды или механические повреждения 

эпидермиса (Compant, Clément, Sessitsch, 2010). Например, штамм 

Methylobacterium extorquens DSM13060 способен колонизировать верхушки 

побегов Pinus sylvestris L. (Koskimäki et al., 2015). Другой пример, штамм 

Streptomyces mutabilis IA1, обладающий антагонистической активностью 

против Fusarium culmorum, колонизировал зерновку мягкой пшеницы T. 

aestivum, проникая через околоплодник до эндокарпа (Toumatia et al., 2016). 

1.3 Эндофитные бактерии, стимулирующие рост растений 

С точки зрения сельскохозяйственной биотехнологии, наибольший 

интерес представляют эндофитные бактерии, стимулирующие рост растений 

(ЭБСРР). Они способны стимулировать рост растений за счёт повышения 

биодоступности основных питательных элементов ‒ азот, калий, фосфор (N, 

K, P), продукции фитогормонов, а также снижая воздействие абиотических и 

биотических стрессовых факторов, таких как засуха, солевой стресс и 

воздействие патогенных организмов (Santoyo et al., 2016; Morales-Cedeño et 

al., 2021). Бактериальные эндофиты обладают преимуществом над 

эпифитными микроорганизмами, так как формируют более устойчивую связь 
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с растением-хозяином и поддерживают постоянный контакт с клетками, 

васкулярной системой и метаболитами, что позволяет эффективнее влиять на 

рост растения (Morales-Cedeño et al., 2021; Li et al., 2024). 

Прямые доказательства активности эндофитных бактерий, в 

стимуляции роста растений были получены на клевере и картофеле в 

севообороте, обработка эндофитными бактериями приводила к увеличению 

побегов на 63 %, масса побегов на 66 % и масса корней на 55 % (Sturz, 

Christie, Matheson, 1998). Эндофитные бактерии выделенные из Haloxylon 

ammodendron и Halostachys caspica повышали всхожесть, увеличивали 

биоммасу, синтез хлорофила пшеницы, смягчали воздействие солевого 

стресса Triticum aestivum (He et al., 2026). 

1.4 Прямые механизмы стимулирования роста растений 

микроорганизмами 

Эндофитные бактерии, стимулирующие рост растений, способны 

оказывать положительное влияние на рост и развитие растения-хозяина за 

счёт прямых механизмов воздействия, способствуя улучшению 

минерального питания, а также синтезируя фитогормоны и другие 

биологически активные вещества (БАВ), что стимулирует рост растения, как 

в нормальных условиях, так и при воздействии стрессовых факторов (Ma et 

al., 2016). 

1.4.1 Повышение доступности минерального питания 

Одним из наиболее изученным механизмом стимулирования роста 

растений является повышение биодоступности элементов минерального 

питания, такими как N, P, K и железо (Fe). Во многих сельскохозяйственных 

почвах наблюдается недостаток одного или нескольких питательных 

элементов, что приводит к снижению темпов роста и развития растения 

(Glick, 2012). 

ЭБСРР способны повышать доступность N для растения-хозяина за 

счёт активности фермента нитрогеназы (Puri, Padda, Chanway, 2017). 
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Нитрогеназа кодируется nif генами, которые обычно организованы в кластер 

размером около от 20-24 кб. и включают несколько оперонов, кодирующих 

белки, участвующие в формировании железо-молибденового кофактора, 

переносе электронов и регуляции экспрессии генов, необходимых для 

синтеза и функционирования данного фермента (Debbarma et al., 2023). 

К числу наиболее изученных азотофиксирующих ЭБСР относятся 

представители родов Acetobacter, Azospillum, Burkholderia, Gluconacetobacter, 

Herbaspilillum и Klebsiella (Chaudhary et al., 2022). Например, Acetobacter sp. 

и Azoarcus sp., выделенные из Saccharum officinarum и Leptochloa fusca 

соответственно, способны фиксировать атмосферный N в количестве до 150 

кг  на 1 га в год, что свидетельствует о значительном вкладе эндофитных 

азотофиксирующих бактерий в азотное питание растений (Gupta et al., 2012).  

Показано, что азотофиксирующие ЭБСРР могут быть более 

эффективными в обеспечении растений N по сравнению с ризосферными 

микроорганизмами (Gupta, Panwar, Jha, 2013; Hurek, Reinhold-Hurek, 2003). 

Это связано с тем, что при успешной колонизации растений эндофиты 

отказываются внутри тканей растения, где парциальное давление кислорода 

ниже, чем во внешней среде, что создаёт более благоприятные условия для 

функционирования кислород-чувствительного фермента нитрогеназы 

(Cocking, 2003). Однако ЭБСРР менее эффективны в фиксации N, чем 

представители рода Rhizobium ассоциированных с корневыми клубеньками 

(Afzal et al., 2019). 

Фосфор ‒ ещё один из важных элементов минерального питания 

растений, играющий ключевую роль в ферментативных реакциях и ряде 

физиологических процессах (Ahemad, 2015). Несмотря на то, что P может 

присутствовать в почве в значительных количествах, большая его часть 

находится в нерастворимых соединениях и, следовательно, недоступна для 

растений. Кроме того, около 75 % вносимого P в качестве удобрений, 

связывается с почвенными компонентами и становится недоступным для 

растений (Duarte et al., 2022).  
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Солюбилизация фосфатов является важным механизмом, 

обеспечивающим превращение нерастворимых форм P в доступные для 

растений соединения, например, ортофосфат. Растениям требуется 

значительное количество P (около 30 мкмоль/л) для повышения 

продуктивности, но доступное им количество ограничено, что делает этот 

питательный элемент лимитирующим фактором в почве (Chaudhary et al., 

2022).  

Эндофиты способны растворять нерастворимые фосфаты или 

высвобождать органические фосфаты посредством образования кислот, 

таких как яблочная, глюконовая, лимонная кислоты и др. (Chaudhary et al., 

2022). Кроме того, они могут повышать биодоступность органических 

фосфатов благодаря выделению кислых фосфатаз, участвующих в 

минерализации органических соединений P (Khourchi et al., 2022). Показано, 

что около 59-90 % эндофитных микроорганизмов, выделенных из растений 

кактусов, клубники, подсолнечника и сои, обладают способностью к 

солюбилизации фосфатов (Forchetti et al., 2007; Puente, Li, Bashan, 2009; Mei 

et al., 2021; Moura de et al., 2022; Silvestrini et al., 2023). К бактериям, которые 

мобилизируют P посредством минерализации и солюбилизации, относятся 

представители родов Pseudomonas, Bacillus, Azotobacter, Paenibacillus, 

Thiobacillus и Serratia (Jahan et al., 2013; Kang et al., 2014). Среди эндофитных 

грибов встречаются представители родов Curvularia, Piriformospora, 

Penicillium, Aspergillus и Trichoderma (Chaudhary et al., 2022). Штаммы 

Pseudomonas fluorescens выделенные из многолетнего травянистого растения 

из семейства Злаковых ‒Miscanthus giganteus, показали значительную 

вариативность в способности к растворению фосфатов, при этом 

максимальное растворение составило около 1312 мг/л. Кроме того, 

инокуляция растений гороха данными штаммами приводила к увеличению 

массы побегов и корней по сравнению с контрольными растениями (Otieno et 

al., 2015).  
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Дефицит K может приводить к снижению интенсивности дыхания 

корней и листьев, уменьшению фотосинтетической активности и замедлению 

роста корневой системы (Yang et al., 2021). Повышение биодоступности K 

микроорганизмами происходит по механизмам, сходным с мобилизацией P и 

с синтезом органических кислот (Zhao et al., 2024). Например, при 

культивировании Priestia aryabhattay SK1-7 с нерастворимыми источниками 

K, наблюдалось усиление выделения органических кислот, что 

способствовало растворению калий-содержащих минералов (Chen et al., 

2022). 

Железо входит в состав многих железосодержащих белков, 

контролирующих важные физиологический процессы, такие как 

транспирация и дыхание (Ma et al., 2016). В почве Fe чаще всего 

присутствует в форме труднорастворимого трёхвалентного железа (Fe
3+

), 

образующего карбонаты, гидроксиды, оксиды и фосфаты, что значительно 

ограничивает его доступность для растений (Rajkumar et al., 2010). 

Эндофитные бактерии способны повышать доступность Fe за счёт синтеза 

сидерофоров, низкомолекулярных хелатирующих соединений, обладающих 

высокой аффинностью к ионам Fe
3+ 

(Ma et al., 2016). Сидерофоры связывают 

нерастворимые формы Fe и переводят их в доступные комплексы, которые 

могут усваиваться растениями посредством хелатной деградации (Rajkumar, 

Ae, Freitas, 2009).  

Показано, что продукция сидерофоров ЭБСРР положительно 

коррелирует с показателями роста растений. Так было установлено, что 

синтез бактериальных сидерофоров приводил к увеличению роста побегов и 

корней кукурузы и томата (Marques et al., 2010; Radzki et al., 2013). Помимо 

улучшения железного питания растений, сидерофоры могут подавлять 

различные фитопатогенные микроорганизмы. Это связано с тем, что 

микроорганизмы, продуцирующие сидерофоры, активно связывают 

доступное железо, ограничивая его использование патогенами (Ahmad, 

Ahmad, Khan, 2008). 
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1.4.2 Синтез и регуляция фитогормонов, стимулирующих рост растений 

Растительные гормоны играют ключевую роль в росте и развитии 

растений, регулируя морфологические и физиологические процессы, а также 

обеспечивая адаптацию растений к изменениям условий окружающей среды. 

Фитогормоны воздействуют на растения посредством регуляции экспрессии 

генов, что приводит к изменению метаболических и морфогенетических 

процессов (Sreekanth et al., 2026; Thilakarathne, Liu, Zou, 2025). 

Известно, что многие ЭБСРР, так же могут синтезировать или 

разлагать некоторые из фитогормонов, включая цитокинины, гиббереллины, 

салициловую кислоту, ауксины и этилен (Fadiji, Babalola, 2020; Baron, 

Rigobelo, 2021; Orozco-Mosqueda, Santoyo, Glick, 2023). Помимо этого, 

микроорганизмы способны синтезировать ряд различных биологически 

активных соединений, способных непосредственно стимулировать рост 

растений (Glick, 2012).  

Индолилуксусная кислота (ИУК), является основным растительным 

ауксином, участвующим во многих физиологических процессах растений 

(Gao, Zhuang, Zhang, 2024). ИУК влияет на деление, рост и дифференциацию 

клеток, стимулирует прорастание семян и клубней, ускоряет развитие 

ксилемы и корней, контролирует процессы вегетативного роста (Saidi, 

Hajibarat, 2021; Bibi et al., 2025). Кроме того, ИУК инициирует образование 

боковых и придаточных корней, участвует в реакциях растений на свет и 

гравитацию, влияет на процессы цветения, фотосинтеза, образование 

пигментов и биосинтез различных метаболитов, а также повышает 

устойчивость растений к стрессовым факторам (Wang et al., 2022; Yun et al., 

2023).  

Реакция растений на ИУК может значительно варьироваться в 

зависимости от вида растения, типа ткани и стадии развития. Так, 

чувствительность к ауксину различается между корнями и побегами, 

оптимальный уровень ИУК для корней примерно в 5 раз ниже, чем роста для 

побегов (Glick, 2012). 
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Синтез ИУК микроорганизмами хорошо изучен и встречается у многих 

родов ЭБСРР: Acetobacter, Acinetobacter, Azospirillum, Arthrobacter, 

Azotobacter, Bacillus, Bradyrhizobium, Burkholderia, Herbaspirillum, Klebsiella, 

Mesorhizobium, Paenibacillus, Pantoea, Pseudomonas, Rhizobium, Rhodococcus, 

Serratia, Strenotophomonas, Streptomyces и Rouxiella (Morales-Cedeño et al., 

2021; Keswani et al., 2022).  

На сегодняшний день идентифицировано шесть основных путей 

биосинтеза ИУК у бактерий. К ним относят пути индол-3-ацетамида (IAM), 

индол-3-ацетонитрила (IAN), индол-3-пирувата (IPyA), триптамина (TAM), 

окисления боковой цепи триптофана (TSO) и индол-3-ацетоальдегидный 

(IAAld) путь (McClerklin et al., 2018).  

Производство ИУК эндофитными микроорганизмами приводит к 

увеличению биомассы и площади корней растений, а также к увеличению 

образования боковых корней (Glick, 2012; Güler, 2026). Было показано, что 

культуральная жидкость после выращивания ИУК-синтезирующих бактерий, 

выделенных из многолетнего травянистого растения семейства Орхидные ‒ 

Paphiopedilum appletonianum, стимулировала образование боковых корней у 

фасоли обыкновенной Phaseolus vulgaris (Tsavkelova et al., 2007). Кроме того, 

эксперименты с мутантным штаммом Pseudomonas putida GR12-2, имеющий 

дефекты в синтезе ИУК, показали, что данный штамм не способен 

стимулировать развитие корневой системы растений. В то же время, мутант 

P. putida GR12-2 со сверхпродукцией ИУК, вызывал формирование более 

коротких корней у азиатской фасоли Vigna radiata (Tsavkelova et al., 2007). 

Эти результаты указывают на то, что умеренные концентрации ИУК, 

продуцируемой микроорганизмами, могут способствовать росту корней, а 

более высокие концентрации ИУК могут напротив вызывать замедление 

роста корней. 

При этом регуляция уровня ИУК микроорганизмами осуществляется не 

только за счёт синтеза фитогормонов, но и посредством их модификации и 

деградации. Показано, что штамм P. putida 1290, способный как к деградации 
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ИУК, так и к её синтезу в присутствии триптофана, устранял негативный 

эффект высокой концентрации экзогенной ИУК (Leveau, Lindow, 2005). В 

отличие от штаммов с высокой продукцией ауксинов, использование P. 

putida 1290 в присутствии триптофана не оказало негативного влияния на 

развитие корневой системы (Leveau, Lindow, 2005). 

Таким образом, ростостимулирующий эффект ИУК во многом 

определяется её концентрацией и способностью микроорганизмов 

поддерживать оптимальный гормональный баланс в тканях растений. При 

этом уровень ИУК в самом растении играет важную роль, бактериальный 

ИУК, как правило, стимулирует рост растений с низким уровнем 

эндогенного ауксина, тогда как при его избытке может оказывать 

ингибирующее действие (Glick, 2012). 

Цитокинины (ЦК) ‒ фитогормоны, участвующие в индукции и 

регуляции деления клеток, прорастания семян, апикального доминирования, 

удлинения корней, дифференциации ксилемы и хлоропластов, перехода к 

репродуктивной фазе развития, формирования цветков и плодов, старения 

листьев, а также в сигнальных процессах, связанных с питанием растений и 

их взаимодействии с патогенами (Orozco-Mosqueda, Santoyo, Glick, 2023). 

Способность к синтезу цитокининов представлена в меньшем числе родов по 

сравнению с ауксинами и включает рода Azospirillum, Bacillus, Brevibacillus, 

Microbacterium, Methylobacterium, Pseudomonas, Sphingomonas и 

Stenotrophomonas (Siddiqui et al., 2014; Park et al., 2017; Gamit, Amaresan, 

2023; Khan et al., 2025). 

Показано, что некоторые бактерии, продуценты ЦК способны 

стимулировать рост растений и повышать устойчивость к абиотическим 

стрессам растений хозяев (Chieb, Gachomo, 2023). Так инокуляция 

цитокинин-продуцирующих бактерий Bacillus subtilis IB-22 увеличила 

содержание ЦК в салате и улучшила рост растений в условиях засухи 

(Arkhipova et al., 2005). Другая продуцирующая ЦК бактерия, Azospirillum 

brasilense RA17, увеличила рост и урожайность пшеницы, скорость 
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фотосинтеза, содержание хлорофилла и активность антиоксидантных 

ферментов (Zaheer et al., 2022). Так же сообщалось, что ЦК синтезирующая 

бактерия Pseudomonas fluorescens G20-18 способны контролировать рост 

патогенных бактерий Pseudomonas sryingae за счёт регуляции уровня 

абсцисовой кислоты (АБК) и повышения содержания хлорофилла 

(Großkinsky et al., 2016). 

Этилен (ЭТ) газообразный фитогормон, проявляющий разнообразную 

биологическую активность в широком диапазоне концентраций. Высокие 

уровни этилена характерны для созревающих плодов, тогда как низкие 

ассоциированы с прорастанием семян, дифференцировкой тканей, 

формированием корней и побегов, развитием боковых почек, ростом 

пыльцевых трубок, цветением, увяданием листьев, устойчивостью к 

абиотическим и биотическим стрессовым факторам (Vanderstraeten et al., 

2019; Althiab-Almasaud et al., 2021). 

Биосинтез этилена начинается с S-аденозилметионина (SAM), 

превращаемого АЦПК-синтетазой в 1-аминоциклопропан-1-карбоновую 

кислоту (АЦПК), а затем АЦПК-оксидазой в этилен. Эндогенный и 

экзогенный ИУК участвует в регулировании биосинтеза этилена в растении 

поскольку повышенный уровень ИУК увеличивает экспрессию растительных 

генов биосинтеза этилена. Тем самым повышая концентрацию этилена и, 

следовательно, к ингибированию роста растений (Glick, Penrose, Li, 1998; 

Cheng, Park, Glick, 2007; Poupin et al., 2016). Некоторые ЭБСРР содержат 

АЦПК-демитилазу, расщепляющую АЦПК на α-кетобутират и аммиак. Тем 

самым снижая уровень АЦПК в растении и снижая ингибирование роста 

растений этиленом (Orozco-Mosqueda, Santoyo, Glick, 2023).  

Было показано, что многие АЦКП-деградирующие бактерии повышают 

устойчивость растений к абиотическим стрессовым факторам. Так 

инокуляция Oryza sativa L. бактериями Paenibacillus sp. ANR-ACC3 и 

Methylophaga sp. AR-ACC3 привела к повышению жизнеспособности 

проростков риса, увеличению длины корней и колеоптиля, нормализации 
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уровня общего хлорофилла в условиях затопления (Bal, Adhya, 2021). В 

нормальных условиях инокуляция Burkholderia sp. 12F увеличила 

образование клубеньков и рост у нута Cicer arietinum L. (Alemneh et al., 

2021). Помимо этого, АЦПК может выступать в качестве хемоаттрактанта, 

что было показано на опытах с Pseudomonas sp. UW4, который 

сверхэкспрессировал ген, кодирующий АЦПК-демитилазу, что в свою 

очередь способствовало колонизации UW4 мягкой пшеницы Triticum 

aestivum L. (Gao et al., 2020).  

Гиббереллины (ГА) представляют собой большое семейство веществ, 

включающее около 126 соединений. Однако только четыре соединения 

проявляют свойства фитогормонов ГА1, ГА3, ГА4 и ГА7 (Yamaguchi, 2008). 

Гиббереллины участвуют в созревании плодов, преодолении стадии покоя 

семян, стимулируют рост стеблей, при низких концентрациях способствуют 

росту корневой системы (Tanimoto, 2012; Gupta, Chakrabarty, 2013; Lee et al., 

2015). ЭБСРР продуцируют ГА посредством ГА оперона, включающего гены 

cyp112, cyp114, cyp117 (цитохром P450-монооксигеназы), fd (ферредоксин), 

sdr (дегидрогеназа), ggps (геранилгеранилдифосфатсинтаза), cps/ks 

(дитерпеновые синтетазы) (Nett et al., 2020). Показано, что в сое Glycine max 

L. эндофитные бактерии Bradyrhizobium diazoefficiens синтезируют ГА3, что 

приводит к увеличению размера клубеньков, в то время как инокуляция 

мутантной формы B. diazoefficiens по ГА-оперона приводила к 

формированию мелких клубеньков (Nett et al., 2020). 

Стоит отметить, что в настоящее время сложно точно разделить 

количество и состав фитогормонов в растении, синтезируемых ЭБСРР и 

естественное накопление фитогормонов в целевых тканях растения. Помимо 

синтеза фитогормонов, важную роль играет способность микроорганизмов 

регулировать их уровень за счёт процессов трансформации или разложения, 

что позволяет поддерживать оптимальный гормональный баланс, 

необходимый для нормального роста растений (Orozco-Mosqueda, Santoyo, 

Glick, 2023). Поэтому при выборе микроорганизма, продуцирующего 
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фитогормоны, необходимо провести широкий спектр экспериментов для 

изучения его влияния на конкретное растение.  

 

1.5 Косвенные механизмы стимулирования роста растений 

микроорганизмами. 

1.5.1 Устойчивость растений к абиотическим стрессовым факторам, 

опосредованная эндофитными бактериями 

Эндофитные бактерии способствуют росту и развитию растений в 

неблагоприятных условиях используя два ключевых механизма, активация 

реакции растения-хозяина, направленное на снижение последствий 

стрессового воздействия и синтез соединений, повышающих 

стрессоустойчивость (Kumar et al., 2025). 

Модуляция и синтез фитогормонов стресса таких как АБК, жасмоновая 

кислота (ЖК) и салициловая кислота (СК) являются одним из ключевых 

способов ЭБСРР снижать воздействие абиотических стрессовых факторов 

(Sharma et al., 2025). Было показано, что штамм Bacillus safensis TS3, 

синтезирующий АБК, способствовал формированию боковых корней у 

пшеницы T. aestivum в условии солевого стресса (Chebotar et al., 2024). 

Другим примером является штамм Azospirillum brasilense Sp245, 

увеличивший устойчивость A. thaliana за счёт повышения уровня АБК 

(Cohen et al., 2015). Помимо этого, инокуляция женьшеня Panax notoginseng 

(Burk.) F. H. Chen эндофитной бактерией Enterobacter cloacae PN7 снижала 

окислительный стресс и увеличивала экспрессию растительных генов, 

ответственных за синтез ЖК и АБК, а также активировала биосинтез 

сапонинов (Lin et al., 2024a). 

Синтез ЭБСРР органических осмолитов, таких как трегалоза, пролин, 

глицин и бетаин, обеспечивает адаптивный ответ растения на засуху и 

солевой стресс (Kumar et al., 2025; Sen et al., 2026). Показано, что в геноме 

Bacillus safensis Ni7, повышающем засухоустойчивость стручкового перца 
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Capsicum annuum L., были обнаружены гены синтеза treRAP (трегалозы), 

proA_1, proA_2 (пролина) и betI (бетаина) (Juby et al., 2024). 

ЭБСРР так же участвуют в ослаблении окислительного стресса за счёт 

выработки или модуляции синтеза защитных ферментов. Например, 

одиночная и совместная инокуляция томата Solanum lycopersicum бактериями 

Staphylococcus epidermidis CK9 и B. australimaris CK11 увеличивала синтез 

антиоксидантных ферментов пероксидазы (ПОД) и каталазы (КАТ), чем 

обеспечивала адаптивный ответ томата к температурному и солевому стрессу 

(Jan et al., 2025). Инокуляция O. sativa бактериями Enterobacter cancerogenus 

JY65 увеличила устойчивость риса к солевому стрессу за счёт активации 

экспрессии генов, связанных с солевым гомеостазом и активностью ПОД, 

КАТ, супероксид-дисмутазы (СОД) и аскорбатпероксидазы (АПХ) (Peng et 

al., 2024). 

1.5.2 Устойчивость растений к биотическим стрессовым факторам, 

опосредованная эндофитными бактериями 

Известно, что ЭБСРР способны повышать устойчивость растения-

хозяина к различным патогенам, за счёт синтеза биоцидных соединений, 

литических ферментов и индукции системной устойчивости растений 

(Kashyap et al., 2023).  

Эндофитные бактерии вырабатывают множество вторичных 

метаболитов с фунгицидной и антибактериальной активностью, 

подавляющие патогенные микроорганизмы. К таким метаболитам относятся 

алкалоиды, антибиотики, фенольные соединения, пептиды, летучие 

органические соединения (ЛОС) и др. (Kashyap et al., 2023; Sen et al., 2026). 

Наиболее изученными родами эндофитных бактерий обладающими 

свойствами биологического контроля являются род Bacillus, синтезирующий 

липопептиды, иттурицин и сурфакцин (Hernández-Amador, Montesdeoca-

Flores, Luis-Jorge, 2026) и Pseudomonas, синтезирующий 2,4-

диацетилфлороглюцин, пирролнитрин и феназин (Aamir et al., 2020). Было 
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показано, что представители рода Pseudomonas, синтезирующие феназины, 

подавляют такие патогены растений как Fusarium oxysporum, Pythium ultimum 

и Rhizoctonia solani, за счёт генерации активных форм кислорода, нарушения 

электронно-транспортной цепи и повышая проницаемость мембран (Biessy, 

Filion, 2018; Upadhyay, Srivastava, 2011; Wang et al., 2021). 

Литические ферменты, такие как хитиназы, протеазы и глюканазы, 

разрушают клеточные стенки патогенов, эффективно подавляя их рост 

(Lastochkina et al., 2019; Kowalska, Krzymińska, Tyburski, 2022; Rakhalaru et 

al., 2025). Так несколько штаммов Bacillus, включая B. megaterium MB3, B. 

subtilis MB14, B. subtilis MB99 и B. amyloliquefaciens MB101, синтезирующие 

хитиназы, β-1,3-глюканазы и протеазы, разрушали клеточную стенку R. 

solani и эффективно подавляли его рост (Solanki et al., 2012). Другое 

исследование показало, что бактерии P. fluorescens AAULE41, 

синтезирующие несколько типов гидролитических ферментов, включающих 

паротеазы, целюлазы, хитиназы и липазы, подавляли рост патогена ‒ 

оомицета Phytophthora capsica, вызывающий фитофтороз и плодовую гниль 

важных сельскохозяйственных культур (Admassie, Woldehawariat, Alemu, 

2022). 

Ключевыми системными механизмами защиты растений от патогенных 

микроорганизмов, являются индуцированная системная устойчивость (ИСУ, 

induced systemic resistance, ISR) и системная приобретённая устойчивость 

(СПУ, systemic acquired resistance, SAR). ИСУ активируется ЭБСРР через 

сигнальные пути ЭТ и ЖК, в то время как СПУ патогенами активируется по 

пути СК. Данные механизмы обеспечивают длительную защиту от широкого 

спектра разнообразных патогенов. Так СПУ контролирует устойчивость к 

биотрофным и гемибиотрофным патогенам, а ИСУ к некротрофам (Sen et al., 

2026). 

В ходе запуска ИСУ эндофитными бактериями, наблюдается 

повышенная устойчивость растений к патогенам по сравнению с 
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неинокулированными бактериями, за счёт активного отложения каллозы, 

активации генов PR-белков, синтеза АФК и фитоалексинов (Abbas et al., 

2024). Например, инокуляция изолятом REB01 индуцировала устойчивость 

риса к фитофторозу, вызываемому R. solani, за счёт увеличения активности 

PR-белков и снижения содержания малонового диальдегида (Mao, Gong, 

Guan, 2019). Так же инокуляция B. velezensis L-1, B. megaterium L2 и 

Herpaspirillum huttiense S7 привела к устойчивости томата против R. solani за 

счёт активации антиоксидантной системы, PR-белков и синтеза фенольных 

соединений (Abbas et al., 2024). 

Функциональные геномные подходы, такие как РНК-секвенирование, 

свидетельствуют о том, что ЭБСРР способны изменять транскрипционную 

активность защитных генов растения-хозяина, тем самым усиливая их 

устойчивость к заболеваниям (Pieterse et al., 2012). В частности, 

эксперименты с транскрипционным профилированием показали, что 

воздействие микосубтилином из Bacillus sp. BS-Z15 индуцирует ИСУ у A. 

thaliana за счёт активации MAP-киназного сигнального пути и биосинтеза 

фитоалексинов, помимо этого наблюдалось повышение профиля 

транскриптов защитных белков PR1 и PDF1.2 (Pieterse et al., 2012). 

Аналогично, результаты РНК-секвенирования показали, что инокуляция B. 

cereus NJ01 приводит к изменению в профиле транскриптов в листьях 

растения-хозяина, особенно, затрагивающие гены, связанные с метаболизмом 

АБК (EDS1/PAD4-WRKY18) участвующие в устойчивости к бактериям (Wang 

et al., 2024). 

1.6 Экономическая ценность винограда и его эндофитный микробиом. 

Род Vitis включает в себя 79 признанных видов (Atak, 2025) 

большинство культивируемых виноградных лоз относятся к сортам Vitis 

vinifera L. (Alston, Sambucci, 2019). Ежегодное производство винограда 

составляет около 75 миллионов тонн, при этом наибольшая доля 

производства приходится на Европу (41 %) и Азию (29 %) (Colombo et al., 
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2019; Unusan, 2020). Около 50 % винограда используется для приготовления 

вина, 33 % потребляется в свежем виде, а оставшаяся часть перерабатывается 

в джем, сок, желе и масло виноградных косточек (Unusan, 2020). 

Виноград обладает множеством полезных для здоровья свойств, 

включая антиоксидантные, противовоспалительные, пребиотические, 

кардиопротекторные, противодиабетические и противораковые (Sabra, 

Netticadan, Wijekoon, 2021; Wang, 2025). Например, приём экстракта 

виноградной косточки снижал среднее артериальное давление у мужчин, как 

с нормальной массой тела, так и с ожирением 75 ± 2 против 72 ± 2 мм рт. ст. 

и 86 ± 3 против 84 ± 3 мм рт. ст. соответственно (Dillon et al., 2020). Помимо 

этого, липофильный проантоционидин, выделенный из винограда, вызывал 

остановку клеточного цикла в фаре G2/M и запускал апоптоз в линии клеток 

HeLa, благодаря повышению уровня АФК, так же он подавлял рост 

ксенотрансплантантной опухоли линии HeLa у Danio rerio Hamilton, что 

подтверждает его противоопухорлевую активность против рака шейки матки 

(Li et al., 2022). 

Большинство работ, посвящённых изучению бактериома винограда, 

сосредоточенны на V. vinifera (West et al., 2010; Baldan et al., 2014; Andreolli 

et al., 2016). Согласно исследованиям, доминирующим классом эндофитных 

бактерий в V. vinifera является Gammaproteobacteria (West et al., 2010; Salvetti 

et al., 2016). К числу основных выделяемых родов относятся Bacillus, 

Pseudomonas, Erwinia, Pantoea и Curtobacterium (Andreolli, Lampis, Vallini, 

2017). В Северо-Американском регионе в бактериальном сообществе так же 

преобладают представители филлума Proteobacteria (Deyett, Rolshausen, 

2020). На уровне рода в бактериоме сока Калифорнийского винограда на 

протяжении всего вегетационного периода, основными представителями 

были Streptococcus, Micrococcus, Pseudomonas, Bacteroides, Massilia, 

Acinetobacter и Bacillus (Deyett, Rolshausen, 2019). Сравнительный анализ 

бактериома дикого и одомашненного V. vinifera показал, что бактериом 
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диких представителей значительно разнообразнее, чем у культурных форм 

(Campisano et al., 2015). Помимо этого, штаммы выделенные из 

дикорастущего (V. vinifera subsp. silvestris) обладали большим потенциалом в 

качестве агентов биоконтроля против Agrobacterium tumefaciens (Asghari et 

al., 2020).  

Большая часть исследований эндофитных бактерий из V. vinifera 

посвящена выявлению среди них агентов биологического контроля. Так на 

сегодняшний день P. fluorescens, B. subtilis, P. agglomerans выделенные из V. 

vinifera были описаны как эффективные агенты биологического контроля 

против Botrytis cinerea, вызывающей серую гниль винограда (Verhagen et al., 

2011; Compant et al., 2013; Niem et al., 2019; Orozco-Mosqueda et al., 2023). 

Помимо этого, было установлено, что представители рода Bacillus из V. 

vinifera были эффективны против таких болезней, как ложная мучнистая 

роса, корончатый галл и болезни Пирса (Deyett et al., 2017; Zhang et al., 2017; 

Baccari, Antonova, Lindow, 2019). 

1.7 Виноград амурский как потенциальный источник ценных 

эндофитных бактерий 

Дикорастущий амурский виноград Vitis amurensis Rupr. является 

основным представителем рода Vitis на территории Дальнего Востока 

России, часто произрастает на склонах холмов или оврагов на высоте от 200 

до 2100 м (Xie et al., 2019). Виноград V. amurensis характеризуется 

повышенной устойчивостью к таким распространённым болезням винограда, 

как мучнистая роса, белая гниль винограда и антракноз (Wu et al., 2010; Liu, 

Li, 2013), помимо этого обладает высокой устойчивостью к холоду и 

способен выдерживать температуру до - 40 °C (Wu et al., 2010). Благодаря 

своим свойствам часто используется для выведения устойчивых сортов. 

Также этот вид содержит большое количество благоприятных для 

здоровья человека веществ, в частности резвератрол и его производные. 

Показано, что вещества, содержащиеся в экстракте стебля винограда V. 
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amurensis способны подавлять такие патогенные бактерии как Streptococcus 

mutans и S. sanguis (Yim et al., 2010). 

Исследования бактериома V. amurensis показали, что основные 

эндофиты представлены бактериями классов Gammaproteobacteria, 

Alphaproteobacteria, Actinobacteria, Bacilli и Bacteroidia (Aleynova et al., 

2023b). В число ключевых бактериальных эндофитов V. amurensis входят 

представители родов Agrobacterium, Bacillus, Curtobacterium, Erwinia, 

Gordonia, Pantoea, Pseudomonas, Sphingomonas (Aleynova, Nityagovsky, 

Kiselev, 2021). Обнаружен штамм B. velezensis AMR25 обладающий 

антагонистическими свойствами против Erwinia billingiae, Alternaria 

tenuissima, Botrytis cynerea, Fusarium avenacea (Ananev et al., 2024). 

Дополнительно, получены данные in silico о потенциальных 

микроорганизмах-антагонистах V. amurensis, гипотетически обладающих 

активностью против широко-распространенного патогена винограда P. 

viticola (Nityagovsky et al., 2024). Китайскими ученными был описан новый 

патогенный гриб Fusarium avenaceum, поражающий плоды V. amurensis 

(Wang et al., 2015). На этом список работ, посвященных исследованию 

микроорганизмов, населяющих виноград V. amurensis исчерпывается. 

Однако существует множество исследований применения ЭБСРР, 

выделенных из диких сородичей сельскохозяйственных растений, для 

повышения продуктивности и устойчивости растений к неблагоприятным 

факторам окружающей среды. Так, эндофитные изоляты из дикой кукурузы 

подавляли развитие Fusarium graminearum и Sclerotinia homoeocarpa у 

культурной кукурузы, а также препятствовали накоплению микотоксинов 

(Mousa et al., 2015; Shehata et al., 2016). Эндофиты, выделенные из дикого 

риса Oryza meridionalis, обладают выраженным потенциалом стимуляции 

роста растений и разложения фталатов (Zhang et al., 2021; Liu et al., 2022).  

Поэтому изучение рост-стимулирующего потенциала бактерий, 

ассоциированных с дикорастущим виноградом V. amurensis, представляет 

собой интересную и практически значимую задачу.  
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ГЛАВА 2. МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

2.1 Сбор растительного материала и выделение изолятов 

Для выделение бактериальных изолятов использовались образцы 

визуально здоровых тканей V. amurensis собранных в период с июня по 

август 2023 г. в зоне отсутствия особо охраняемых природных территорий 

(ООПТ) в пригороде г. Владивосток. В общей сложности использовались 4 

лианы, расположенные друг от друга на расстоянии более 1км.  

Для отбора образцов использовали секаторы и контейнеры, заранее 

автоклавированные в стерилизационных пакетах («Винар», Переславль-

Залесский, Россия) в автоклаве ГКа-25 ПЗ (-05) («Касимовский приборный 

завод», Касимов, Россия при условиях температура 121 °C и давлении 1,1 атм 

в течение 45 минут. Образцы тканей виноградной лозы срезали стерильными 

секаторами (секатор заменяли после работы с каждой лианой) и помещали в 

индивидуальные стерильные контейнеры. Далее образцы промывали 

проточной водой с использованием мыла в качестве поверхностно активного 

вещества (ПАВ). Все дальнейшие манипуляции с образцами проводили в 

ламинарном боксе «Ламинар-С»-1,2 LORICA («Ламинарные системы», 

Миасс, Россия). 

Далее взвешивали 1,5 г растительной ткани на весах (предварительно 

обработанных 70 %-ным раствором этанола) и поверхностно стерилизовали в 

70 %-ном растворе этанола в течение 2 мин, 1 мин в 10 %-ном растворе Н2O2. 

Далее образцы пятикратно промывали в стерильной дистиллированной воде, 

гомогенизировали в ступке (предварительно стерилизованной при тех же 

условиях что и секаторы) и 100 мкл тканевого сока растирали на питательные 

среды R2A («PanReac», AppliChem, Дармштадт, Германия) и на картофельно-

декстрозном агаре (КДА, «HiMedia», Мумбаи, Махараштра, Индия) и 

инкубировали в течении 24 часов при 26 °C. Далее единичные колонии 

высеивали на отдельную чашку Петри, содержащую соответствующую 

питательную среду. Для проверки качества поверхностной стерилизации, 100 

мкл промывочной воды растирали на чашки Петри с R2A и КДА и 
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инкубировали при тех же условиях. Отсутствие колоний на чашках по 

истечении инкубации свидетельствовало об успешной поверхностной 

стерилизации. В скрининг изолятов на ростостимулирующие свойства вошли 

колонии из образцов, успешно прошедших проверку качества поверхностной 

стерилизации.  

2.2 Скрининг изолятов на ростостимулирующие свойства 

Анализ изолятов выделенных из V. amurensis на способность к 

фиксации N осуществляли с использованием без азотной среды Эшби (10 г/л 

сахарозы; 0,2 г/л NaCl; 0,2 г/л KH2PO4; 0,2 г/л MgSO4·7H2O; 0,1 г/л 

CaSO4·2H2O; 5 г/л CaCO3; 15 г/л агар; pH 7,0) (Ashby, 1907). Инкубацию 

изолятов на питательной среде осуществляли при 26 °C в течении 72 часов, 

способность изолята расти на среде Эшби оценивали как наличие 

способности к фиксации N. Способность изолятов к растворению 

неорганических соединений P оценивали с помощью среды Пиковской (0,5 

г/л дрожжевой экстракт; 10 г/л сахарозы; 5 г/л Ca3(PO4)2; 0,5 г/л (NH4)2SO4; 

0,2 г/л KCl; 0,1 г/л MgSO₄; 0,0001 г/л MnSO₄; 0,0001 г/л FeSO4; 15 г/л агара; 

pH 7,0) (Pikovskaya, 1948). Инкубацию изолятов осуществляли при тех же 

условиях, образование прозрачного ореола оценивали, как наличие 

способности растворять соединения P. Мобилизацию K оценивали с 

использованием питательной среды Александровского (0,5 г/л MgSO₄; 0,1 г/л 

CaCO3; 2 г/л KAlSi3O8; 5 г/л глюкозы; 0,005 г/л FeCl3; 2 г/л Ca3(PO4)2; 20 г/л 

агара; pH 7,2) («HiMedia», Мумбаи, Махараштра, Индия), инкубацию 

изолятов осуществляли при 26 °C в течении 96 часов, наличие прозрачного 

ореола оценивали как способность мобилизировать K. Способность изолятов 

к окислению S оценивали с использованием тиосульфанной агаризированной 

питательной средой (ТСА) (5 г/л Na₂S₂O₃; 0,1 г/л K₂HPO₄; 0,2 г/л NaHCO₃; 0,1 

г/л NH₄Cl; 15 г/л агара; pH 8,0) с добавлением бромкрезолового пурпурного в 

качестве индикатора (Behera et al., 2014). Инкубацию осуществляли при 26 
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°C в течении 48 часов, изменение цвета питательной с фиолетового на 

жёлтый оценивали как способность к окислению S.  

Для оценки способности изолятов к синтезу ИУК использовали 

колориметрический метод с использованием реактива Сальковского. 

Изоляты выращивали в 10 мл бульона Луриа-Бертани (LB) (5 г/л дрожжевого 

экстракта; 10 г/л триптона; 10 г/л NaCl; pH 7,0) с добавлением L-триптофана 

до концентрации 5 ммоль в течение 48 часов при 26 °C и 125 об/мин. После 

инкубации бактериальные культуры центрифугировали в течение 10 минут 

при 10 000 об/мин затем 2 мл супернатанта смешивали с реагентом 

Сальковского (1 г FeCl₃, 250 мл H2O, 150 мл H2SO₄) в соотношении 1:2 и 

инкубировали в темноте 30 минут. Появление розового окрашивания 

свидетельствовало о продукции ИУК. 

Для дальнейших опытов отбирали изоляты обладающие не менее, чем 

2-мя свойствами, обязательно включающие синтез ИУК. Отобранные 

изоляты определяли до рода с помощью секвенирования по Сэнгеру. 

Выделение ДНК из изолятов проводили с использованием метода на основе 

гексадецилтриметиламмонийбромида (ЦТАБ) с некоторыми модификациями 

(Doyle et al., 1987; Kiselev, Tyunin, Karetin, 2015). Последовательности гена 

16S рРНК бактерий были амплифицированы с использованием 

универсальных бактериальных праймеров (8F, 

5′AGAGTTTGATCMTGGCTCAG и 1522R, 5′AAGGAGGTGATC 

CARCCGCA) для получения ПЦР-продуктов размером приблизительно 1500 

п.н. (Lane, 1991). Ампликоны, полученные в ходе ПЦР, очищали и 

секвенировали на генетическом анализаторе ABI 3130 («Applied Biosystems», 

Фостер-Сити, Калифорния, США), результаты анализировали с помощью 

программы BLAST (Camacho et al., 2009). Анализ последовательностей 

проводили путем множественного выравнивания последовательностей с 

использованием программы Clustal X (Altschul et al., 1990), при этом в 
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качестве порога для таксономической идентификации использовали 

идентичность последовательностей ≥99 %. 

2.3 Оценка способности штаммов к колонизации растений 

2.3.1 Инокуляция A. thaliana штаммами из V. amurensis  

В опытах для подтверждения колонизации и влияния на естественный 

микробиом использовались штаммы Agrobacterium sp. R8SCh-B12; 

Curtobacterium sp. P7SA-B3; Gordonia sp. P6PL2; Pseudomonas sp. RA62c-B2; 

Sphingomonas sp. RA62c-B5; Xanthomonas sp. R7SCh-B6; Bacillus sp. AMR25; 

Pantoea sp. P7SCH-B5; Erwinia sp. R8SCh-B3. В качестве объекта 

использовали семена A. thaliana экотип Columbia-0. 

Для инокуляции эндофитными штаммами отдельную колонию 

бактерий помещали в 20 мл жидкой питательной среды R2B и картофельно 

декстрозный бульон (КДБ) (в зависимости от типа сред, на котором был 

выделен штамм). Инкубацию осуществляли в течение 24–48 ч. при 28 °C при 

постоянном помешивании 150 об/мин на орбитальном шейкере ES 20 

(«BioSan» Рига, Латвия). Бактериальную культуру осаждали при 3000 об/мин 

в течение 5 мин. Далее осадок растворяли до 1×10⁷ клеток на мл (кл./мл), 

концентрацию определяли спектрофотометрически при длине волны 600 нм 

на спектрофотометре («SPECTROstar Nano», Ортенберг, Германия). Далее по 

100 мкл суспензии каждого бактериального штамма наносили на 

поверхность агаризованной среды Мурасиге-Скуга (Murashige and Skoog, 

MS) (Murashige, Skoog, 1962), модифицированную за счёт двукратного 

уменьшения содержания сахарозы и макросолей. 

Стерилизацию семян A. thaliana проводили в эксикаторе парами хлора, 

полученным путём добавления 3 мл концентрированной HCl к 100 мл 7 % 

отбеливателя Белизна («Саянскхимпласт», Саянск, Россия). Далее в 

асептических условиях семена высеивали на чашки Петри содержащие 

штаммы, в качестве контроля выступали семена, высеянные на питательную 

среду без добавления бактериальных штаммов. После 7 дней роста на среде 
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MS проростки высаживали в горшки с коммерчески доступной почвой 

Универсальный («Фаско», Зеленоград, Россия). Почва состояла из 

торфяника, низинного торфа, песка, известняковой (доломитовой) муки и 

комплексного минерального удобрения с микроэлементами. Содержание 

питательных веществ, доступных растениям (мг/кг), составляло не менее: N ‒ 

350; P ‒ 400; K ‒ 500; pH: 6‒7 (https://fasko.ru/product-

category/grunt/grunt_universalnyy, дата обращения 29.05.2026 г.). Горшки с 

проростками помещали в камеру для контроля микроклимата Jiupo BPC500H 

(«Fujian Jiupo Biotechnology Co.», Ltd., Фуцзянь, Фучжоу, Китай). В камере 

поддерживали 16/8-часовой цикл день/ночь, температура 22 °C и 

интенсивность света 120 мкмоль м⁻² с⁻¹. После 7 дней роста в грунте из A. 

thaliana, предварительно инокулированного исследуемыми штаммами 

эндофитных бактерий винограда, экстрагировали ДНК для метагеномного 

анализа. 

2.3.2 Выделение ДНК, метабаркодирование и биоинформатический 

анализ 

ДНК для метабаркодирования экстрагировали из двухнедельных 

стерильных розеток A. thaliana с использованием ЦТАБ-спин метода 

(Kiselev, Nityagovsky, Aleynova, 2023). Стерилизация осуществлялась с 

использованием 10 % H2O2 и 70 % этаноле как описано ранее (см. 2.1). Для 

оценки действия штаммов было выполнено два независимых эксперимента. 

В каждом варианте обработки и в контрольной группе ДНК экстрагировали 

из одного растения без видимых симптомов заболевания. Концентрацию и 

качество полученной ДНК определяли с помощью нанофотометра P300 

(IMPLEN, Мюнхен, Германия). 

Метабаркодинг выполняли в компании «СИНТОЛ» (Москва, Россия) 

по технологии секвенирования на платформе Illumina («Illumina», Сан-Диего, 

Калифорния, США). Библиотеки были созданы в соответствии с протоколом, 

предоставленным производителем платформы секвенирования «Подготовка 

https://fasko.ru/product-category/grunt/grunt_universalnyy
https://fasko.ru/product-category/grunt/grunt_universalnyy
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библиотеки для метагеномного секвенирования» номер 15,044,223, версия B; 

(«Illumina», Сан-Диего, Калифорния, США). Ампликоны были 

проиндексированы с использованием набора Nextera® XT Index Kit 

(«Illumina», Сан-Диего, Калифорния, США). Библиотечный пул был 

секвенирован на платформе Illumina MiSeq (2 × 250 парных чтений) с 

использованием набора реагентов MiSeq Reagent Kit v2 («Illumina», Сан-

Диего, Калифорния, США) с 500-цикловыми парными чтениями. 

Для подтверждения изменения относительного уровня целевых 

ампликонов после инокуляции A. thaliana исследуемыми штаммами 

применяли количественную ПЦР с детекцией результатов в реальном 

времени (ПЦР-РВ) с интеркалирующим красителем SYBR Green I и 

специфичными праймерами, подобранными индивидуально для каждого 

исследуемого штамма с помощью программы Primer-BLAST tool (Таблица 1). 

Эффективность праймеров, используемых для ПЦР-РВ рассчитывали в 

програмном обеспечении RealTime PCR версии 7.9.5.54 («НПО ДНК-

Технология», Протвино, Россия) и составила 95-105 %. Уровень содержания 

16S рРНК определяли методом 2
−ΔΔCT

, принимая за единицу уровень 

амплификации в образцах без добавления штаммов.  

Парные последовательности, полученные путём 

высокопроизводительного секвенирования (ВПС), были предварительно 

обработаны с помощью QIIME 2 (версия 2024.10.1) (Bolyen et al., 2019) и 

DADA2 (версия 2024.10.0) (Callahan et al., 2016). На этом этапе 

последовательности были объединены, а из массива данных секвенирования 

были исключены праймеры и химерные последовательности. 

Таксономическую идентификацию проводили с использованием алгоритма 

QIIME 2 BLAST+ (версия 2024.10.0) с использованием базы данных SILVA 

138 для последовательностей 16S (Quast et al., 2013) и UNITE для 

последовательностей ITS (Nilsson et al., 2019). 
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На следующем этапе из массива данных были удалены 

последовательности хлоропластной и митохондриальной ДНК, а также иные 

последовательности, не относящиеся к бактериям и грибам. Данную 

фильтрацию выполняли в среде R с использованием пакетов phyloseq (версия 

1.50.0) (McMurdie, Holmes, 2013). 

Чтобы учесть неоднородную глубину секвенирования, образцы 

приводили к единой глубине выборки в 5000 прочтений на образец. При 

анализе альфа-разнообразия, рассчитанном по индексу Шеннона, 

использовали разряженные данные без дополнительной фильтрации 

вариантов последовательностей ампликонов (amplicon sequence variant, ASV), 

для сохранения вклада редких таксонов. Сравнение альфа-разнообразия 

между вариантами проводили с помощью дисперсионного анализа 

(ANOVA). Для оценки бета-разнообразия по метрике Брея-Кертиса, 

применяли порог относительной численности ASV более 0,01 %, для 

снижения влияния случайных или артефакты последовательностей. Для 

визуализации бета-разнообразия выполняли анализ главных координат 

(PCoA) на основе матрицы Брея-Кертиса. Статистическую значимость в 

структуре бета-разнообразия оценивали методом PERMANOVA с 999 

перестановками. Все расчёты показателей разнообразия и соответствующий 

статистический анализ выполняли с использованием пакета microeco (версия 

1.16.0) (Liu et al., 2021). Визуализация полученных результатов проводилась 

с помощью программ microViz (версия 0.12.7) (Barnett, Arts, Penders, 2021) и 

tidyverse (версия 2.0.0) (Wickham et al., 2019).  

Таблица 1 – Праймеры используемые для ПЦР-РВ. 

Название праймеров Последовательность праймеров 

Agrobacterium-F 5′GGCTAACTTCGTGCCAGCAGCC 

Agrobacterium-R 5′AGTTGAGCTGCGGGATTTCACC 

Bacillus-F 5′CACCAGTGGCGAAGGCGACTTTC 

Bacillus-R 5′CTAAAGGGCGGAAACCCTCTAAC 

Curtobacterium-F 5′TTGACGGGGGCCCGCACAAGCG 
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Curtobacterium-R 5′TTACGGCATGGACTACCAGGGT 

Erwinia-F 5′GTGGCTTCCGGAGCTAACGCGT 

Erwinia-R 5′GGTTCTTCGCGTTGCATCGAAT 

Gordonia-F 5′TCGCATGGGGATTGGTGGAAA 

Gordonia-R 5′ATCACCCTCTCAGGTCGGCT 

Pantoea-F 5′TCTCACTATCGGATGAAACCAG 

Pantoea-R 5′TTTCTCATTTCCGTGTTGCTGGT 

Pseudomonas-F 5′AGCGGATGAGAGGAGCTTGCTCT 

Pseudomonas-R 5′TGATAGCGCAAGGCCCGAAGGT 

Sphingomonas-F 5′TTGGTTCGGAATAACAGTTGGAAAC 

Sphingomonas-R 5′GATGGATTAGGATGCGCCCGA GTA 

Xanthomonas-F 5′CGGGCTTCGCGCGATTGAATGA 

Xanthomonas-R 5′GGCATGGCTGGATCAGGCTTGC 

 

2.4 Оценка влияния штаммов на морфометрические показатели 

растений 

Инокуляцию A. thaliana исследуемыми штаммами осуществляли как 

описано ранее (см 2.3.1). Для инокуляции риса визуально одинаковые семена 

O. sativa сорт Дубрава поверхностно стерилизовали с использованием 

этилового спирта и перекиси водорода (см 2.1). Ночные культуры штаммов 

P6PL2, RA62c-B2 иP7SCH-B5 центрифугировали при 3000 об/мин в течение 

5 мин. Далее осадок растворяли до 3х 10
8
 кл./мл. Затем стерильные семена 

помещали в бактериальный раствор и инкубировали в течении одного часа. 

Семена контрольной группы подвергали тем манипуляциям, но вместо 

бактериального раствора использовали стерильную воду.  

Инокулированные семена A. thaliana и O. sativa разделяли на две 

группы 7-дневные и 30-дневные растения. Проростки, проращивали на 

питательной среде MS для A. thaliana и в чашках Петри на двух слоях 

фильтровальной бумаги с 6 мл стерильной фильтрованной воды для O. sativa. 

Взрослые 30-дневные растения выращивали в горшках с использованием 

коммерческого грунта Универсальный (Фаско, Зеленоград, Россия).  
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Горшки с проростками помещали в камеру для контроля микроклимата 

Jiupo BPC500H («Fujian Jiupo Biotechnology Co.», Ltd., Фуцзянь, Фучжоу, 

Китай). В камере поддерживали 16/8-часовой цикл день/ночь, температура 22 

°C и интенсивность света 120 мкмоль м⁻² с⁻¹ для растений A. thalian, а также 

25 °C с фотопериодом 16 ч света/8 ч темноты, относительной влажностью 70 

% и интенсивностью света 250 ммоль м⁻² с⁻¹ для O. sativa. По истечении 30-

ти дней проводили измерение морфометрических показателей ‒ длину корня 

и стебля, сухую массу и количество листьев и диаметр розеток 

исключительно для A. thaliana.  

2.5 Секвенирование и анализ полных геномов штаммов 

Для полногеномного секренирования были выбраны штаммы Gordonia 

sp. P6PL2, Pseudomonas sp. RA62c-B2 и Pantoea sp. P7SCH-B5. Выделение 

ДНК осуществляли с использованием метода ЦТАБ с некоторыми 

модификациями (Doyle et al., 1987; Kiselev, Tyunin, Karetin, 2015). 

Концентрацию и качество полученной ДНК определяли с помощью 

нанофотометра P300 (IMPLEN, Мюнхен, Германия). 

Секвенирование полных геномов для всех штаммов осуществляли на 

базе компании «ГЕНОАНАЛИТИКА» с использованием приборов MiSeq 

Illumina («Illumina», Сан-Диего, Калифорния, США). Помимо этого, для 

штамма Gordonia sp. P6PL2 было осуществлено секвенирование с 

использованием MinION («Oxford Nanopore Technologies», Oxford Science 

Park, Оксфорд, Великобритания) компанией «СИНТОЛ» (Москва, Россия).  

Сборку геномов для штаммов Pseudomonas sp. RA62c-B2 и Pantoea sp. 

P7SCH-B5 осуществляли с использованием программы SPAdes (версия 4.2.0) 

(Prjibelski et al., 2020). Для P6PL2 была произведена гибридная сборка с 

использованием коротких и длинных прочтений программой Unicycler 

(версия 0.5.0) (Wick et al., 2017). Анализ полноты и чистоты полученных 

полногеномных последовательностей оценивали с испорльзованием BUSCO 

(версия 6.1.0) (Simao et al., 2015) и CheckM (версия 1.0.18) (Parks et al., 2015). 
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Аннотацию геномов осуществляли с использованием Prokka (версия 1.14.6) 

(Seemann, 2014) и сервеса RAST (версия 2.0) (Brettin et al., 2015). 

Функциональная аннотация осуществлялась с помощью инструментов 

BlastKOALA (Kanehisa, Sato, Morishima, 2016), PANNZER2 (Törönen, Medlar, 

Holm, 2018) и eggnog-mapper (версия 2.1.14.) (Cantalapiedra et al., 2021). 

Поиск мобильных элементов осуществляли при помощи mobileOG-db 

(версия 1.1.3) (Brown et al., 2022), генов тРНК и рРНК с использованием 

tRNAscan-SE (версия 2.0) (Lagesen et al., 2007) и RNAmmer (версия 1.2) (Chan 

et al., 2021) соответственно. Поиск генов признаков стимуляции роста 

растений проводили с помощью предиктора PGPT-Pred PlaBase (Patz et al., 

2021). 

Наборы геномов для филогенетического анализа (Таблица 2) были 

созданы автоматически на основе типовых штаммов, представленных в 

GenBank NCBI с использованием алгоритма MASH (версия 2.3) (Ondov et al., 

2016). Филогенетический анализ осуществлялся с использованием FastME 

(версия 2.1.6.1) (Lefort, Desper, Gascuel, 2015) на основе Genome BLAST 

Distance Phylogeny GBDP (Freese et al., 2026) с бутстеп поддержкой со 100 

повторениями, дерево было визуализировано с помощью iTOL (версия 7) 

(Letunic, Bork, 2024). Средняя идентичность ортологичных нуклеотидов была 

определена с помощью программы Orthologous Average Nucleotide Identity 

Tool (OAT) (Lee et al., 2016), гибридизация ДНК-ДНК (dDDH) была 

рассчитана с помощью GGDC (версия 3.0) (Meier-Kolthoff et al., 2013).  

Для сравнения генома P6PL2 были выбраны геномы четырех наиболее 

близких штаммов, а именно Gordonia aichiensis NBRC 108223 

(GCF_000332975.1), G. sputi NBRC 100414 (GCF_000248055.1), G. 

polyisoprenivorans VH2 (GCF_000247715.1) и G. desulfuricans NBRC 100010 

(GCF_001485495.1). Для RA62c-B2 выбраны Pseudomonas marginalis ICMP 

3553 (GCF_003700725.1), P. pergaminensis 1008T (GCF_024112395.2) и P. 

lurida LMG 21995 (GCF_002563895.1) и для P7SCH-B5 выбраны Pantoea 
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agglomerans NBRC 102470 (GCF_001598475.1) и P. pleuroti JZB 

2120015(GCF_014156615.1). Диаграмма UpSet была построена с 

использованием OrthoVenn3 (Sun et al., 2023) для визуализации 

распределения уникальных кластеров использовался ggplot2 (Wilkinson, 

2011). 

Таблица 2 – Наборы геномов, используемых в филогенетическом анализе 

штаммов P6PL2, RA62c-B2 и P7SCH-B5. 

Штамм Номер GenBank NCBI 

Набор геномов для штамма P6PL2 

Gordonia aichiensis NBRC 108223 GCF_000332975.1 

G. amarae NBRC 15530 GCF_000241345.1 

G. araii NBRC 100433 GCF_000241265.1 

G. bronchialis DSM 43247 GCF_000024785.1 

G. desulfuricans NBRC 100010 GCF_001485495.1 

G. effusa NBRC 100432 GCF_000241305.1 

G. malaquae NBRC 108250 GCF_000344135.1 

G. neofelifaecis NRRL B-59395 GCF_000192435.1 

G. paraffinivorans NBRC 108238 GCF_000344155.1 

G. polyisoprenivorans VH2 GCF_000247715.1 

G. rhizosphera NBRC 16068 GCF_000298195.1 

G. shandongensis DSM 45094 GCF_000423025.1 

G. sihwensis NBRC 108236 GCF_000333035.1 

G. soli NBRC 108243 GCF_000334455.1 

G. sputi NBRC 100414 GCF_000248055.1 

G. terrae 3612 GCF_001698225.1 

Набор геномов для штамма RA62c-B2 

Pseudomonas antarctica LMG 22709 GCF_900103795.1 

P. allii MAFF 301514 GCF_013392005.1 

P. arvensis DR1PS3 GCF_054791045.1 

P. asgharzadehiana SWRI132 GCF_019139815.1 

P. azotoformans LMG 21611 GCF_900103345.1 

P. canadensis 2-92 GCF_000503215.1 

P. cyclaminis MAFF 301449T GCF_015163715.1 
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P. extremaustralis 14-3 GCF_000242115.1 

P. extremorientalis LMG 19695 GCF_001870465.1 

P. kitaguniensis MAFF 212408T GCF_009296165.1 

P. lurida LMG 21995 GCF_002563895.1 

P. marginalis ICMP 3553 GCF_003700725.1 

P. paraveronii V3/K/3/5 GCF_963681945.1 

P. pergaminensis 1008T GCF_024112395.2 

P. simiae CCUG 50988 GCF_900111895.1 

P. sivasensis P7 GCF_013778505.1 

P. tritici SWRI145 GCF_014268275.3 

Набор геномов для штамма P7SCH-B5 

Pantoea alvi PSNIH6 GCF_002920175.1 

P. agglomerans NBRC 102470 GCF_001598475.1 

P. alfalfae CQ10T GCF_019880205.1 

P. anthophila LMG 2558 GCF_006494375.1 

P. brenneri LMG 5343 GCF_002095305.1 

P. conspicua LMG 24534 GCF_002095315.1 

P. eucalypti LMG 24197 GCF_009646115.1 

P. hericii JZB 2120024T GCF_014155795.1 

P. jilinensis D25 GCA_019104105.1 

P. pleuroti JZB 2120015 GCF_014156615.1 

P. rara WMus005 GCF_051136265.1 

P. vagans LMG 24199 GCF_004792415.1 

P. varia OV426 GCF_900115075.1 

 

2.6 Высокоэффективная жидкостная хроматография с масс-

спектрометрией 

Для проведения нецелевого высоко эффективного жидкостного 

хроматографического анализа с масс-спектрометрией (ВЭЖХ-МС) 

использовали 250 мл ночной культуры штаммов P6PL2, RA62c-B2 и P7SCH-

B5, которые подвергали воздействию ультразвукового гомогенизатора 

Sonicator Q55 («QSonica», Ньютаун, Коннектикут, США) в течении 5 мин. 
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Далее проводили экстракцию, используя в качестве растворителя этилацетат 

в соотношении 1:2 (т.е. 500 мл этилацетата добавляли к 250 мл среды), 

непрерывно перемешивая на нагреваемой магнитной мешалке при 40 °C в 

течение 1 ч. После перемешивания смесь центрифугировали при 3500 об/мин 

в течение пяти минут. Верхние фракции этилацетата переносили в колбу 

объемом 500 мл с помощью автоматической пипетки. Далее экстракт 

концентрировали с помощью роторного испарителя. Сухой экстракт 

растворяли в 1 мл метанола и очищали при помощи фильтра для 

твердофазной экстракции Discovery ® DSC-18 50 мг («Supelco», Bellefonte, 

PA, США). 

Хромато-масс-спектрометрический анализ выполняли на базе центра 

коллективного пользования передовой масс-спектрометрии «Сколтех» 

(Москва, Россия). Для анализа использовали систему ВЭЖХ с двуканальным 

UV детектором Waters Aquity UPLC («Thermo Scientific», Уолтем, 

Массачусетс, США), последовательно соединенным с масс-

спектрометрическим детектором Q-Exactive HF-X («Thermo Scientific», 

Уолтем, Массачусетс, США) с электроспрейным источником ионизации. Для 

масс-спектрометрического анализа были установлены следующие параметры 

настроек: напряжение на эмиттере 4.5 кВ, температура капилляра 320°C. 

Панорамное сканирование проводили в режиме измерения положительных 

ионов в диапазоне масс от 100 m/z до 1500 m/z, при разрешении 70,000. При 

тандемном сканировании разрешение устанавливали 17500 в диапазоне масс 

от 50 m/z до верхней границы, которая определяется автоматически исходя 

из массы прекурсора. Изоляцию прекурсорных ионов проводили в окне ± 1.2 

m/z. Максимальное число разрешённых для изоляции ионов в режиме MS2 

было установлено как не более 10. Для тандемного сканирования учитывали 

только ионы z = 1+. Максимальное время накопления для прекурсорных 

ионов и для фрагментных ионов составило 50 мс. Величину AGC для 

прекурсоров и фрагментных ионов устанавливали 1*106 и 2*105, 
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соответственно. Все измеренные прекурсоры динамически исключали из 

тандемного MS/MS анализа на 8 с. Полученные спектры были 

визуализированы в программе MS-DIAL (версия 4) (Tsugawa et al., 2020). 

2.7 Статистическая обработка данных  

Сравнение альфа-разнообразия между вариантами проводили с 

помощью ANOVA. Статистическая проверка данных о бета-разнообразии 

была выполнена с использованием теста PERMANOVA (999 перестановок). 

Оба теста были выполнены с помощью R пакета Vegan (Oksanen et al, 2020). 

Данные ПЦР-РВ были получены на кДНК из двух независимых 

экспериментов. Для образцов кДНК каждого эксперимента было сделано 6 

аналитических повторностей на каждую пробу нормализация 

осуществлялась по генам Actin и Gapdh в равных долях. Эффективность 

праймеров была в диапазоне 95-105 %. Полученные данные проверены по 

спаренному критерию Стьюдента. 

Статистическая проверка морфометрических показателей A. thaliana и 

O. sativa выполнялась с помощью ANOVA с последующим тестом Тьюки, 

выполненными с использованием R пакета Stats (R Core Team, 2021). 

Данные представлены как среднее значение  стандартная ошибка. Для 

всех тестов был выбран уровень значимости p < 0.05 как минимальное 

значение статистической разницы во всех экспериментах. Для анализа с 

помощью DESeq2 (Love, Huber, Anders, 2014) значение скорректированного p 

< 0.01 считалось статистически значимым. 
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ГЛАВА 3. РЕЗУЛЬТАТЫ 

3.1 Выделение и изучение рост-стимулирующих свойств эндофитных 

бактерий V. amurensis  

Для выделения эндофитных бактерий использовали ткани визуально 

здоровых растений V. amurensis, собранных в период с июня по август 2023 г. 

в пригороде г. Владивостока. После поверхностной стерилизации и 

гомогенизации с последующим посевом на питательные среды, было 

выделено 104 чистых бактериальных изолята. 

Анализ полученных изолятов на способность к мобилизации K, P, S, N 

и синтезу ИУК показал, что 57 изолятов, которые составляли 54,8 % от 

общего числа, имели не менее одного из исследуемых свойств (Рисунок 1а). 

Наиболее часто встречалась способность у бактериальных изолятов 

фиксировать N, данным свойством обладали 39 изолятов. Следующим 

свойством была мобилизация P, встречающаяся у 26 изолятов, и мобилизация 

K и S, которая встречалась у 8 и 6 изолятов соответственно. Способность к 

синтезу ИУК наблюдалась у 9 изолятов. Наличие комплекса всех 

исследуемых свойств наблюдалось лишь у 2 изолятов (Рисунок 1б). 
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Рисунок 1 – Свойства эндофитных изолятов Vitis amurensis. Доля 

изолятов обладающих не менее одним свойством (а); график UpSet 

распределения числа свойств среди бактериальных изолятов (б). 

 

Для дальнейшего исследования было решено использовать 9 изолятов, 

обладающих не менее чем 2 свойств, обязательно включающих синтез ИУК, 

представленные в Таблице 3. Данные изоляты были идентифицированы до 

уровня рода на основе последовательности 16S рРНК (Таблица 3). 
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Таблица 3 – Штаммы эндофитных бактерий Vitis amurensis.  

 

Штамм Род Наиболее близкая 

последовательность 

(номер GenBank) 

Идентичность 

(%) 

Мобилизация 

P 

Мобилизация 

K 

Мобилизация 

S 

Азотофиксация Синтез 

ИУК 

AMR25 Bacillus MH788975 100 + - - + + 

P6PL2 Gordonia X80633 100 + - - + + 

P7SA-B3 Curtobacterium MZ424740 100 + + - + + 

P7SCH-B5 Pantoea PZ204378 99,75 + + + + + 

R7SCh-B6 Xanthomonas MZ424744 99,13 - - - + + 

R8SCh-B12 Agrobacterium MZ424738 99,17 + - + + + 

R8SCh-B3 Erwinia MZ424741 100 + - - + + 

RA62c-B2 Pseudomonas MZ424743 99,98 + + + + + 

RA62c-B5 Sphingomonas PX909750 99 + - - - + 
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3.2 Оценка способности штаммов эндофитных бактерий V. amurensis к 

колонизации растений и влиянию на естественный микробиом.  

Для оценки способности к колонизации, исследуемые штаммы были 

распределены на чашки Петри, содержащие питательную среду ½ MS, куда затем 

помещались стерильные семена A. thaliana. После семи дней выращивания на 

среде MS проростки пересадили в горшки с почвой и культивировали в течение 

двух недель. 

Выделению ДНК предшествовала поверхностная стерилизация надземных 

частей растений: путём последовательной обработки 10 %-ным раствором 

перекиси водорода, 70 %-ным раствором этилового спирта и пятикратное 

промывание в стерильной дистиллированной воде. Эффективность стерилизации 

была подтверждена посевом промывочной воды на агаризованную среду R2A и 

PDA, при этом роста бактерий или грибов обнаружено не было. 

В результате ВПС, после фильтрации от низкокачественных прочтений, 

было получено от 51.715 до 63.061 прочтений на образец (Таблица 4). Далее была 

проведена таксономическая идентификация с использованием алгоритма QIIME 2 

BLAST+, используя базу данных SILVA для последовательностей 16S и базу 

данных UNITE для последовательностей ITS. Так же для подтверждения данных 

метабаркодирования был произведён анализ ПЦР-РВ для подтверждения наличия 

бактериальной ДНК относящийся к родам исследуемых бактериальных штаммов 

в пробах. 

Инокуляция исследуемыми бактериальными штаммами приводила к 

увеличению ASV, соответствующих их роду: R8SCh-B12 (Agrobacterium sp.) – в 

1.629 раз, P7SA-B3 (Curtobacterium sp.) – в 17.820 раз, P6PL2 (Gordonia sp.) – в 

240 раз, RA62c-B2 (Pseudomonas sp.) – в 73 раза, RA62c-B5 (Sphingomonas sp.) – в 

13.120 раз, R7SCh-B6 (Xanthomonas sp.) – в 392 раза, AMR25 (Bacillus sp.) – в 164 

раза (Рисунок 2а). Инокуляция P7SCH-B5 (Pantoea sp.) и R8SCh-B3 (Erwinia sp.) 

не приводила к изменению числа ASV в исследуемых образцах (Рисунок 2а). 

Результаты ПЦР-РВ подтвердили, что инокуляция исследуемыми бактериальными 
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штаммами увеличивала содержание ампликонов 16S соответствующих родов, за 

исключением Sphingomonas sp. P7SCH-B5 и Erwinia sp. R8SCh-B3 (Рисунок 2б). 

 

 

Рисунок 2 – Изменение количества ASV (а) и числа ампликонов ПЦР-РВ (б) 

бактериальных штаммов в 2-недельных растениях Arabidopsis thaliana после 

инокуляции отдельными бактериальными штаммами: R8SCh-B12 – Agrobacterium 

sp., P7SA-B3 – Curtobacterium sp., P6PL2 – Gordonia sp., RA62c-B2 – Pseudomonas 

sp., RA62c-B5 Sphingomonas sp., R7SCh-B6 – Xanthomonas sp., AMR25 – Bacillus 

sp., P7SCH-B5 – Pantoea sp., R8SCh-B3 Erwinia sp. «-» – код штамма при 

отсутствии инокуляции (контроль); «+» – код штамма у обработанных 

бактериальными штаммами растений. 
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Таблица 4 – Количество ASV 16S и ITS в образцах растений Arabidopsis 

thaliana после инокуляции бактериальными штаммами Vitis amurensis. 

Бактериальный 

штаммами 

16S ITS 

Среднее 

значение 

необработанн

ых прочтений 

Среднее 

значение 

отфильтрованн

ых прочтений 

Средн

ее 

ASVs 

Среднее 

значение 

необработанн

ых прочтений 

Среднее 

значение 

отфильтрованн

ых прочтений 

Среднее 

ASVs 

Контроль 63.445 56.749 573 48.985 45.416 103 

R8SCh-B12 70.736 63.061 407 52.610 49.294 68 

P7SA-B3 59.200 52.837 395 42.762 39.952 93 

P6PL2 62.834 55.968 448 57.702 52.665 140 

RA62c-B2 60.826 53.971 464 63.717 59.295 130 

RA62c-B5 58.125 51.715 423 42.884 39.777 149 

R7SCh-B6 61.161 54.564 472 47.873 44.719 113 

AMR25 60.407 53.992 476 45.036 41.983 122 

P7SCh-B5 59.393 52.836 450 45.611 42.581 42 

R8SCh-B3 66.433 59.112 528 50.954 47.033 132 

 

Инокуляция штаммами RA62c-B2, RA62c-B5, R7SCh-B6, AMR25, P7SCh-B5 

и R8SCh-B3 не привела к значительному изменению в составе бактериального 

фитобиома A. thaliana, оцениваемого по индексу альфа-разнообразия Шеннона 

(Рисунок 3а). В отличии от инокуляции R8SCh-B12, P7SA-B3 и P6PL2, приведшей 

к снижению разнообразия в бактериоме (Рисунок 3а). Анализ главных компонент 

(PCoA), основанный на показателе несходства Брея-Кертиса, выявил отчётливую 

кластеризацию бактериальных сообществ в зависимости от обработки, что так же 

было подтверждено тестом PERMANOVA (R2 = 0,73, p < 0,001) (Рисунок 3б). 

Кроме того, бета-разнообразие подтвердило результаты, полученные по альфа-

разнообразию, согласно которым растения, обработанные R8SCh-B12, P7SA-B3 и 

P6PL2, наиболее сильно отличались от контрольных растений (Рисунок 3б). 

Подробный анализ изменения ASV в бактериоме A. thaliana продемонстрировал 

снижение ASV семейства Rhodobacteraceae и родов Nocardioides, Solimonas и 

Microbacteriumn после инокуляции всеми штаммами за исключением R8SCh-B12 

(Рисунок 3в). 
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Рисунок 3 – Индексы Шеннона для эндофитных бактериальных сообществ 

у растений Arabidopsis thaliana после инокуляции бактериальными штаммами 

Vitis amurensis(а); PCoA, основанный на различии по Брэю–Кертису для 

эндофитных бактерий после бактериальной инокуляции. Разные строчные буквы 
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указывают на существенные различия между индексами Шеннона. Эллипсы на 

графиках PCoA показывают 95 %-ные доверительные интервалы многомерного t-

распределения (б); Тепловые карты, иллюстрирующие относительную 

численность эндофитных бактерий на уровне рода, с акцентом на значимые 

таксоны, выявленные с помощью ВПС у растений A. thaliana после инокуляции 

эндофитными бактериями. Показаны 50 лучших вариантов ампликонной 

последовательности (ASV) с наибольшим количеством (в). Инокуляци R8SCh-B12 

– Agrobacterium sp.; P7SA-B3 – Curtobacterium sp.; P6PL2 – Gordonia sp.; RA62c-

B2 – Pseudomonas sp.; RA62c-B5 – Sphingomonas sp.; R7SCh-B6 – Xanthomonas sp.; 

AMR25 – Bacillus sp; P7SCH-B5 – Pantoea sp.; R8SCh-B3 – Erwinia sp. 

 

Инокуляция исследуемыми бактериальными штаммами V. amurensis не 

оказала существенного влияния на альфа-разнообразие грибного фитобиома 

растений A. thaliana (Рисунок 4а). Однако структура бета-разнообразия 

сообщества грибов, значительно изменялась в зависимости от воздействия, что 

подтвердилось анализами PCoA и PERMANOVA (R2 = 0,62, p < 0,01) (Рисунок 

4б). При рассмотрении состава на уровне родов, инокуляция всеми исследуемыми 

штаммами V. amurensis снижала количество ASV родов Penicillium и Naganishia и 

увеличивала относительную представленность рода Fusarium (Рисунок 4в). 

Исключением было воздействие RA62c-B5, при котором изменений в количестве 

ASV родов Penicillium и Fusarium не наблюдалось (Рисунок 4в).  
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Рисунок 4 – Индексы Шеннона эндофитных грибных сообществ у растений 

Arabidopsis thaliana (а); PCoA, основанный на различии по Брэю–Кертису для 
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эндофитных грибов после инокуляции бактериальными штаммами Vitis amurensis. 

Разные строчные буквы указывают на существенные различия между индексами 

Шеннона. Многоточия на графиках PCoA показывают 95 %-ные доверительные 

интервалы многомерного t-распределения (б); тепловая карта, иллюстрирующая 

относительную численность эндофитных грибов на уровне рода, с акцентом на 

значимые таксоны, выявленные с помощью ВПС у растений A. thaliana после 

инокуляции эндофитными бактериями. Показаны 50 наиболее представленных 

таксонов (в). Инокуляци R8SCh-B12 – Agrobacterium sp.; P7SA-B3 – 

Curtobacterium sp.; P6PL2 – Gordonia sp.; RA62c-B2 – Pseudomonas sp.; RA62c-B5 

– Sphingomonas sp.; R7SCh-B6 – Xanthomonas sp.; AMR25 – Bacillus sp; P7SCH-B5 

– Pantoea sp.; R8SCh-B3 – Erwinia sp. 

 

3.3 Оценка ростостимулирующих свойств штаммов эндофитных бактерий V. 

amurensis  

3.3.1 Морфометрические показатели модельного растения A. thaliana после 

инокуляции эндофитными штаммами V. amurensis. 

Для оценки ростостимулирующего потенциала исследуемые бактериальные 

штаммы, были распределены на чашки Петри, содержащие ½ питательной среды 

MS, куда затем были помещены стерильные семена A. thaliana. После 7-девной 

инокуляции каждым бактериальным штаммом, 10 проростков измеряли, 120 

проростков высаживали в коммерчески доступный нестерильный грунт и далее 

выращивали в климатической камере в течении 30-ти дней. Всего было 

выполнено 10 таких экспериментов. 

На начальном этапе развития было отмечено, что у инокулированных 

бактериями семян A. thaliana наблюдалось замедленное развитие корневой 

системы относительно контрольной группы, у которой развитие корня начиналось 

на 2-3 день после посева семян на питательную среду. В случае инокулированных 

бактериями семян, появление корня наблюдалось на 4-6 день после обработки. 

Длина гипокотиля у обработанных бактериями 7-дневных проростков была 
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меньше в 1,1‒2,9 раза, а длина корня снижалась в 8‒9 раз по сравнению с 

контрольными растениями (Рисунок 5). 

 

 

Рисунок 5 – Длина стебля (а) и корня (б) 7-дневных растений Arabidopsis 

thaliana, после обработки эндофитными бактериями. Контроль ‒ не 

инокулированные растения A. thaliana. R8SCh-B12 – Agrobacterium sp.; P7SA-B3 – 

Curtobacterium sp.; P6PL2 – Gordonia sp.; RA62c-B2 – Pseudomonas sp.; RA62c-B5 

– Sphingomonas sp.; R7SCh-B6 – Xanthomonas sp.; AMR25 – Bacillus sp; P7SCH-B5 

– Pantoea sp.; R8SCh-B3 – Erwinia sp. Данные представлены как среднее значение 

± средняя ошибка эксперимента из 10 независимых экспериментов с двадцатью 

техническими повторениями. Средние значения, за которыми следует одна и та же 

буква, не отличались в соответствии с ANOVA с последующим тестированием 

Тьюки. Принятый уровень значимости составил р < 0,05. 

 

Диаметр розетки 30-дневных растений A. thaliana, инокулированных 

штаммами Gordonia sp. P6PL2 и Sphingomonas sp. RA62c-B5, были в 1,2‒1,4 раза 

больше, чем у контрольных растений (Рисунок 6а). Размер розеток растений, 

инокулированных остальными штаммами, был значительно меньше, чем 

контрольные растения (Рисунок 6а). Так же количество листьев у 30-дневных 
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растений A. thaliana, инокулированных исследуемыми штаммами, значительно 

было меньше по сравнению с контролем (Рисунок 6б). Однако наблюдалось 

увеличение накопления свежей розеток 30-дневнных растений A. thaliana, 

обработанных штаммами Gordonia sp. P6PL2 и Sphingomonas sp. RA62c-B5 в 

1,5‒1,8 раз (Рисунок 6в).  

 

 

Рисунок 6 – Диаметр розеток (а), количество листьев (б) и масса розеток (в) 

1-месячных растений Arabidopsis thaliana, растущих в горшках с почвой, после 

обработки эндофитными бактериями. Контроль ‒ не инокулированные растения 

A. thaliana. R8SCh-B12 – Agrobacterium sp.; P7SA-B3 – Curtobacterium sp.; P6PL2 – 

Gordonia sp.; RA62c-B2 – Pseudomonas sp.; RA62c-B5 – Sphingomonas sp.; R7SCh-

B6 – Xanthomonas sp.; AMR25 – Bacillus sp; P7SCH-B5 – Pantoea sp.; R8SCh-B3 – 

Erwinia sp. Данные представлены как среднее значение ± средняя ошибка. 
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эксперимента из 10 независимых экспериментов с двадцатью техническими 

повторениями. Средние значения, за которыми следует одна и та же буква, не 

отличались в соответствии с ANOVA с последующим тестированием Тьюки. 

Принятый уровень значимости составил р < 0,05. 

 

3.3.2 Морфометрические показатели O. sativa после инокуляции 

эндофитными штаммами V. amurensis. 

Для оценки влияния эндофитов был выбран штамм Gordonia sp. P6PL2 

поскольку было показано, что данный штамм успешно проникал в растения и 

позитивно влиял на рост A. thaliana (Рисунок 3,5,6). Помимо этого, 

использовались штаммы Pseudomonas sp. RA62c-B2 и Pantoea sp. P7SCH-B5, 

поскольку данные штаммы показали все исслледуемые свойства на скрининге с 

использованием микробиологических сред. 

Оценка морфометрических показателей O. sativa осуществлялась на 7 и 30 

день после инокуляции. Инокуляцию семян осуществляли путём помещения 

стерильных семян O. sativa сорта Дубрава в ночные бактериальные культуры 

P6PL2, RA62c-B2 и P7SCH-B5, после чего 10 семян помещали на чашки Петри со 

смоченными бумажными дисками, 40 высаживали в коммерчески доступный 

грунт. Каждый эксперимент повторяли 3 раза. 

На 7 день после воздействия бактериальными штаммами RA62c-B2 и 

P7SCh-B5 было отмечено достоверное снижение длины колеоптиля на 11,5 % и 

11,7 % соответственно по сравнению с контролем (Рисунок 7а,е,ё). Длина корня 

достоверно увеличивалась при воздействии P6PL2 на 12,9 % и RA62c-B2 на 10 % 

(Рисунок 7б,д,е). Сухая масса проростков так же увеличивалась при инокуляции 

P6PL2 на 10,5 % и RA62c-B2 на 17,4 % (Рисунок 7в). 

На 30 день после инокуляции семян риса бактериальными штаммами 

винограда, было отмечено увеличение длины стебля. Так воздействие Gordonia sp. 

P6PL2 увеличивало длину стебля на 7,5 %, Pseudomonas sp. RA62c-B2 на 24,5 % и 

Pantoea sp. P7SCh-B5 на 25,5 % (Рисунок 8а,д-ж). Длина корня достоверно была 

больше на 20,8 % и на 24,13 % у растений риса, обработанных P6PL2 и RA62c-B2 
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соответственно (Рисунок 8б,д-ж). Сухая масса стеблей так же была больше при 

воздействии P6PL2 на 18 %, RA62c-B2 на 44,2 % и P7SCh-B5 на 40,2 % (Рисунок 

8в). Сухая масса корней была увеличена на 37 % при воздействии P6PL2, RA62c-

B2 на 63,8 % и P7SCh-B5 на 50,44 % (Рисунок 8г). 

 

Рисунок 7 – Длина колеоптиля (а), длина корня (б) и сухая масса 7-дневных 

проростков риса Oryza sativa сорт Дубрава (в), внешний вид растений риса, 

замоченных стерильной водой – контроль (г), растения риса, инокулированные 

бактериальным штаммом Gordonia sp. P6PL2 (д), Pseudomonas sp. RA62c-B2 (е), 

Pantoea sp. P7SCH-B5 (ё). Данные представлены как среднее значение ± средняя 
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ошибка экспериментов из трех независимых экспериментов с сорока 

техническими повторениями. Средние значения, за которыми следует одна и та же 

буква, не отличались в соответствии с ANOVA с последующим тестированием 

Тьюки. Принятый уровень значимости составил р < 0,05. 

 

 

Рисунок 8 – Длина колеоптиля (а), длина корня (б) и сухая масса стебля и корня 

30-дневных проростков риса Oryza sativa сорт Дубрава (в, г), внешний вид 
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растений риса, замоченных стерильной водой – контроль (д), растения риса, 

инокулированные бактериальным штаммом Gordonia sp. P6PL2 (е), Pseudomonas 

sp. RA62c-B2 (ё), Pantoea sp. P7SCH-B5 (ж). Данные представлены как среднее 

значение ± средняя ошибка экспериментов из трех независимых экспериментов с 

сорока техническими повторениями. Средние значения, за которыми следует одна 

и та же буква, не отличались в соответствии с ANOVA с последующим 

тестированием Тьюки. Принятый уровень значимости составил р < 0,05. 

Таким образом, установлено, что эндофитные бактерии винограда Gordonia 

sp. P6PL2, Pseudomonas sp. RA62c-B2 и Pantoea sp. P7SCh-B5 достоверно 

увеличивают длину и прирост сухой биомассы растений риса. 

 

3.4 Характеристика штамма Gordonia sp. P6PL2 

3.4.1 Филогенетическая идентификация штамма Gordonia sp. P6PL2  

Филогенетический анализ штамма P6PL2 выявил его наибольшее 

генетическое сходство со штаммом Gordonia aichiensis NBRC 108223 (Рисунок 

9а). Анализ средней нуклеотидной идентичности (ANI) и цифровой ДНК-ДНК 

гибридизации (dDDH) с использованием восьми наиболее близкородственных 

видов, показал наибольшее сходство P6PL2 98,93 % (ANI) (Рисунок 9б) и 94,1 % 

(dDDH) (Таблица 5) с G. aichiensis NBRC 108223. На основании 

филогенетического анализа и показателей ANI и dDDH, превышающих пороговые 

значения “золотого стандарта” > 95% и > 70% соответственно, установлено, что 

P6PL2 принадлежит к G. aichiensis. 

Таблица 5 – Данные сравнения бактериального эндофита Gordonia aichiensis 

P6PL2 с представителями рода Gordonia используя dDDH. 

Штамм dDDH (%) 

G. aichiensis NBRC 108223 94,1 

G. sputi NBRC 100414 26,7 

G. bronchialis DSM 43247 21,3 

G. paraffinivorans NBRC 108238 21,2 

G. desulfuricans NBRC 100010 21,1 

G. effusa NBRC 100432 21,1 

G. terrae 3612 20,8 

G. amarae NBRC 15530 20,7 
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Рисунок 9 – Филогенетическое дерево, построенное на основе расстояний 

Genome BLAST Distance Phylogeny (GBDP) с использованием FastME 2.1.6.1 (а); 

анализ ортологичной средней нуклеотидной идентичности был определён с 

помощью инструмента Orthologous Average Nucleotide Identity Tool (б) штамма 

P6PL2. 

 

3.4.2 Особенности генома G. aichiensis P6PL2 и сравнение генетических 

характеристик 

Установлено, что геном G. aichiensis P6PL2 имеет длину 5.435.824 п.н., 

объединённых в 8 скаффолдов со средним содержанием ГЦ 65,1 % и содержит 5 

279 белок-кодирующих последовательностей, 79 генов тРНК, 6 рРНК и 8 сайтов, 

кодирующих последовательности профагов (Таблица 6, Рисунок 10). Анализ 
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полноты и чистоты генома с использованием BUSCO и CheckM, показал, что 

геном P7SCH-B5 имеет 99,76 % полноту и уровень контаминации в 0,91 %. 

 

Таблица 6 – Геномные характеристики Gordonia aichiensis P6PL2 и родственных 

представителей рода Gordonia. 

 P6PL2 NBRC 

108223 

NBRC 

100414 

VH2 NBRC 

100010 

Номер доступа 

GeneBank 

PRJNA126

7753 

GCF_000332

975.1 

GCF_000248

055.1 

GCF_00

0247715.

1 

GCF_001485

495.1 

Размер генома (п.н.) 5.435.824 5.092.029 4.952.979 5.844.29

9 

5.428.634 

Содержание Г+Ц (мол. 

%) 

65,1 65,5 65,5 67 68 

Количество скафолдов 8 78 158 2 246 

Количество белок 

кодирующих генов 

5.279 4.613 4.592 5.110 4.705 

тРНК 79 48 54 57 58 

рРНК  6 3 3 9 3 

Количество 

последовательностей 

профагов 

6 2 2 4 1 
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Рисунок 10 – Круговая карта хромосомы штамма Gordonia aichiensis P6PL2. 

По направлению снаружи внутрь: первое, второе и третье кольцо отражают 

распределение генов, охарактеризованных по номенклатурам Киотской 

энциклопедии генов и геномов (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes, KEGG), 

генной онтологии (Gene ontology, GO) групп ортоголичных генов (Сluster of 

Ortologous Genes, COG) соответственно; четвёртое отражает распределение белок 

кодирующих последовательностей (БКП), предсказанных с помощью bakta; пятое 

кольцо гистограмма Г+Ц состава; шестое кольцо Г+Ц перекос (зелёный – Г %>Ц 

%, фиолетовый – Г %<Ц %); внутреннее кольцо отражает размер генома. 

 

В ходе функционального аннотирования белок кодирующих 

последовательностей с использованием номенклатуры COG установлено, что 

5.010 генов были отнесены к определённым функциональным группам, что 

составляет 94,9 % от общего числа выявленных белок кодирующих 

последовательностей (Рисунок 11). Значительная доля аннотированных генов 

1.428 (28,5 %) была отнесена к категории неизвестная функция (Рисунок 11). 

Среди генов с установленной функциональной принадлежностью 

доминирующими категориями являются транскрипция (439 генов), транспорт и 
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метаболизм аминокислот (359 генов), репликация, рекомбинация и репарация 

ДНК (329 генов), транспорт и метаболизм липидов (317 генов), производство и 

преобразование энергии (296 генов) (Рисунок 11). 

 

Рисунок 11 – Распределение генов штамма Gordonia aichiensis P6PL2 

согласно номенклатуре групп ортологичных генов (Сluster of Ortologous Genes, 

COG). 

 

С использованием инструмента BlastKOALA были охарактеризованы 3.435 

генов, распределённых по 277 категориям KEGG, что соответствует 65,07 % от 

общего числа предсказанных белок кодирующих последовательностей. 

Наибольшую долю в распределении категорий составили метаболические пути 

(846 генов), биосинтез вторичных метаболитов (401 ген), микробный метаболизм 

в различных средах (337 генов), ABC-транспортёры (142 гена), биосинтез 

кофакторов (138 генов), биосинтез аминокислот (119 генов) и углеводный обмен 

(115 генов) (Рисунок 12). 
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Рисунок 12 – Распределение 50 наиболее встречаемых категорий генов 

штамма Gordonia aichiensis P6PL2 согласно номенклатуре Киотской 

энциклопедии генов и геномов (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes, KEGG). 

 

Функциональная аннотация генов с использованием номенклатуры GO 

позволила охарактеризовать 4.317 генов, что составляет 82,8 % от общего числа 

генов. Наиболее представленным термином в подонтологии GO «биологический 

процесс», является транскрипция ДНК (274 гена), в подонтологии «клеточный 

компонент» – плазматическая мембрана (513 генов), в подонтологии 

«молекулярная функция» – связывание АТФ (468 генов) (Рисунок 13). 
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Рисунок 13 – Распределение генов штамма Gordonia aichiensis P6PL2 по 15 

наиболее встречаемых терминов согласно подноменклатурам генной онтологии 

(Gene ontology, GO). 

 

Сравнительный анализ белковых кластеров пяти штаммов рода Gordonia 

при помощи программы OrthoVen показал, что у данных штаммов имеются 2.825 
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общих белковых кластеров (Рисунок 14а). Наибольшее число общих кластеров у 

G. aichiensis P6PL2 было с G. aichiensis NBRC 108223 и составляло 3.790 

кластера. Также штамм P6PL2 имел 25 уникальных белковых кластеров (Рисунок 

14а). Характеристика уникальных кластеров по базе данных GO показала, что 

наибольшее число уникальных кластеров охарактеризовалось до биологических 

процессов (GO:0008150), наиболее интересным является кластеры, 

охарактеризованный как ответ на температурный и окислительный стресс 

(Рисунок 14б).  

 

Рисунок 14 – Сравнение генома штамма Gordonia aichiensis P6PL2 с 

наиболее близкими видами рода Gordonia. График UpSet бактериальных штамм 

G. aichiensis P6PL2, G. polyisoprenivorans VH2, G. desulfuricans NBRC_100010, G. 
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aichiensis NBRC_108223 и G. sputi NBRC_100414, построенная с использованием 

программы OrthoVenn3 (а); классификация уникальных кластеров G. aichiensis 

P6PL2 согласно номенклатуре генной онтологии (Gene ontology, GO) (б). 

3.4.3 Гены G. aichiensis P6PL2, ассоциированные со стимуляцией роста 

растений 

В геноме G. aichiensis P6PL2 был обнаружен ряд генов, ассоциированных со 

стимуляцией роста растений (ГАСР). Используя PGPT-PredPlaBase было 

обнаружено, что 39 % ГАСР относились к прямым механизмам стимуляции и 

включали 13 % генов, связанных с синтезом фитогормонов, 13 % с повышением 

биодоступности питательных веществ, 13 % биоремедиацией. Гены, косвенно 

связанные со стимуляцией роста растений, составляли 60 % из всех 

обнаруженных с помощью PGPT-Pred, при этом 25 % были связаны с 

колонизацией растительных систем, 19 % с контролем биотических и 

абиотических стрессов, 15 % с конкурентным вытеснением и 1 % со стимуляцией 

иммунного ответа растений (Рисунок 15). 

Особый интерес представляют гены биосинтеза фитогормонов, 

представленные генами биосинтеза ауксинов по IAAld пути биосинтеза 

(trpABCDES и aldAB), а также биосинтеза цитокининов, включающие 

изопентенилтрансферазу (ipt), цитохром П450 (BacCYPs) и цитокинин рибозид-5'-

монофосфат фосфорибогидролазу (yvdD), члена семейства Lonely Guy (LOG), 

который катализирует заключительный этап биосинтеза цитокининов (Таблица 7). 

Так же в геноме G. aichiensis P6PL2 представлены гены, повышающие 

биодоступность питательных веществ, а именно, гены мобилизации фосфатов 

включающие гены биосинтеза органических кислот и гены синтеза и 

регулирования щелочных фосфотаз (phoAHPSTU, ppa, ppx, pstA), 44 гена, 

участвующих в метаболизме N, 19 генов, связанных с процессом усвоения железа 

и образованием сидерофоров и гемофоров, 18 генов метаболизма серы (Таблица 

7). Помимо этого, было обнаружено 44 гена, участвующих в метаболизме N 

(Таблица 7). 
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Дополнительно, были обнаружены гены, участвующие в устойчивости к 

абиотическим стрессам. В частности, были найдены гены, ответственные за 

устойчивости к солевому и окислительному стрессу, а именно гены синтеза 

глутамата, пролина, терпеноидов и оксидоредуктаз. 

 

Рисунок 15 – Геномная характеристика Gordonia aichiensis P6PL2 на основе 

анализа PGPT-Pred PlaBase. 

 

Таблица 7 – Гены Gordonia aichiensis P6PL2, ассоциированные со стимуляцией 

роста растений. 

Функция Гены 

Биосинтез ИУК trpABCDES и aldAB 

Биосинтез цитокининов BacCYPs, ipt, miaB, hflX, yvdD и dapF 

Биосинтез ГАМК gadAB, aofH и spuC 

Биосинтез спермидина speABE 

Биосинтез 

органических кислот 

accB, aceA, gabD, gloB, ldh, lldD, lra6, mdh, metC, mhpE, mqo, 

poxB, ppdK, prpB, ptsI, sseA и ybgC 

Метаболизм N amtB, anfR, drag, fixABCJL, gdhA, glnABDE, gltBD, gluABCD, 

narGHIJKL, nifSU, nirBCDA, norQ, nosX, nreC, nrfD, 

ureABCDFG, urtA, ycgI и yifK 

Мобилизация P phoAHPSTU, ppa, ppx, pstA 
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Мобилизация K kdpABCDE и trkA 

Ассимиляция Fe dhbF, entABCEFS, hemABCDLN, hmoB, hmuO, iroC, pvdA и 

ymfEI 

Метаболизм S cysAWNKJDHSQ, sfnG, dmdBC, tauBCA, sseA и ssuED 

Устойчивость к 

осмотическому стрессу 

argBCDEHJ, atpABCDFG, dpsA, gdhB, mtnN, nadA, prdF, smpB, 

yobR и ytaB 

Устойчивость к 

окислительному 

стрессу 

dltE, dxs, gcpE, idsA, ispDEFH, katE, qor и sodC 

Биоремедиация adhP, badHI, benABCEK, chqB, dehI, dhaS, ethA, frmA, hapE, 

mdlC, mdo, mlaDEF, pcaBCDGH, pcpD, pobA, xylC и yiaY 

Синтез ЛОС acuC, budBC, butA, ilvH и pdhCD 

 

3.4.4 Фенотипическое проявление свойств G. aichiensis P6PL2, 

способствующее стимуляции роста растений 

Используя диагностические питательные среды, было установлено, что 

штамм G. aichiensis P6PL2 способен к росту на питательной среде Эшби (Таблица 

3), что указывает на его потенциальную способность к фиксации N (Рисунок 16а). 

Наличие ореола вокруг колонии на среде Пиковской указывает на способность к 

растворению неорганических фосфатов (Рисунок 16б). Однако способность 

окислять S и растворять K не была подтверждена (Рисунок 16в, г). Кроме того, 

анализ методом ВЭЖХ-МС выявил фитогормон ИУК и её предшественник индол-

3-ацетоальдегид (Рисунок 16д, е) наряду с транс-зеатином (Рисунок 16ё) в 

экстракте из бактериальной культуры G. aichiensis P6PL2. 
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Рисунок 16 – Рост Gordonia aichiensis P6PL2 на диагностических средах, 

подтверждающий способность к фиксации N (а), мобилизации P (б), мобилизации 

K (в), окисления S (г); масс-спектр индол-3-ацетоальдегида (д), масс-спектр 

индол-3-уксусной кислоты (е), масс-спектр транс-зеатина (ё). Данные масс-

спектрометрии представлены в относительной интенсивности (масса/заряд). 

Спектры, извлечённые из экстракта обозначены синим цветом, эталонные масс 

спектры красным. 

3.5 Характеристика штамм Pseudomonas sp. RA62c-B2 

3.5.1 Филогенетическая идентификация штамм Pseudomonas sp. RA62c-B2 

Филогенетический анализ показал, что штамм Pseudomonas sp. RA62c-B2 

имеет наибольшее генетическое сходство со штаммом Pseudomonas marginalis 

ICMP3553 (Рисунок 17а). Анализ филогенетического родства (ANI) и степени 

дивергенции (dDDH) с использованием восьми наиболее близких видов показал, 

что RA62c-B2 имеет наибольшее сходство с P. marginalis ICMP3553: 98,3 % ANI 
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(Рисунок 17б) и 85,4 % dDDH (Таблица 8). На основании филогенетического 

анализа (Рисунок 17а) и показателей ANI и dDDH, установлено, что RA62c-B2 

принадлежит к P. marginalis. 

 

Таблица 8 – Сравнение бактериального эндофита Pseudomonas marginalis RA62c-

B2 с представителями рода Pseudomonas, проведенное с использованием dDDH. 
Штамм dDDH (%) 

P. marginalis ICMP3553 85,4 

P. pergaminensis 1008T 42,4 

P. lurida LMG 21995 42,1 

P. azotoformans LMG 21611 40,5 

P. extremorientalis LMG 19695 40,3 

P. allii MAFF 301514 40,3 

P. simiae CCUG 50988 39,7 

P. canadensis 2-92 39,4 
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Рисунок 17 – Филогенетическое дерево, построенное на основе расстояний 

Genome BLAST Distance Phylogeny GBDP, с использованием FastME 2.1.6.1 (а); 

анализ ортологичной средней нуклеотидной идентичности штамм RA62c-B2, 

определённый с помощью инструмента Orthologous Average Nucleotide Identity 

Tool (б). 

 

3.5.2 Особенности генома P. marginalis RA62c-B2 и сравнение его 

генетических характеристик 

Геном P. marginalis RA62c-B2 состоит из 6.612.367 п.н., объединённых в 81 

скаффолдов, со средним содержанием ГЦ 60,6 % и содержит 6545 белок-

кодирующих последовательностей, 61 генов тРНК, 9 рРНК и 3 сайтов, 

кодирующих последовательности профагов (Таблица 9, Рисунок 18). Анализ 

полноты и чистоты генома показал, что геном RA62c-B2 имеет 100 % полноту и 

уровень контаминации в 0,43 %. 

 

Таблица 9 – Геномные характеристики Pseudomonas marginalis RA62c-B2 и 

родственных представителей рода Pseudomonas. 
 RA62c-B2 ICMP 3553 LMG 21995 1008T 

Номер доступа GeneBank - GCA_0308154

55.1 

GCA_00256

3895.1 

GCA_024112

395.2 

Размер генома (п.н.) 6.612.367 6.571.914 6.311.648 6.609.381 

Содержание Г+Ц (мол. %) 60,6 60,4 60,6 60,5 

Количество скафолдов 81 200 1 1 

Количество белок 

кодирующих генов 

6.545 5.807 5.621 5.876 

тРНК 61 60 60 70 

рРНК  9 4 4 16 

Количество 

последовательностей 

профагов 

3 1 2 1 
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Рисунок 18 – Круговая карта хромосомы штамма Pseudomonas marginalis 

RA62c-B2. По направлению снаружи внутрь: первое, второе и третье кольцо 

отражают распределение генов, охарактеризованных по номенклатурам Киотской 

энциклопедии генов и геномов (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes, KEGG), 

генной онтологии (Gene ontology, GO) групп ортоголичных генов (Сluster of 

Ortologous Genes, COG) соответственно; четвёртое отражает распределение белок 

кодирующих последовательностей (БКП), предсказанных с помощью bakta; пятое 

кольцо гистограмма Г+Ц состава; шестое кольцо Г+Ц перекос (зелёный – Г %>Ц 

%, фиолетовый – Г %<Ц %); внутреннее кольцо отражает размер генома. 

 

В результате функционального аннотирования генов штамма P. marginalis 

RA62c-B2 с применением номенклатуры COG охарактеризовано 6.401 ген, что 

составляет 97,8 % от общего числа выявленных генов (Рисунок 19). Среди 

аннотированных генов основную долю составляли последовательности, 

отнесённые к категории, неизвестная функция (1.562 гена) (Рисунок 19). В группе 

генов с установленной функциональной принадлежностью наибольшее число 

последовательностей приходилось на транспорт и метаболизм аминокислот (602 
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гена), транскрипцию (565 генов), транспорт и метаболизм неорганических ионов 

(415 генов), механизмы передачи сигналов (367 генов) и структуру и биогенез 

клеточной стенки (345 генов) (Рисунок 19). 

 

Рисунок 19 – Распределение генов штамма Pseudomonas marginalis RA62c-

B2 согласно номенклатуре групп ортоголичных генов (Сluster of Ortologous Genes, 

COG). 

 

По результатам функционального аннотирования по номенклатуре KEGG 

было охарактеризовано 5.957 генов, разделённых на 256 категорий. Наиболее 

часто встречающимися категориями являлись метаболические пути (1.092 гена), 

биосинтез вторичных метаболитов (441 ген), микробный метаболизм в различных 

средах (367 генов), двухкомпонентная система (275 генов) и ABC-транспортёры 

(247 генов) (Рисунок 20). 
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Рисунок 20 – Распределение 50 наиболее встречаемых категорий генов 

штамма Pseudomonas marginalis RA62c-B2 согласно номенклатуре Киотской 

энциклопедии генов и геномов (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes, KEGG). 

 

Функциональная аннотация генов с использованием номенклатуры GO 

позволила охарактеризовать 5.475 генов, что составляет 83,65 % от общего числа 

генов. Наиболее представленным термином в подонтологии GO «биологический 

процесс», является транскрипция ДНК (435 гена), в подонтологии «клеточный 

компонент» – плазматическая мембрана (911 генов), в подонтологии 

«молекулярная функция» – связывание АТФ (559 генов) (Рисунок 21). 
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Рисунок 21 – Распределение генов штамма Pseudomonas marginalis RA62c-B2 

по15 наиболее встречаемых терминов согласно подноменклатурам генной 

онтологии (Gene ontology, GO). 

 

Сравнительный анализ белковых кластеров четырёх штаммов рода 

Pseudomonas показал, что у данных штаммов имеются 4.133 общих белковых 

кластеров (Рисунок 22а). Наибольшее число общих кластеров у P. marginalis 
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RA62c-B2 было с P. lurida LMG 21995 и составляло 4.908 кластера. Также RA62c-

B2 имел 10 уникальных белковых кластеров (Рисунок 22а). Характеристика 

уникальных кластеров по онтологии GO показала, что кластеры были 

распределены на репарацию ДНК, метаболические процессы и биологический 

процесс (GO:0008150) (Рисунок 22б). 

 

 

Рисунок 22 – Сравнение генома штамма Pseudomonas marginalis RA62c-B2 

с наиболее близкими видами рода Pseudomonas. График UpSet бактериальных 

штаммов P. marginalis RA62c-B2, P. marginalis ICMP 3553, P. pergaminensis 1008T 

и P. lurida LMG 21995, построенная с использованием программы OrthoVenn3 (а); 

классификация уникальных кластеров P. marginalis RA62c-B2 согласно 

номенклатуре генной онтологии (Gene ontology, GO) (б). 

 

3.5.3 Гены P. marginalis RA62c-B2, ассоциированные со стимуляцией роста 

растений 

В геноме P. marginalis RA62c-B2 был обнаружен ряд ГАСР. Используя 

PGPT-Pred PlaBase, было обнаружено, что 31 % ГАСР относились к прямым 

механизмам стимуляции роста растений и включали 10 % генов, связанных с 



85 

 

 

синтезом фитогормонов, 13 % с повышением биодоступности питательных 

веществ, 8 % биоремедиацией. Гены, косвенно связанные со стимуляцией роста 

растений, составляли 69 % из всех обнаруженных с помощью PGPT-Pred, при 

этом 26% были связаны с колонизацией растительных систем, 20 % с контролем 

биотических и абиотических стрессов, 22 % с конкурентным вытеснением и 1 % 

со стимуляцией иммунного ответа растений (Рисунок 23). 

 

Рисунок 23 – Геномная характеристика Pseudomonas marginalis RA62c-B2 

на основе анализа PGPT-Pred PlaBase. 

Особенно интересными являются гены, отвечающие за биосинтез ИУК. В 

геноме RA62c-B2 P. marginalis они были представлены генами IAM пути iaaM 

(триптофан-2-моноксигеназа) и iaaH (индол-3-ацетил-аспарагиновая гидролаза) 

(Таблица 10), также были обнаружены гены биосинтеза цитокининов (BacCYPs, 

miaAB, fni и ispDEFU). Дополнительно были обнаружены гены, отвечающие за 

повышение биодоступности питательных элементов, а именно P (phoU и 

pstABCS), K (kdpABCDE, kup, kefCF, nhaP, chaA, mrpD и trkAH), S 

(cysAWTPNDHJIB, sfnG, iscSRUA, hscAB, fdx, iscX, dsrEF, sseA и ssuABCDE), Fe 

(fpvA, fhuA, fpuC и cntO) и N (glnA, napA и nasD) (Таблица 10). Так же гены 

биосинтеза органических кислот, таких как глюкановая кислота (pqqABCDE и 
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gcd), фумаровая кислота (aspA и fumAC), янтарная кислота (sucCD) (Таблица 10). 

Помимо этого, были обнаружены гены, способствующие устойчивости растений к 

осмотическому (betABIT, opuAA, opuAB и prop) и окислительному (katBE, sodB, 

ahpCF, msrAB и gshAB) стрессу, а также гены деградации ксилола (xylABFGHR) и 

катехольного пути (pcaGHBKRF) (Таблица 10). 

Таблица 10 – Гены ассоциированные со стимуляцией роста растений 

Pseudomonas marginalis RA62c-B2. 

Функция Гены 

Биосинтез ИУК iaaM и iaaH 

Биосинтез цитокининов BacCYPs, PpnN, miaAB, dxr, fni и ispDEFU 

Биосинтез органических кислот pqqABCDE, gcd, aspA, fumAC, sucCD и pta 

Метаболизм N glnA, napA и nasD 

Мобилизация P phoU и pstABCS 

Мобилизация K kdpABCDE, kup, kefCF, nhaP, chaA, mrpD и 

trkAH 

Ассимиляция Fe fpvA, fhuA, fpuC и cntO 

Метаболизм S cysAWTPNDHJIB, sfnG, iscSRUA, hscAB, fdx, 

iscX, dsrEF, sseA и ssuABCDE 

Устойчивость к осмотическому 

стрессу 

betABIT, opuAA, opuAB и prop  

Устойчивость к окислительному 

стрессу 

katBE, sodB, ahpCF, msrAB и gshAB 

Биоремедиация antABC, pcaGHBKRF, hcaB и xylABFGHR 

 

3.5.4 Фенотипическое проявление свойств P. marginalis RA62c-B2, 

способствующее стимуляции роста растений 

Как ранее описано (Таблица 3), используя диагностические питательные 

среды, было установлено, что штамм P. marginalis RA62c-B2 способен к росту на 

питательной среде Эшби, что указывает на его потенциальную способность к 

фиксации N (Рисунок 24а), а также наличие прозрачного ореола вокруг колонии 

на среде Пиковской и Александровского указывает на способность к растворению 
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неорганических соединений фосфора и калия (Рисунок 24б,в). Наличие ореола 

желтого цвета указывает на способность к окислению S (Рисунок 16г). Кроме 

того, анализ методом ВЭЖХ-МС выявил метаболиты триптофана индол-3-

ацетоальдегид и индол-3-карбоксальдегида (Рисунок 24д, е). Помимо этого, в 

экстракте бактериальной культуры P. marginalis RA62c-B2 были обнаружены два 

цитокинина ‒ транс-зеатин и N
6
- изопентениладенин (Рисунок 24ё, ж). 

 

 

Рисунок 24 – Рост Pseudomonas marginalis RA62c-B2 на диагностических 

средах, подтверждающий способность к фиксации N (а), мобилизации P (б), 

мобилизации K (в), окисления S (г); масс-спектр индол-3-ацетоальдегида (д), 

масс-спектр индол-3-карбоксальдегида (е), масс-спектр транс-зеатина (ё), масс-

спектр N
6
- изопентениладенина (ж). Данные масс-спектрометрии представлены в 
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относительной интенсивности (масса/заряд). Спектры, извлечённые из экстракта 

обозначены синим цветом, эталонные масс спектры красным. 

 

3.6 Характеристика штамма Pantoea sp. P7SCH-B5 

3.6.1 Филогенетическая идентификация штамма Pantoea sp. P7SCH-B5 

Филогенетический анализ штамма Pantoea sp. P7SCH-B5 выявил его 

наибольшее генетическое сходство со штаммом Pantoea agglomerans 

NBRC102470 (Рисунок 25а). Анализ, основанный на методах ANI и dDDH, с 

использованием шести наиболее близких видов, показал, что P7SCH-B5 имеет 

наибольшее сходство 98,65 % ANI, (Рисунок 25б) и 88,6 % dDDH (Таблица 11), с 

P. agglomerans NBRC 102470. На основании филогенетического анализа и 

показателей ANI и dDDH, установлено, что P7SCH-B5 принадлежит к P. 

agglomerans. 

 

Таблица 11. Сравнение Pantoea agglomerans P7SCH-B5 с представителями рода 

Pantoea, выполненное при помощи dDDH. 

Штамм dDDH (%) 

P. agglomerans NBRC102470 88,6 

P. pleuroti JZB2120015 79,2 

P. varia OV426 46,7 

P. rara WMus005 43,1 

P. hericii JZB 2120024T 42,7 

P. eucalypti LMG 24197 41,5 
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Рисунок 25 – Филогенетическое дерево, построенное на основе расстояний 

Genome BLAST Distance Phylogeny (GBDP) с помощью FastME 2.1.6.1 (а); анализ 

ортологичной средней нуклеотидной идентичности штамма P7SCH-B52, 

определенный с помощью инструмента Orthologous Average Nucleotide Identity 

Tool (б). 

3.6.2 Особенности генома P. agglomerans P7SCH-B5 и сравнение генетических 

характеристик 

Установлено, что геном P. agglomerans P7SCH-B5 имеет длину 5.011.104 

п.н., объединённых в 166 скаффолдов со средним содержанием ГЦ 60,6 % и 

содержит 4989 белок-кодирующих последовательностей, 75 генов тРНК, 10 рРНК 

и 5 сайтов, кодирующих последовательности профагов (Таблица 12, Рисунок 26). 

Анализ полноты и чистоты генома показал, что геном P7SCH-B5 имеет 100 % 

полноту и уровень контаминации в 0,36 %. 
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Таблица 12 – Геномные характеристики P. agglomerans P7SCH-B5 и родственных 

представителей рода Pantoea. 

 P7SCH-B5 NBRC 102470 JZB 2120015 

Номер доступа GeneBank - GCA_001598475.1 GCA_014156615.1 

Размер генома (п.н.) 5.011.104 4.652.040 4.883.800 

Содержание Г+Ц (мол. %) 55,1 55 60 

Количество скафолдов 166 25 37 

Количество белок 

кодирующих генов 

4.989 4.210 4.446 

 

тРНК 75 66 65 

рРНК  10 10 6 

Количество 

последовательностей 

профагов 

5 1 3 

 

Рисунок 26 – Круговая карта хромосомы штамма Pantoea agglomerans 

P7SCH-B5. По направлению снаружи внутрь: первое, второе и третье кольцо 

отражают распределение генов, охарактеризованных по номенклатурам Киотской 

энциклопедии генов и геномов (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes, KEGG), 

генной онтологии (Gene ontology, GO), групп ортоголичных генов (Сluster of 

Ortologous Genes, COG) соответственно; четвёртое отражает распределение белок 

кодирующих последовательностей (БКП), предсказанных с помощью bakta; пятое 



91 

 

 

кольцо гистограмма Г+Ц состава; шестое кольцо Г+Ц перекос (зелёный – Г %>Ц 

%, фиолетовый – Г %<Ц %); внутреннее кольцо отражает размер генома. 

 

В ходе функционального аннотирования генома штамма P. agglomerans 

P7SCH-B5 с использованием номенклатуры COG была охарактеризована большая 

часть выявленных генов (4.897), что соответствует 98,1 % от общего числа 

обнаруженных генов (Рисунок 27). Значительную долю среди аннотированных 

генов составили последовательности с неустановленной функцией (1.294 гена) 

(Рисунок 27). Среди генов с определённой функциональной принадлежностью 

наиболее представленными являются категории транскрипция (437 генов), 

транспорт и метаболизм аминокислот (391 ген), транспорт и метаболизм 

углеводов (362 гена) и механизмы передачи сигналов (276 генов) (Рисунок 27). 

 

Рисунок 27 – Распределение генов штамма Pantoea agglomerans P7SCH-B5 

согласно номенклатуре групп ортоголичных генов (Сluster of Ortologous Genes, 

COG). 
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По данным аннотирования с использованием базы данных KEGG, 

функциональную охарактеризовано 4.156 генов, распределённых по 256 

категориям. Обнаружено, что наиболее представленными категориями являются 

метаболические пути (875 генов), биосинтез вторичных метаболитов (377 генов), 

микробный метаболизм в различных средах (264 гена), ABC-транспортёры (242 

гена) и двухкомпонентная система (152 гена) (Рисунок 28). 

 

Рисунок 28 – Распределение 50 наиболее встречаемых категорий генов 

штамма Pantoea agglomerans P7SCH-B5 согласно номенклатуре Киотской 

энциклопедии генов и геномов (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes, KEGG). 

 

Аннотирование генома P. agglomerans P7SCH-B5 с использованием 

номенклатуры GO, охарактеризовало 3.720 генов. Распределение по 

подноменклатурам демонстрирует, что доминирующими терминами являются 
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транскрипция ДНК (340 гена), плазматическая мембрана (799 генов) и связывание 

АТФ (466 генов) (Рисунок 29). 

 

Рисунок 29 – Распределение генов штамма Pantoea agglomerans P7SCH-B5 

по15 наиболее встречаемых терминов согласно подноменклатурам генной 

онтологии (Gene ontology, GO). 

 

Сравнительный анализ белковых кластеров трёх штаммов рода Pantoea 

показал, что у данных штаммов имеются 3.808 общих белковых кластеров 
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(Рисунок 30а). Наибольшее число общих кластеров у P. agglomerans P7SCH-B5 

было с P. agglomerans NBRC 102470 и составляло 3.959 кластера. Также P7SCH-

B5 имел 50 уникальных белковых кластеров (Рисунок 30а). Характеристика 

уникальных кластеров по базе данных GO показала, что наибольшая часть 

кластеров относится к оксидредуктазой активности и связыванию нуклеиновых 

кислот (Рисунок 30б). 

 
Рисунок 30 – Сравнение генома штамма Pantoea agglomerans P7SCH-B5 с 

наиболее близкими видами рода Pantoea. График UpSet бактериальных штаммов 

P. agglomerans P7SCH-B5, P. agglomerans NBRC 102470 и P. pleuroti JZB 2120015, 

построенная с использованием программы OrthoVenn3 (а); классификация 

уникальных кластеров P. agglomerans P7SCH-B5 согласно номенклатуре генной 

онтологии (Gene ontology, GO) (б). 
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3.6.3 Гены P. agglomerans P7SCH-B5, ассоциированные со стимуляцией роста 

растений 

В геноме P. agglomerans P7SCH-B5 был обнаружен ряд ГАСР. Используя 

PGPT-Pred PlaBase, было обнаружено, что 28 % ГАСР относились к прямым 

механизмам стимуляции роста растений и включали 9 % генов, связанных с 

синтезом фитогормонов, 12 % с повышением биодоступности питательных 

веществ, 7 % биоремедиацией. Гены, косвенно связанные со стимуляцией роста 

растений, составляли 72 % из всех обнаруженных с помощью PGPT-Pred, при 

этом 28 % были связаны с колонизацией растительных систем, 20 % с контролем 

биотических и абиотических стрессов, 23 % с конкурентным вытеснением и 1 % 

со стимуляцией иммунного ответа растений (Рисунок 31).  

 

Рисунок 31 – Геномная характеристика на основе анализа PGPT-Pred. В 

результате анализа PGPT-Pred PlaBase в геноме Pantoea agglomerans P7SCH-B5. 

 

Выявлено, что геном P7SCH-B5 содержит гены двух путей биосинтеза ИУК, 

а именно IAM (iaaH) и IPyA (ipdC). Дополнительно гены повышения 

биодоступности питательных элементов, устойчивости к осмотическому и 

окислительному стрессу, а также гены биоремедиации (Таблица 13).  
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Таблица 13 – Гены Pantoea agglomerans P7SCH-B5, ассоциированные со 

стимуляцией роста растений. 
Функция Гены 

Биосинтез ИУК aroFGH, ipdC и iaaH  

Биосинтез цитокининов BacCYPs, miaAB, dxr, ipt, ispDE 

Биосинтез органических 

кислот 

pqqABCDE, gcd, pta, ackA, pflB, aspA, fumAC и sucCD 

Метаболизм N glnA, gltDEK и narAGHIJ 

Мобилизация P phoBR и pstABC 

Мобилизация K kdpABCDE, kup, trkAH, kefCF, nhaP, cvrA и chaA  

Ассимиляция Fe fepABCDG, fhuABCDE и entABCEF 

Метаболизм S cysAPTWDNCHIJKME, msuD, sfnG, tauABD, tusABCDE и 

ssuABCDE 

Устойчивость к 

осмотическому стрессу 

betABIT, proVWX и otsAB 

Устойчивость к 

окислительному стрессу 

ahpCF, katEG, trxAB и sodAC 

Биоремедиация atzEF, hcaBDR и xylABFGHR 

 

3.6.4 Фенотипическое проявление свойств P. agglomerans P7SCH-B5, 

способствующее стимуляции роста растений 

Используя диагностические питательные среды, было установлено, что 

штамм P. agglomerans P7SCH-B5 способен к росту на питательной среде Эшби 

(Таблица 3), что указывает на его потенциальную способность к фиксации N 

(Рисунок 32а). Наличие прозрачного ореола вокруг колонии на среде Пиковской и 

Александровского указывает на способность P7SCH-B5 к растворению 

неорганических соединений P и K (Рисунок 32 б, в). Наличие ореола желтого 

цвета указывает на способность к окислению S (Рисунок 20г). Кроме того, анализ 

экстракта P. agglomerans P7SCH-B5 методом ВЭЖХ-МС выявил метаболиты 

триптофана индол-3-ацетоальдегид и индол-3-карбоновую кислоту (Рисунок 32 д, 

е), а также цитокинин ‒ N
6
- изопентениладенин (Рисунок 32 ё). 
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Рисунок 32 – Рост Pantoea agglomerans P7SCH-B5 на диагностических 

средах, подтверждающий способность к фиксации N (а), мобилизации P (б), 

мобилизации K (в), окислению S (г); масс-спектр индол-3-ацетоальдегида (д), 

масс-спектр индол-3-карбоновой кислоты (е), масс-спектр N
6
- 

изопентениладенина (ё). Данные масс-спектрометрии представлены в 

относительной интенсивности (масса/заряд). Спектры, извлечённые из экстракта 

обозначены синим цветом, эталонные масс спектры красным. 
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ГЛАВА 4. ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ 

Изучение бактериального сообщества V. amurensis представляет особый 

интерес, поскольку данный вид обладает уникальными адаптивными свойствами, 

включая исключительную холодоустойчивость позволяющую переносить 

температуры до - 40 °C, а также устойчивость к ряду опасных заболеваний 

винограда, таких как мучнистая роса, белая гниль и антракноз (Wu et al., 2010; 

Liu, Li, 2013). Эти особенности делают V. amurensis ценным объектом для поиска 

и изучения полезных микроорганизмов. 

Относительно недавно появились данные о таксономической структуре и 

составе бактериального сообщества V. amurensis (Aleynova, Nityagovsky, Kiselev, 

2021; Aleynova et al., 2022a, 2023a, 2023b), а также данные о влиянии эндофитных 

бактерий на синтез стильбенов в культурах клеток V. amurensis (Aleynova et al., 

2021). Помимо этого, описан штамм Bacillus velezensis AMR25, обладающий 

антагонистической активностью против ряда фитопатогенов (Ananev et al., 2024). 

В ходе данной работы были дополнены данные о свойствах штамма, показано, 

что AMR25 потенциально способен увеличивать биодоступность питательных 

элементов таких как N и P, а также синтезировать ИУК (Таблица 3). 

В ходе исследования из тканей визуально здоровых лиан V. amurensis было 

выделено 104 эндофитных бактериальных изолята. Скрининг на наличие 

ключевых механизмов, ассоциированных с ростостимулирующими свойствами, 

такими как фиксация N, мобилизация P и K, окисление S и синтез ИУК выявил 

ряд перспективных бактериальных изолятов (Рисунок 1).  

Наиболее часто встречающейся способностью среди выделенных изолятов 

оказалась фиксация атмосферного N2, хотя для окончательного подтверждения 

требуется анализ активности нитрогеназы и наличие nif-оперона (Sepp et al., 2023; 

Shi et al., 2023). Частота встречаемости азотофиксирующих бактерий среди 

изолятов, выделенных из V. amurensis, находится в диапазоне, сопоставимом с 

показателями ранее описанными для других дикорастущих видов растений и 

составляет около 30–50 % от общего числа изолятов (Mukherjee et al., 2017; Tian 

et al., 2023; Fei et al., 2025). Высокая доля изолятов, потенциально способных к 
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фиксации атмосферного N2, может отражать адаптацию V. amurensis к 

произрастанию на склонах холмов и вдоль оврагов, где почвы часто 

характеризуются низким содержанием доступного N (Chen, Ching, 1924). 

Способность к солюбилизации неорганических фосфатов была выявлена у 25 % 

изолятов (Рисунок 1б), что является более низким показателем чем в других 

исследованиях, где такую активность проявляли около 59-90 % эндофитных 

микроорганизмов, выделенных из растений кактусов, клубники, подсолнечника и 

сои (Forchetti et al., 2007; Puente, Li, Bashan, 2009; Mei et al., 2021; Moura de et al., 

2022; Silvestrini et al., 2023). Способность к мобилизации калия встречалась реже 

около 8 % от общего числа (Рисунок 1б). Более низкая частота встречаемости 

калий мобилизующих бактерий по сравнению с фосфат-солюбилизирующими 

является общей закономерностью для растений (Ahmad et al., 2016; Gao, Xu, 

Uwiringiyimana, 2025). Способность к окислению серы, обычно описывается для 

свободно живущих хемолитотрофных бактерий, каких как Acidithiobacillus (Wang 

et al., 2019; Ibáñez et al., 2023). Полученные нами данные расширяют 

представления о распространённости этого свойства среди эндофитных бактерий. 

Способность к синтезу ИУК была выявлена у 9 бактериальных изолятов V. 

amurensis (Рисунок 1б), частота встречаемости продуцентов ауксинов варьируется 

в широком диапазоне в зависимости от условий выделения, состава питательной 

среды и метода детекции (Khianngam et al., 2023; Devi et al., 2025; Meza et al., 

2025). Низкая частота встречаемости продуцентов ауксинов может объясняться 

выбранными условиями выделения эндофитных бактерий. Тем не менее, важно 

отметить, что выявленные продуценты ауксинов принадлежат к родам, ранее 

охарактеризованным как продуценты ауксинов Bacillus, Pseudomonas, Pantoea, 

Agrobacterium, Erwinia, Curtobacterium, Xanthomonas, Gordonia и Sphingomonas 

(Kutáček, Rovenská, 1991; Iqbal, Hasnain, 2013; Ahmad et al., 2014; Kayasth, Kumar, 

Gera, 2014; Mayer, Dörr de Quadros, Fulthorpe, 2019; Wagi, Ahmed, 2019; Luziatelli 

et al., 2020; Batista et al., 2021; Park et al., 2021; Schillaci et al., 2022; Mazoyon et al., 

2023; Melini et al., 2023; Rangel et al., 2025). 
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Другим из ключевых фактором, определяющих эффективность применения 

микроорганизмов в качестве стимуляторов роста, является их способность к 

колонизации растения-хозяина. Способность к колонизации штаммов 

оценивалась с помощью метабаркодирования V3-V4 региона 16S рРНК и 

количественным ПЦР-РВ на модельном растении A. thaliana. Из 9 исследуемых 

штаммов 7 успешно колонизировали растения, о чём свидетельствует 

значительное увеличение числа ASV, соответствующих родам бактериальных 

штаммов (Рисунок 2). Важно отметить, что G. aichiensis P6PL2 так же 

продемонстрировал способность к колонизации (увеличение числа ASV в 240 раз) 

(Рисунок 2). Насколько нам известно, это одно из первых сообщений о 

эффективной колонизации A. thaliana представителем рода Gordonia. Ранее 

сообщалось что G. terrae KMP456-M40 колонизировала корни риса (Soldan et al., 

2019). 

Интереса заслуживает тот факт, что штаммы Pantoea agglomerans P7SCH-

B5 и Erwinia sp. R8SCh-B3 не смогли колонизировать A. thaliana (Рисунок 2,3в). 

Известно, что P. agglomerans широко распространена как эндофит многих 

растений, включая рис, пшеницу, цитрусовые и др. (Feng et al., 2003; Andreote et 

al., 2008; Quecine et al., 2012; Cherif-Silini et al., 2019). Однако колонизация A. 

thaliana этим видом может быть ограничена, что может быть обусловлена 

генотипом исследуемого растения (Müller et al., 2015; Liu et al., 2017). Что 

касается Erwinia sp. R8SCh-B3, многие представители данного рода являются 

фитопатогенами (Eastgate, 2000; Piqué et al., 2015; Ramachandran, Manaf, Zakaria, 

2015; Tao et al., 2023) и их способность к колонизации растений может быть 

ограничена механизмами иммунитета растений. 

Инокуляция штаммами Agrobacterium sp. R8SCh-B12, Curtobacterium sp. 

P7SA-B3 и G. aichiensis P6PL2 привела к значительному снижению альфа-

разнообразия микробиома A. thaliana (Рисунок 3,4). В микобиоме A. thaliana 

инокуляция бактериальными штаммами приводила к снижению ASV родов 

Penicillium и Naganishia и увеличению относительной представленности рода 

Fusarium (Рисунок 4в). Поскольку представители рода Fusarium часто являются 
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фитопатогенами (Arie, 2019; Beccari, Hao, Liu, 2022; Stępień, 2023), увеличение их 

численности может быть нежелательным эффектом, требующим дальнейшего 

изучения. Однако отсутствие видимых симптомов заболевания, позволяет 

предположить, что увеличение численности Fusarium не достигало патогенного 

уровня. 

Важно отметить, что способность к колонизации растений не всегда 

коррелирует с положительным влиянием на его рост. Так на начальном этапе 

развития все исследуемые штаммы вызывали замедление роста гипокотиля и 

корня A. thaliana. Длина гипокотиля уменьшалась в 1,1 - 2,9 раза, а длина корня в 

8-9 раз по сравнению с контрольными растениями (Рисунок 5). Однако после 

пересадки проростков в горшки к 30-дню развития у растений, инокулированных 

G. aichiensis P6PL2 и Sphingomonas sp. RA62c-B5, диаметр розетки A. thaliana 

увеличивался в 1,2-1,4 раза, а свежая и сухая биомасса увеличивалась в 1,5-1,8 раз 

выше, чем у контроля (Рисунок 5). Подобное явление можно объяснить высокой 

бактериальной нагрузкой, которую растение воспринимает как стрессовый 

фактор, что приводит к активации защитных реакций и временному торможению 

роста (Wang, Wang, 2014; Liu et al., 2025). Также некоторые ауксин-

продуцирующие бактерии могут ингибировать развитие корней за счёт высокой 

продукции ИУК (Glick, 2012).  

В отличие от A. thaliana, инокуляция O. sativa штаммами G. aichiensis 

P6PL2, P. marginalis RA62c-B2 и P. agglomerans P7SCH-B5 не вызывала 

значительного замедления роста на начальных этапах. На 7-й день после 

инокуляции G. aichiensis P6PL2 привела к увеличению длины коря на 12,9 %, а P. 

marginalis RA62c-B2 на 10 % (Рисунок 7в). К 30-му дню положительный эффект 

усилился: длина стебля увеличивалась на 7,5-25,5 %, длина корня на 12,9 %-24,1 

%, сухая масса стебля на 18-44,2 %, сухая масса корня на 37-63,8 % (Рисунок 8). 

Наиболее выраженный эффект показал штамм P. marginalis RA62c-B2, 

увеличивающий сухую массу корней на 63,8 % и сухую массу стеблей на 44,2 % 

(Рисунок 8в, г). Полученные результаты сопоставимы с данными, полученными с 
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использование других эндофитных бактерий (Tu et al., 2024; Alghamdi et al., 2025) 

и превосходят некоторые почвенные бактерии (Wang et al., 2025). 

Различия в морфометрических показателях A. thaliana и O. sativa на 

инокуляцию бактериальными штаммами V. amurensis могут быть связаны с 

несколькими факторами. Во-первых, принадлежность к разным семействам, а 

именно A. thaliana относится к крестоцветным с принципиально иной 

физиологией и механизмом иммунитета по сравнению со злаками (Hudson et al., 

2024). Во-вторых ‒ это условия инокуляции семян и проращивания проростков: 

культивирование семян A. thaliana на питательной среде MS совместно с 

бактериальными штаммами V. amurensis, вероятно, усиливало стресс от 

бактериальной нагрузки.  

Исследование полных геномов G. aichiensis P6PL2, P. marginalis RA62c-B2 

и P. agglomerans P7SCH-B5 показало наличие множества генов, отвечающих за их 

ростостимулирующий потенциал. Для каждого штамма была собрана и 

аннотирована геномная последовательность, а также проведён филогенетический 

анализ, дополненный данными о ANI и dDDH, что позволило точно определить 

их таксономическое положение (Рисунок 9, 17, 25). 

Геномные последовательности штаммов содержали гены биосинтеза 

фитогормонов, в том числе акусинов у G. aichiensis P6PL2 (trpABCDES и aldAB), 

P. marginalis RA62c-B2 (iaaM и iaaH) и P. agglomerans P7SCH-B5 (aroFGH, ipdC 

и iaaH) (Таблица 7,10,13). Это хорошо согласуется с результатами первичного 

скрининга (Таблица 3). Однако данные ВЭЖХ-МС подтвердили наличие ауксина 

только у G. aichiensis P6PL2, а также его предшественника индол-3-

ацетоальдегида (Рисунок 16д, е), что указывает на реализацию биосинтеза ИУК 

по IAAld пути (McClerklin et al., 2018). Положительный результат синтеза ИУК, 

полученный при первичном скрининге (Таблица 3), может быть обусловлен 

присутствием у P. marginalis RA62c-B2 и P. agglomerans P7SCH-B5 других 

продуктов метаболизма триптофана (Рисунок 24, 32), а также недостаточной 

специфичностью метода Сальковского для определения наличия ауксинов 

(Guardado-Fierros et al., 2024). Способность к синтезу ауксинов ранее была 
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показана у многих бактериальных родов, включая Azotobacter, Azospirillum, 

Bacillus, Enterobacter, Mycobacterium, Pseudomonas, Rahnella и др. (García-Tabares 

et al., 1987; Molina et al., 2018; Karmakar et al., 2021; Chang et al., 2024). В то же 

время сведения о продукции ауксинов представителями рода Gordonia крайне 

ограничены и единственным известным сообщением является описание Gordonia 

sp. JPA2, обладающего способностью синтезировать ИУК и стимулировать рост 

просо Cenchrus americanus (Kayasth, Kumar, Gera, 2014). 

Кроме того, геномы исследуемых штаммов бактерий содержали гены, 

ответственные за биосинтез цитокининов ‒ G. aichiensis P6PL2 содержал гены ipt, 

BacCYPs, miaB, hflX, yvdD и dapF, P. marginalis RA62c-B2 ‒ гены BacCYPs, PpnN, 

miaAB, dxr, ipt, fni и ispDEFU и P. agglomerans P7SCH-B5 ‒ гены BacCYPs, miaAB, 

dxr, ipt, ispDE (Таблица 7,10,13). Способность к биосинтезу цитокининов 

бактериальными штаммами V. amurensis была подтверждена результатами 

ВЭЖХ-МС: экстракты G. aichiensis P6PL2 и P. marginalis RA62c-B2содержали 

транс-зеатина и P. marginalis RA62c-B2 и P. agglomerans P7SCH-B5 содержали 

N
6
- изопентениладенин (Рисунок 16, 24, 32). Предположительно, биосинтез 

цитокининнов у всех штаммов осуществляется по пути de novo из свободных 

нуклеотидов, поскольку выявленные наборы генов у исследуемых штаммов 

недостаточны для синтеза через распад тРНК (Таблица 7,10,13) (Frébortová, 

Frébort, 2021). Это подтверждается наличием всех исследуемых штаммов генов 

изопентенилтрансферазы (ipt) и цитохрома П450 (BacCYPs) (Таблица 7,10,13). 

Однако гены семейства LOG, отвечающие за финальный этап биосинтеза 

цитокининов, были обнаружены только у штаммов G. aichiensis P6PL2 (yvdD) и P. 

marginalis RA62c-B2 (PpnN) (Таблица 7,10). Несмотря на отсутствие данного гена 

у P. agglomerans P7SCH-B5, наличие цитокинина в культуральном экстракте 

указывает на способность данного штамма к синтезу цитокининов (Рисунок 24). 

Способность синтезировать цитокинины ранее описана у представителей родов 

Pseudomonas и Pantoea (Großkinsky et al., 2016; Frébortová, Frébort, 2021), тогда 

как для рода Gordonia настоящее исследование является первым сообщением о 

синтезе цитокининов. 
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В геноме всех штаммов были обнаружены гены продукции органических 

кислот (Таблица 7,10,13), участвующих в растворении неорганических фосфатов, 

что коррелирует с данными первичного скрининга (Таблица3, Рисунок 12,16,20). 

Однако, способность к солюбилизации K отсутствовала у штамма G. aichiensis 

P6PL2 (Таблица 3), несмотря на то что механизмы схожи с солюбилизацией 

фосфатов. Наличие генов метаболизма серы, так же не коррелировали с наличием 

способности к её окислению, поскольку в геноме G. aichiensis P6PL2 обнаружено 

множество генов метаболизма S (Таблица 7), но способность к окислению 

отсутствовала (Таблица 3).  

Обратный результат обнаружен с генами метаболизма N, полный nif-оперон 

не обнаружен ни у одного из исследуемых бактериальных штаммов (Таблица 

7,10,13), но в ходе экспериментов у этих трех исследуемых штаммов наблюдался 

рост на без азотной среды Эшби (Таблица 3). Отсутствие полного nif-оперона при 

росте на среде Эшби свидетельствует о реализации альтернативных механизмов 

ассимиляции азота. Стоит отметить, что у штамма G. aichiensis P6PL2 такой 

механизм, вероятно, базируется на восстановлении нитрата до аммония за счёт 

активности нитрат- и нитритредуктаз, что подтверждается наличием гена 

мембранной нитрат редукцтазы (narGHIJKL) (Таблица 7) (Zhu et al.).  

Также представляет интерес наличие у штаммов генов, связанных с 

устойчивостью к окислительному (katBE, sodB, ahpCF, msrAB и gshAB) и 

осмотическому (betABIT, opuAA, opuAB и prop) стрессам, а также генов, 

участвующих в процессах биоремедиации (Таблица 7,10,13). Способность 

повышать устойчивость к абиотическим стрессовым факторам ранее была 

описана для представителей исследуемых родов Pseudomonas и Pantoea (Cherif-

Silini et al., 2019; Abulfaraj, Jalal, 2021), а для рода Gordonia также характерно 

широкое распространение свойств, связанных с биоремедиацией (Kayasth, Kumar, 

Gera, 2014; Silva et al., 2019; Lin et al., 2024b). Наличие этих генов создаёт основу 

для дальнейших исследований, направленных на изучение влияния бактерий G. 

aichiensis P6PL2, P. marginalis RA62c-B2 и P. agglomerans P7SCH-B5 в 



105 

 

 

повышении устойчивости растений к неблагоприятным условиям окружающей 

среды. 

Таким образом, исследуемые штаммы бактерий винограда V. amurensis 

могут быть основой для создания биопрепаратов для стимуляции роста растений, 

за счет их молекулярно-биологических особенностей. На сегодняшний день, 

коммерчески биопрепараты на основе P. agglomerans уже активно применяются в 

практике защиты растений, в том числе препараты на основе штаммов C9-1 и 

E325 известных под торговыми названиями BlightBan C9-1 и Bloomtime, данные 

препараты используются для повышения устойчивости растений к различным 

патогенам (Canada. Pest Management Regulatory Agency, 2007; U.S. Environmental 

Protection Agency, 2009) Однако информации о коммерчески доступных 

биопрепаратах, основанных на G. aichiensis и P. marginalis нами не было 

обнаружено.  
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

Впервые проведён комплексный скрининг ростостимулирующих свойств 

эндофитных бактерий V. amurensis, выделены и охарактеризованы штаммы G. 

aichiensis P6PL2, P. marginalis RA62c-B2 и P. agglomerans P7SCH-B5, 

обладающие высоким ростостимулирующим потенциалом. Используя 

полногеномное секвенирование и масс-спектрометрию, выявлены генетические и 

метаболические факторы ростостимулирующих свойств, включая гены 

биосинтеза ауксинов и цитокининов, мобилизации питательных элементов, 

устойчивости к стрессам и биоремедиации. Показано, что инокуляция риса этими 

штаммами приводит к значительному увеличению длины и биомассы растений.  

Наиболее перспективным бактериальным штаммом для увеличения роста 

риса является P. marginalis RA62c-B2, увеличивающий сухую массу корней и 

стеблей на 63,8 % и 44,2 % соответственно. Полученные результаты расширяют 

представление о функциональном потенциале бактериального сообщества 

V. amurensis и создают научную основу для разработки новых эффективных 

биопрепаратов на основе бактерий винограда для устойчивого растениеводства.  
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ВЫВОДЫ 

1. Среди 104 проанализированных бактериальных изолятов 

дикорастущего винограда V. amurensis 9 штаммов: Agrobacterium sp. R8SCh-B12, 

Bacillus velezensis AMR25, Curtobacterium sp. P7SA-B3, Gordonia sp. P6PL2, 

Pseudomonas sp. RA62c-B2, Sphingomonas sp. RA62c-B5 и Xanthomonas sp. R7SCh-

B6, обладают не менее чем двумя ростостимулирующими детерминантами, 

включая биосинтез ИУК.  

2. Бактериальные штаммы винограда Agrobacterium sp. R8SCh-B12, 

Bacillus velezensis AMR25, Curtobacterium sp. P7SA-B3, Gordonia sp. P6PL2, 

Pseudomonas sp. RA62c-B2, Sphingomonas sp. RA62c-B5 и Xanthomonas sp. R7SCh-

B6 успешно колонизируют модельное растение A. thaliana. При этом инокуляция 

штаммами Agrobacterium sp. R8SCh-B12, Curtobacterium sp. P7SA-B3 и Gordonia 

sp. P6PL2 достоверно снижает альфа-разнообразие бактериального сообщества 

A. thaliana. 

3. Инокуляция семян A. thaliana штаммами Gordonia sp. P6PL2 и 

Sphingomonas sp. RA62c-B5 сопровождалась наиболее выраженным 

ростостимулирующим эффектом, при котором биомасса 30-дневных растений 

увеличилась 1,5-1,8 раза. Инокуляция O. sativa эндофитными бактериями 

Gordonia sp. P6PL2, Pseudomonas sp. RA62c-B2 и Pantoea sp. P7SCH-B5 

достоверно увеличивает длину побегов и корней, а также накопление сухой 

биомассы риса. Наиболее выраженный ростостимулирующий эффект выявлен у 

штамма Pseudomonas sp. RA62c-B2, увеличившего сухую массу корней и стеблей 

на 63,8 % и 44,2 % соответственно. 

4. Молекулярно-генетический анализ позволил установить видовую 

принадлежность штаммов P6PL2, RA62c-B2 и P7SCH-B5 как Gordonia aichiensis, 

Pseudomonas marginalis и Pantoea agglomerans соответственно. Выявлены 

генетические детерминанты, ответственные за ростостимулирующее действие 

штаммов G. aichiensis. P6PL2, P. marginalis. RA62c-B2 и P. agglomerans P7SCH-

B5, обусловленные наличием генов биосинтеза цитокининов и мобилизацией 

элементов питания, таких как P и K. Так же в геноме G. aichiensis P6PL2 
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обнаружены гены биосинтеза ИУК по IAAld пути и ассимиляции N. С помощью 

ВЭЖХ-МС в экстрактах подтверждена продукция ауксинов (ИУК) и цитокининов 

(транс-зеатина и N
6
-изопентениладенина).  
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