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В  жизнедеятельности растений важная роль 
принадлежит непатогенным эндофитным бакте-
риям, поселяющимся в растениях и вступающим 
с ними в мутуалистические взаимоотношения [1–
4]. Со стороны растений осуществляется регуляция 
локализации и численности эндофитных бактерий 
в пределах растительного организма, а со стороны 
эндофитных бактерий – биоконтроль колонизации 
растений не только патогенными микроорганизма-
ми, но и насекомыми [3].

Особый интерес вызывают исследования вза-
имодействия эндофитных ненодулирующих и но-
дулирующих видов бактерий при формировании 
бобово-ризобиальных симбиозов [4–5]. Считают, 
что поселяющиеся в клубеньках неризобиальные 
эндофитные бактерии способствуют функциони-
рованию азотфиксирующей системы, обеспечи-
вая улучшение минерального питания и  синтез 

биологически активных соединений [7]. По спи-
скам приведенных в публикациях [1, 4, 6, 8] в чис-
ле таксонов эндофитных бактерий, встречающих-
ся в тканях бобовых культур, насчитывается более 
30 неризобиальных родов.

Временным хранилищем эндофитных бактерий 
можно рассматривать семена [8]. После прораста-
ния семян эндофитные бактерии перемещаются 
в развивающиеся органы проростков. Далее они 
могут проникать из тканей растения во внешнюю 
среду, что было зафиксировано у проростков горо-
ха, полученных из поверхностно обеззараженных 
семян [9]. Проведенные исследования позволили 
установить, что эндофитные бактерии, аккумули-
рованные в семенах гороха, по мере роста появ-
ляющихся проростков через корни проникают во 
внешнюю среду, где размножаются и  по-разно-
му способны взаимодействовать с ризосферными 
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бактериями, включая нодулирующие корни гороха 
ризобии. Установлено, что взаимодействия обсуж-
даемых эндофитных бактерий с ризобиями не вы-
зывают изменений в их составе и, таким образом, 
благоприятны для размножения последних в ри-
зосфере гороха [9].

У  выращенных в  асептических условиях про-
ростков в водной среде, куда на 1 сут помещали 
их корни, было обнаружено 6 штаммов бактерий 
[9]. Для данных штаммов исследованы некоторые 
морфологические показатели, получены данные 
о  неоднозначности их взаимодействия с  разны-
ми видами ризосферных бактерий и способности 
деградировать нафталиновые структуры с образо-
ванием фталатов. При этом не были определены 
механизмы перемещения этих бактерий из тканей 
корня во внешнюю среду для выхода эндофитных 
бактерий из корней в ризосферу и не установлена 
их таксономическая принадлежность.

Выявленные штаммы, неоднозначно взаимо-
действуя с другими видами почвенных бактерий 
[9], вероятно, способны вносить изменения в со-
став почвенного микробиома путем воздействия 
на другие виды бактерий посредством синтезиру-
емых ими метаболитов. В частности, в числе тако-
вых – фталаты, которые образуются в их клетках 
при деградации полициклических соединений. Это 
свойство бактерий было описано в работе [9]. Было 
показано, что все 6 штаммов способны деградиро-
вать N-фенил‑2-нафтиламин – один из представи-
телей полициклических ароматических углеводо-
родов (ПАУ), присутствующий в корневых экссу-
датах бобовых культур, с образованием фталатов 
[10]. При этом штаммы отличались по активности 
деградации указанного соединения и по соотно-
шению образовавшихся при этом видов фталатов. 
Известно, что фталаты, в зависимости от структу-
ры входящих в их состав алкильных группировок, 
связанных эфирной связью с фталевой кислотой, 
неоднозначно влияют на жизнедеятельность раз-
ных видов бактерий [11].

В литературе присутствуют, в основном, описа-
ния путей и механизмов проникновения эндофит-
ных бактерий в растения [4, 8, 5]. Эти бактерии 
попадают в растения преимущественно через кор-
невую систему из почвы и, отчасти, через устьица, 
и могут продвигаться далее по апопласту и сосудам 
растений. Проникновению данных бактерий в рас-
тительные ткани могут способствовать разрывы 
в эпидермисе, а также имеющиеся у этих бактерий 
гидролитические ферменты. В корни бобовых рас-
тений ненодулирующие эндофитные бактерии мо-
гут проникать через корневые волоски совместно 
с ризобиями [7].

Цель настоящей работы – идентификация 
штаммов бактерий, выделенных из водной среды 
роста корней проростков гороха, определение на-
личия у этих бактерий гидролитических ферментов 

для перемещения из корневых тканей во внешнюю 
среду и выяснение их способности оказывать вли-
яние на рост растения, посредством продуцирова-
ния индолил-уксусной кислоты (ИУК).

МЕТОДИКА

Изоляция штаммов бактерий. Культуры бактерий 
выделяли из водной среды, куда помещали корни 
проростков гороха (Pisum sativum L.) сорта Торсдаг, 
выращенных из поверхностно стерилизованных 
семян [9].

Колонии эндофитных бактерий получали на 
твердой агаризованной среде, приготовленной 
на гороховом отваре как описано в работе [9], на 
которую наносили содержащую бактерии водную 
суспензию из сосуда, где находились корни про-
ростков. Бактерии из одиночных колоний неод-
нократно пересевали на новые твердые среды до 
получения однотипных по внешнему виду коло-
ний и содержащихся в них клеток. Полученные та-
ким образом культуры бактерий использовали для 
исследований.

Определение соотношения количества бакте-
рий, содержащихся на поверхности корней и в тка-
нях у проростков гороха. Объектами исследования 
служили этиолированные проростки гороха сорта 
Торсдаг. Поверхностную стерилизацию семян, ис-
пользуемых для исследования эндофитных бак-
терий, проводили в 3 этапа, по схеме, описанной 
в  работе [9]. По этой схеме, семена промывали 
мыльным раствором, затем помещали на 10 мин 
в 95%-ный этанол, а после отмывания – на 30 мин 
в 3%-ный раствор пероксида водорода. После каж-
дого вида обработки семена 3-кратно отмывали 
стерильной водой. Для контроля эффективности 
стерилизации на твердую агаризованную среду на-
носили небольшие количества смывных вод, полу-
ченных после третьего промыва семян, обработан-
ных перекисью, либо на такую же среду помещали 
семена (на 2 ч). Затем в течение 2–3 сут проводился 
просмотр поверхности сред. Отсутствие на средах 
бактериальных колоний служило подтверждением 
эффективности проведенной поверхностной сте-
рилизации семян.

Отмытые от раствора пероксида семена зали-
вали стерильной водой нагретой до 60°C. После 
охлаждения воды до комнатной температуры се-
мена помещали в термостат на 6–7 ч для набуха-
ния. Далее семена раскладывали на влажную филь-
тровальную бумагу в чашках Петри для получения 
трехсуточных проростков. Рост проростков про-
ходил в термостате с температурой 21°C и при от-
сутствии освещения. Набухание семян, рост про-
ростков, процедуры, проводимые с проростками, 
происходили в строго соблюдаемых асептических 
условиях. У проростков отделяли корни, которые 
делили на 2 группы. В одну группу входили корни, 
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которые промывали детергентом (0.01% нонидет 
P‑40) для удаления с их поверхности бактерий, во 
вторую группу входили необработанные детерген-
том корни. После обработки детергентом корни 
3-кратно промывали стерильной водой и полноту 
отмывки от бактерий контролировали после нане-
сения небольшого количества последних смывных 
вод на твердую агаризованную среду.

Небольшие навески корней (1–2 г) каждой из 
групп растирали до кашицы в керамической ступ-
ке, заливали небольшим объемом стерильной воды, 
перемешивали, и полученные суспензии в разных 
разведениях наносили для выращивания бактерий 
на твердые агаризованные среды, которые гото-
вили на гороховом отваре с сахарозой в качестве 
источника углерода по [9]. Количество бактерий 
рассчитывали на 1 г сырой массы корня.

Исследование морфолого-культуральных призна-
ков штаммов бактерий. Изучали морфолого-куль-
туральные показатели для колоний и клеток, тип 
реакции по Граму. Морфологические показатели 
для колоний бактерий получали при выращива-
нии их на твердой агаризованной среде, приготов-
ленной на гороховом отваре, как описано в рабо-
те [9], и на агаризованной среде Эшби. Изучение 
формы и размеров клеток при помощи инверти-
рованного микроскопа “Axio Observer” (“Carl Zeiss 
Microscopy”, Германия) проводили, используя су-
спензии бактерий, взятых из отдельных колоний 
и окрашенных по Граму.

Молекулярно-генетическая идентификация штам-
мов. Идентификацию проводили с помощью ана-
лиза гена 16S рРНК. Тотальную ДНК из суточных 
культур микроорганизмов выделяли с  помощью 
набора ExtractDNA (“Евроген”, Москва) в соот-
ветствии с  инструкциями производителя. Гены 
16S рРНК были амплифицированы с  использо-
ванием универсальных прокариотических прай-
меров: 16S‑9F (5'-GAGTTTGATCCTGGCTCAG), 
16S‑1512R (5'-ACGGCTACCTTGTTACGACTT). 
ПЦР проводилось с помощью коммерческого на-
бора БиоМастер HS-Taq ПЦР-Color (2x), оптими-
зированного для ПЦР с горячим стартом согласно 
инструкциям производителя (“Евроген”, Москва).

Условия ПЦР: предварительная денатурация 
95°C 4 мин. Денатурация 95°C 1 мин, отжиг 55°C 
1 мин, элонгация 72°C 1.5 мин, 30 циклов. Фи-
нальная элонгация 72°C 5 мин. Детекция результа-
тов ПЦР осуществлялась методом электрофореза 
в  1.5% агарозном геле. Выделение и  очистка ам-
плифицированных генов 16S рРНК производилась 
с помощью набора CleanupMini (“Евроген”, Мо-
сква) согласно инструкциям производителя.

Последовательности, секвенированные в насто-
ящем исследовании, были загружены в БД NCBI 
Nucleotide под идентификаторами: PS1 – OQ383612; 
PS2 – OQ383613; PS3 – OQ383614; PS4 – OQ383615; 
PS5 – OQ383616; PS6 – OQ383617. Названия 

штаммов присвоены по первым буквам растения, 
из которого они выделены (Pisum sativum) с поряд-
ковыми номерами.

Идентификацию бактерий на основании ана-
лиза нуклеотидной последовательности гена 16S 
рРНК проводили с использованием базы данных 
SILVA [12] и пакета dada2 для R [13].

Для построения филогенетического дерева до-
полнительно использовались по 10 последователь-
ностей самой высокой оценки подобия из резуль-
татов BLASTN. Выравнивание производили с по-
мощью ПО MAFFT [14]. Филогенетический анализ 
проводили в программе MEGA11 [15] с помощью 
метода Neighbor-Joining [16] с бутстрепом (10000 
повторностей). Эволюционный расстояния рас-
считывались с помощью метода “p-distance” [17]. 
В качестве аутгруппы использовали последователь-
ность Escherichia coli 16S ribosomal RNA, complete 
sequence (GenBank: J01859.1).

Определение подвижности бактерий. Для опре-
деления подвижности микроорганизмов исполь-
зовали среду БТН-бульон (ООО “Биотехновация”, 
Россия) с  0.4%-ным агаром. Среду разливали 
в пробирки по 5–7 мл, посев проводили уколом 
[18]. Культивировали 10 сут при 37°C. Подвиж-
ность оценивали визуально, неподвижные микро-
организмы росли по ходу укола, подвижные давали 
диффузный рост.

Определение протеолитической активности. 
К БТН-бульону (ООО “Биотехновация”, Россия) 
добавляли 15% желатина, оставляли для набухания 
на 30 мин и нагревали на водяной бане до полно-
го растворения желатина. Полученную среду раз-
ливали в пробирки по 5 мл и стерилизовали. По-
сев проводили уколом, культивировали 10 сут при 
37°C [18]. Разжижение столбика желатина отмечали 
визуально.

Определение пектиназной и целлюлазной актив-
ности. Бактерии культивировали в стеклянных кол-
бах при 27°C на минеральной среде 8Е [19] с 5 г/л 
пектина (для определения пектиназной активно-
сти) или фильтровальной бумаги размером 1 × 5 см 
(для определения целлюлазной активности). Опре-
деление активности целлюлазы и пектиназы бак-
терий осуществляли по количеству образовавших-
ся редуцирующих сахаров методом, описанным 
в работе [20]. Количество редуцирующих сахаров 
оценивали через 3 и 14 сут экспозиции. Для этого 
суспензию бактерий центрифугировали в течение 
15 мин при 1000 g. К 0.5 мл раствора Шомоди до-
бавляли 0.5 мл супернатанта, смесь нагревали до 
60°C на водяной бане 20 × 40 мин. После охлаж-
дения добавили 0.5 мл раствора Нельсона, а  за-
тем 5.0  мл H2O. Измерения проводили при 750 нм 
против контрольного раствора (0.5 мл раство-
ра Шомоди + 0.5 мл раствора Нельсона + 4.0 мл 
H2O). Содержание сахаров определяли с помощью 
калибровочной кривой. Активность ферментов 
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выражали в мг редуцирующих сахаров и рассчиты-
вали на мг белка на 3 сут. Количество белка опре-
деляли методом Лоури.

Определение продукции индолилуксусной кислоты 
(ИУК). Бактерии культивировали в минеральной 
среде 8Е с 5 г/л глюкозы и 200 мг/л триптофана, 
как предшественника индолилуксусной кислоты. 
Бактериальную суспензию на 3 и 14 сут экспози-
ции центрифугировали 15 мин при 1000 g. Как опи-
сано в работе [21], 1.0 мл супернатанта смешивали 
с 1.0 мл реактива Сальковского. Оптическую плот-
ность измеряли при 490 нм с помощью спектрофо-
тометра Specord S‑100 (“BioRad”, США). Развитие 
розовой окраски показывало наличие ИУК. Содер-
жание ИУК определяли с помощью калибровоч-
ной кривой и выражали в мг/мл среды.

Статистическая обработка. Все измерения про-
водили в 3–5 повторностях. Для показателей ак-
тивности ферментов (пектиназы, целлюлазы) 
и содержания ИУК вычисляли средние значения 
и  стандартные отклонения к  ним. Вычисления 
производили в  программе Microsoft Excel 2007 
(“Microsoft,” США).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

О выходе эндофитных бактерий во внешнюю 
среду свидетельствуют данные, приведенные в пу-
бликации [9], а также впервые полученные при вы-
ращивании проростков в чашках Петри на влаж-
ной фильтровальной бумаге (см. Методику). В ра-
нее опубликованной работе [9] были использованы 
двухсуточные проростки гороха. Их корни помеща-
ли в водную среду, где наличия бактерий в нулевой 

временной точке не выявляли, а через 1 сут экс-
позиции титр бактерий достигал 2.3 × 107 кл./мл. 
По полученным на основе этих данных расчетам, 
с учетом объема водной среды и числа проростков, 
приходящихся на 1 сосуд, к концу экспозиции на 
1 корень приходилось 14.7 × 107 клеток бактерий. 
У трехсуточных проростков, росших на фильтро-
вальной бумаге, количество бактерий на поверх-
ности 1 корня после 3 сут выращивания пророст-
ков на влажной фильтровальной бумаге составляло 
около 8.9 × 105 клеток. По-видимому, водная сре-
да с минимальным количеством микроэлементов, 
в которую из корней экскретировались органиче-
ские компоненты в составе корневых экссудатов, 
способствовала более активному размножению эн-
дофитных бактерий, чем условия роста на влажной 
фильтровальной бумаге в чашках Петри.

Полученные нами данные для проростков, вы-
ращиваемых в  чашках Петри, свидетельствуют 
о более активном размножении эндофитных бак-
терий во внекорневой среде, чем в тканях корня. 
На это указывает сопоставление установленных 
количеств эндофитных бактерий в тканях 1 корня 
и на его поверхности. Количество бактерий в кор-
нях составляло около 2.0% от их количества на по-
верхности корня.

Итак, результаты этих двух экспериментов по-
зволили заключить, что перемещение эндофит-
ных бактерий из корней во внешнюю среду – это 
естественное явление. Полагаем, что значение пе-
ремещения эндофитных бактерий из растения во 
внешнюю среду определяется трофическими преи-
муществами для их размножения в условиях почвы.

Таблица 1. Культуральные признаки эндофитных бактерий

Штамм
Характерные признаки колоний Признаки клеток

Форма Прозрач-
ность Цвет Поверх-

ность Край Окраска 
по Граму

Длина/ширина, 
мкм (средн.)

Наличие 
спор

PS1 Круглая _ Белый Гладкая Неровный + 1.84/0.51 +

PS2 Круглая _

Светло 
желтый, 
с белым 
ободком

Гладкая Ровный + 2.02/0.53 +

PS3 Круглая _ Светло 
желтый

Морщи-
нистая

Слабо 
волнистый + 1.63/0.75 +

PS4 Круглая + Желтый Гладкая Ровный + 1.36/0.68 _

PS5 Ризоидная _ Белый Гладкая Волнистый + 2.27/0.54 +

PS6
Овальная, 
растекаю-

щаяся
+ Белый Гладкая Слабо 

волнистый _ 1.21/0.47 _

Обозначения: +,  – соответственно наличие или отсутствие признака.
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Некоторые морфологические показатели вы-
явленных нами штаммов суммированы в табл. 1. 
Штаммы PS1, PS2, PS3, PS5 по морфологическим 
показателям для клеток, положительно окрашива-
ющихся по Граму, наличию в них спор можно от-
нести к роду Bacillus [22, 23]. Штаммы PS4 и PS6 
имели близкие по форме клетки, разную окраску 
по Граму и не были способны к образованию спор.

С  помощью анализа фрагментов последова-
тельностей 16S рРНК алгоритмом dada2 была под-
тверждена принадлежность штаммов PS1, PS2, PS3, 
PS5 к роду Bacillus, штамма PS4 к Micrococcus, PS6 
к Acinetobacter (рис. 1).

Результаты филогенетического анализа фраг-
ментов последовательностей 16S рРНК изучаемых 
штаммов и  наиболее похожих последовательно-
стей, обнаруженных с  помощью BLAST, мето-
дом Neighbor-Joining (NJ) представлены на рис. 1. 
Штамм PS2 был наиболее филогенетически бли-
зок к  виду Bacillus pumilus, PS5 – к  виду Bacillus 
glycinifermentas, штамм PS4 к  виду Micrococcus 
aloeverae, а штамм PS6 к Acinetobacter pitii.

Что позволяет бактериям перемещаться из 
корневых тканей в  ризосферу? По данным из 
табл. 2, подвижностью обладали 3 из 6 исследуе-
мых штаммов. Выше отмечалось, что перемеще-
ние бактерий в растениях возможно по апопласту. 
В этом процессе, вероятно, должны участвовать 

гидролитические ферменты, необходимые для 
разрушения пекто-целлюлозных структур расте-
ния. У всех исследуемых нами штаммов выявле-
ны активности пектиназ и целлюлаз, которые, по 
всей вероятности, необходимы для перемещения 
этих бактерий из тканей корня во внешнюю сре-
ду (табл. 2). Следовательно, способность выхода 
всех шести штаммов бактерий в ризосферу из тка-
ней корня объяснялась наличием у них активности 
ферментов, гидролизующих компоненты клеточ-
ных стенок – пектины и целлюлозу.

У изучаемых штаммов установлена протеолити-
ческая активность, которая оказалась более выра-
женной у штаммов PS1 и PS4. Внеклеточные проте-
азы могут выполнять защитную функцию, участвуя 
в подавлении роста фитопатогенных грибов [24].

Модулирующее влияние эндофитных бактерий 
на рост растений при посредстве синтезируемых 
ими фитогормонов, таких как ауксины, гибберел-
лины, абсцизовая кислота, по-видимому, пред-
ставляет один из механизмов, направленных на 
поддержание мутуалистических взаимоотношений 
между ними. Одним из важных фитогормонов для 
роста и развития растений является ИУК. Способ-
ность к продуцированию ИУК выявлена у многих 
представителей почвенных бактерий, но уровень 
ее продуцирования может существенно различать-
ся, даже у штаммов, являющихся представителями 

Рис. 1. Филогенетическое дерево, построенное методом Neighbor-Joining (NJ), на основе последовательностей ге-
нов 16S рРНК. В качестве статистической поддержки узлов дерева указаны бутстреп значения. В скобках указаны 
идентификаторы последовательностей из GenBank. В качестве аутгруппы была использована последовательность 
16S рРНК E. coli (J01859.1).
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одного вида бактерий [25]. Подобное можно отме-
тить для исследуемых нами штаммов, относящихся 
к роду Bacillus: PS1, PS2, PS3, PS5. Среди них ока-
залось 2 штамма (PS3, PS5) с высокой продукци-
ей ИУК, а 2 штамма (PS1, PS2) имели значительно 
более низкую способность к синтезу ИУК (табл. 2).

Относительно представителей рода Acinetobacter, 
к  которым отнесен выделенный штамм PS6, из 
данных литературы известно, что эти бактерии 
могут не только синтезировать ИУК, но и  уча-
ствовать в ее деградации. Большинство штаммов 
бактерий Acinetoacter относят к индолнегативным 
[26], поскольку у них имеется система ферментов, 
деградирующих ИУК [27]. В то же время автора-
ми работы [28] описан штамм Acinetobacter pittii 
gp‑1, выделенный из почвы, который характери-
зовался достаточно выраженной продуктивностью 
ИУК. Исследуемый эндофит из растений горо-
ха, штамм PS6, вероятно, принадлежит к тому же 
виду – Acinetobacter pittii (рис. 1). Однако, in vitro 
у штамма была определена относительно невысо-
кая способность к синтезу ИУК, близкая к опреде-
ляемой у выделенных штаммов рода Bacillus – PS1, 
PS2 и Micrococcus PS4 (табл. 2).

В  числе полезных для растений свойств поч-
венных бактерий из рода Acinetobacter отмечены их 
способности солюбилизировать минералы, синте-
зировать сидерофоры, обезвреживать поллютанты 
и фиксировать азот [27]. Отмечалось, что штамм 
Acinetobacter pittii gp‑1 обладает хорошими возмож-
ностями утилизировать нерастворимые фосфаты 
до образования растворимых фосфорных соедине-
ний [29]. Примечательно, что выделенный штамм 
Acinetobacter оказался способным к росту на среде 
Эшби (табл. 2), что является косвенным свидетель-
ством наличия у этих бактерий азотфиксирующей 
способности. Подобным свойством, очевидно, ха-
рактеризуются штаммы Bacillus – PS2, PS3 и штамм 
Micrococcus – PS4 (табл. 2).

Следует отметить, что не только бактерии 
рода Acinetobacter обладают свойством обезвре-
живать поллютанты, все исследуемые штаммы 
эндофитных бактерий способны снижать в среде 
концентрации полициклические ароматических 

углеводородов (ПАУ), многие из которых относят-
ся к опасным для живых организмов соединениям. 
На это указывает их способность деградировать 
N-фенил‑2-нафтиламин – негативное аллелопа-
тическое соединение, присутствующее в  корнях 
и корневых экссудатах растений гороха [9, 10].

Роль эндофитных бактерий, представителей 
рода Bacillus, чаще всего выявляемых в  тканях 
растений, в  настоящее время исследуется весь-
ма активно [4, 25, 30]. Выделено немало штаммов 
Bacillus, стимулирующих рост и устойчивость рас-
тений к действию неблагоприятных факторов сре-
ды, некоторые из которых используются для соз-
дания биопрепаратов для применения в сельском 
хозяйстве [4, 30]. Полученные в настоящей работе 
данные для исследованных штаммов Bacillus позво-
ляют сделать вывод о наличии у них ряда полезных 
для растений свойств: способность к продуцирова-
нию ИУК, у 2 из 4 штаммов (PS2, PS3) – способ-
ность к азотфиксации (табл. 4). У всех штаммов 
бацилл ранее отмечена способность к деградации 
ПАУ [9], у исследованных представителей Bacillus 
наиболее активным оказался штамм PS3. Высокую 
деградирующую активность демонстрировали так-
же бактерии штамма PS6, предварительно иденти-
фицированные как Acinetobacter pittii (рис. 1). Раз-
ница между обсуждаемыми штаммами PS3 и PS6 
проявлялась в соотношении видов фталатов, об-
разующихся при деградации N-фенил‑2-нафтила-
мина. Среди фталатов – продуктов деградации ука-
занного соединения, в среде с бактериями штамма 
PS3 преобладал диоктилфталат, а в среде с бакте-
риями штамма PS6 – дибутилфталат [9].

Появляющиеся в среде роста корней пророст-
ков гороха эндофитные бактерии могут взаимодей-
ствовать с другими видами бактерий, но неодно-
значно. Как показано нами ранее [9], с Rhizobium 
leguminosarum (эндосимбионт) и  Azotobacter 
chroococcum (эктосимбионт) эти бактерии показа-
ли совместимость, что, вероятно, должно благо-
приятствовать их симбиозу с растениями гороха. 
В то же время, не все из штаммов бактерий смогли 
выдержать присутствие в прикорневой среде горо-
ха бактерий Pseudomonas syringae pv pisi – патогена 

Таблица 2. Физиолого-биохимические свойства эндофитных бактерий

Штамм Целлюлаза,  
мг/мл на 3 сут

Пектиназа,
мг/мл на 3 сут

Протеаза,
10 сут*

Продуцирование 
ИУК, мг/мл на 3 сут

Подвижность,
10 сут

Рост на среде 
Эшби**

PS1 0.215 ± 0.020 0.406 ± 0.019 ++ 0.138 ± 0.001 Хорошая –
PS2 0.147 ± 0.021 0.489 ± 0.055 + 0.155 ± 0.002 Слабая +
PS3 0.134 ± 0.019 0.342 ± 0.024 + 0.864 ± 0.009 Нет +
PS4 0.155 ± 0.018 0.477 ± 0.039 ++ 0.146 ± 0.005 Нет +
PS5 0.076 ± 0.013 0.418 ± 0.027 + 0.579 ± 0.018 Нет –
PS6 0.133 ± 0.014 0.416 ± 0.009 + 0.167 ± 0.001 Средняя +

* “ +” – наличие или ** “–” – отсутствие признака соответственно.
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для растений гороха, и Rodococcus erythropolis, ко-
торые подавляли рост некоторых из исследуемых 
эндофитов [9]. Последнее говорит о  подвержен-
ности эндофитных бактерий антагонистическому 
воздействию со стороны некоторых видов поч-
венных бактерий. В целом, можно заключить, что 
проникновение из корней гороха во внешнюю 
среду исследуемых штаммов эндофитных бакте-
рий – представителей родов Bacillus, Micrococcus 
и Acinetobacter благоприятствует их более интенсив-
ному размножению в аэробных условиях. Переме-
щение этих бактерий из корневых тканей в ризос-
феру, по-видимому, обусловлено наличием у них 
активности гидролитических ферментов – пекти-
наз и целлюлаз. Появление и размножение эндо-
фитных бактерий в ризосфере может иметь важ-
ное значение для жизнедеятельности растения-хо-
зяина и присутствующих в его прикорневой среде 
почвенных бактерий. К  полезным для растения 
свойствам у изучаемых бактерий следует отнести 
их ИУК-продуцирующую способность и наличие 
у них возможности для деградации ПАУ. Среди вы-
деленных из прикорневой среды проростков горо-
ха наиболее активными в аспекте продуцирования 
ИУК оказались 2 представителя Bacillus – бакте-
рии штаммов PS3 и PS5. В плане деградации ПАУ 
показали высокую активность штамм PS3 из рода 
Bacillus и бактерии Acinetobacter. Обсуждаются уста-
новленные у исследуемых штаммов показатели ме-
таболизма и значение этих эндофитных бактерий 
для растения-хозяина после их выхода из корней 
в ризосферу. Мы предполагаем, что обнаруженные 
свойства штаммов PS3, PS5 и  PS6 – активность 
в продуцировании ИУК и деградации ПАУ, могут 
быть использованы для получения биоактивных 
препаратов соответствующего целевого практиче-
ского назначения.
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Phylogeny and Characterization of Endophytic Bacteria Isolated  
from the Rhizosphere of Pea Seedlings (Pisum sativum L.)

L. E. Makarovaа, *, Yu. A. Markovaа, Yu. V. Zaytsevac, A. A. Bychkovaс, I. V. Gorbenkoа,  
Yu. M. Konstantinovа, b, I. A. Vasilieva, A. S. Moritsa, P. A. Bizikova

аSibirian Institute of Plant Physiology and Biochemistry (SIPPB SB RAS), Irkutsk, 664033 Russia 
bIrkutsk State University, Irkutsk, 664003 Russia 

cDemidov Yaroslavl State University, Yaroslavl ,150003 Russia 
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We have previously shown the ability of endophytic bacteria to move out of the pea plant seedling roots 
(Pisum sativum L.) into the rhizosphere. In this study, six distinct bacterial strains were isolated from 
the root growth medium during the cultivation of seedlings in an aqueous medium. By analyzing the 
nucleotide sequence of 16S rRNA genes, the taxonomic position of these strains was established, their 
morphological and cultural parameters were assessed, the activity of hydrolytic enzymes (pectinase, 
cellulase, protease) and the IAA-producing capability were examined. It has been observed that the 
quantity of endophytic bacteria that appears on the root surface during the growth of pea seedlings 
significantly surpasses the quantity present in the root tissues. It is assumed that hydrolytic enzymes such 
as pectinase and cellulase are involved in the release of bacteria into the external environment, causing 
the destruction of carbohydrate structures in plant cell walls. The metabolic parameters established in 
the studied strains and the significance of these endophytic bacteria for the host plant after their exit 
from the roots into the rhizosphere are under discussion.

Keywords: endophytic bacteria strains, 16S rRNA genes, pectinase, cellulase, protease, IAA- producing capa-
bility of bacteria


