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Из поверхностно стерилизованных листьев, почек и корней различных видов растений было изолировано
98 культур эндофитных бактерий. Охарактеризованы фенотипические свойства природных изолятов. Отмечен
слабый рост эндофитных культур на лабораторных средах. Изучено влияние обработки семян пшеницы жидки

ми культурами эндофитов на накопление проростками сухой массы, содержание фотосинтетических пигментов
и интенсивность перекисного окисления липидов в листьях проростков в водно
бумажной культуре.

Endophytic bacterias were isolated from surface sterilized leaves, leav
bud and roots of diverse plant species.
Several phenotypic properties of 98 endophytic strains have determined. Weak growth primary isolates on laboratory
mediums is noted. The effect of treatment of seeds spring wheat (Triticum aestivum L.) witch the culture liquid of
endophytic strains on the accumulation of dry biomass, the content of photosynthetic pigments and intensity
peroxidative oxidation lipides in leaf was studied in water
paper culture.

Известно, что ткани здорового растения
заселены внутри популяциями эндофитных
бактерий из корневой зоны почвы [1]. Эндо

фитные бактерии обитают в межклеточном
пространстве, клетках кортекса корней, сосу

дистой системе, однако, в отличие от фитопа

тогенных видов, имеют с растением мутуали

стические взаимоотношения. Они могут вы

делять физиологически активные вещества,
снабжать растения фиксированным азотом,
оказывать губительное действие на фитопа

тогены [1, 2].

Практический интерес к эндофитным
бактериям связан, в первую очередь, с оцен

кой возможности их использования в произ

водстве биопрепаратов для повышения про

дуктивности культурных растений, защиты
их от фитопатогенной микрофлоры, повыше

ния качества урожая. Несмотря на широкий
ассортимент микробных препаратов, сегодня
среди них достаточно редко встречаются пре

параты, созданные на основе эндофитов.
К ним относят фитоспорин и интеграл [3, 4],
в основу производства которых положены
различные штаммы Bacillus subtilis – бакте

рий, широко распространённых в почвах. Ти

пичным почвенным азотфиксатором являет

ся и Klebsiella terrigena Е6, рассматриваемая
как перспективная в плане повышения уро

жайности сельскохозяйственных культур [5].

Менее изучены и практически не исполь

зуются для производства биопрепаратов

штаммы, изолированные непосредственно
из растительных тканей. Авторы отмечают
[1 – 6], что между комплексами эндофитных
бактерий, выделяемых из разных видов ра

стений, существуют значительные разли

чия, которые связаны с такими факторами,
как специфика растения
хозяина, геогра

фическое местоположение, возраст растения
и тип ткани. Существенную роль играет так

же состав среды выделения, в зависимости
от которого получают преимущество в рос

те те или иные бактерии.

Целью настоящей работы являлось выде

ление и изучение свойств природных изоля

тов эндофитных бактерий, ассоциированных
с культурами зерновых злаков (яровой яч

мень, озимая рожь, тритикале) и некоторы

ми видами диких древесных и кустарниковых
растений (берёза, клён, сирень, шиповник)
для оценки их биорегуляторного действия.

Объекты и методы

Объектом исследования служили комп

лексы бактерий, выделенные из различных
органов и тканей растений после поверхно

стной стерилизации растительных сегмен

тов (8 – 10 мм) в течение 15 мин. смесью
3%
ной перекиси водорода и 96%
ного эти

лового спирта (1:1). Простерилизованный
растительный материал многократно отмыва

ли в стерильной дистиллированной воде, затем
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гомогенизировали в ступке и из разведений
производили посев на агаризованные среды
RHM [7] и с пропионатом натрия [8].

Контроль стерильности проводили высе

вом смывов с поверхности растительных сег

ментов на среды того же состава.

Для получения метилотрофных бактерий
предварительно выращивали в течение 5 су

ток жидкие накопительные культуры на ми

неральной среде Кадота с метанолом [9] и ис

пользовали их для посева на агаризованную
среду того же состава.

В ходе работы было получено 98 эндофит

ных культур, изучение морфологических,
культуральных и физиолого
биохимических
признаков которых проводили в соответствие

с определителем [10]. Помимо микроскопи

рования бактериальных культур, проводили
окраску по Граму, тесты на наличие оксида

зы, каталазы и окислительно
ферментатив

ный тест на использование глюкозы, опреде

ляли амилолитическую, протеолитическую
и целлюлозолитическую активность бактери

альных культур,  способность к спорообразо

ванию.

Для оценки биорегуляторных свойств ис

пользовали бактериальные изоляты, приве

дённые в таблице 1. Влияние эндофитных
бактерий на морфометрические и биохими

ческие показатели проростков изучали в ус

ловиях водно
бумажной культуры. Расти

тельным тест
объектом служил сорт мягкой

Таблица 1
Штаммы бактерий, использованные в данной работе, и источники их выделения
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яровой пшеницы (Triticum aestivum L.) При

окская. Предварительно семена замачивали
на 20 час. в жидких 5
суточных культурах
бактерий (разведение 1:100 и выше), выра

щенных на капустной среде [11] при 27о С
на качалке (180 об./мин.). В контроле се

мена замачивали в неинокулированной
среде. Проклюнувшиеся семена раскладыва

ли на увлажнённую до полной влагоёмкости
фильтровальную бумагу, закатывали в руло

ны (по 25 шт. в каждом). Рулоны устанавли

вали вертикально в химические стаканы и
помещали в камеру искусственного климата
ILKA (Германия) при температуре 25/18о

(день/ночь), освещённости 10 Клк и фотопе

риоде 16 час. Через 6 суток определяли пока

затели всхожести, линейные размеры и сухую
массу проростков, через 10 суток проводили
анализ биохимических показателей. Содержа

ние фотосинтетических пигментов в листьях
проростков определяли на спектрофотомет

ре «Specol» (Германия) в ацетоновой вытяж

ке [12] при длинах волн 662, 644 (хлорофил

лы) и 440,5 нм (каротиноиды). Интенсивность
перекисного окисления липидов (ПОЛ) ана

лизировали по цветной реакции тиобарбиту

ровой кислоты с малоновым диальдегидом
(МДА), образующимся в процессе ПОЛ [13].

Способность эндофитных бактерий к
синтезу ауксинов определяли с помощью ре

актива Сальковского (0,5М FeCl

3
 в 35%
ной

HClO
4
). Бактерии выращивали в жидких

культурах, используя среды, по составу со

ответствующие средам выделения, с добав

лением 200 мкг/мл триптофана. Бактериаль

ные клетки отделяли от культуральной жид

кости центрифугированием в течение 10 мин.
(6000 об./мин.). Количество индольных со

единений в надосадочной жидкости опреде

ляли колориметрически с длиной волны 540 нм.
Для построения калибровочного графика ис

пользовали разведения стандартного раство

ра ИУК («Fluca», Швейцария). Контролем
служила неинокулированная среда с добав

лением реактива.

Для изучения антагонистических свойств
эндофитных бактерий использовали в каче

стве тест
культур фитопатогенные бактерии,
выделенные из тканей больных растений,
и коллекционный штамм Pseudomonas cepacia
3809 (табл. 1). Антагонистические свойства
бактерий определяли методом посева культур
на поверхность картофельного агара в виде
пересекающихся штрихов [14]. Искусствен

ные ассоциации для определения антагонис

тических свойств получали путём попарного

смешивания в объёме стерильной воды кле

ток штаммов из различных групп бактерий
(в соотношении 1:1). Антагонистическую ак

тивность оценивали по величине зоны подав

ления роста тест
культуры на 2 – 4
е сутки
инкубации. Каждый тест проводили в 3
х
кратной повторности.

Статистическая обработка данных прове

дена стандартными методами с использовани

ем программ EXCEL и STATGRAFICS. В таб

лицах и на рисунках представлены средние
значения показателей по 4 повторностям и их
стандартные ошибки.

Результаты и обсуждение

На минеральной агаризованной среде с
метанолом из различных растительных суб

стратов (листья и корни озимой ржи, овса,
тритикале, почки деревьев) в чистую культу

ру было выделено 22 штамма, которые оказа

лись фенотипически сходны и были представ

лены подвижными грамотрицательными па

лочками размером 0,8 
1,0х2,0
4,0 мкм, часто
собранными в характерные «розетки». Коло

нии блестящие, гладкие, слабо выпуклые, ро

зовые до почти красных, диаметр 1 – 3 мм.
Морфологические и физиолого
биохимичес

кие свойства природных изолятов совпадали
с признаками бактерий рода Methylo

bacterium, описанными в определителе Берд

жи [10].

На богатой органической среде RHM из
поверхносто стерилизованных листьев и кор

ней зерновых культур (ячмень Фермер и ози

мая рожь Фалёнская 4) была изолирована 21
культура бактерий. Изучение морфологичес

ких и физиолого
биохимических свойств вы

деленных культур показало, что комплекс эн

дофитных бактерий зерновых злаков пред

ставлен в основном подвижными (67 – 100%)
неспороносными (67 – 89%) грамотрицатель

ными (67 – 89%) одиночными (75 – 89%) па

лочками, различающимися по форме края
и размерам. Среди изолятов, полученных из
тканей озимой ржи, факультативно
анаэроб

ным типом метаболизма по результатам теста
Хью
Лейфсона обладали 92% штаммов. Сре

ди изолятов, полученных из тканей ячменя,
факультативно
анаэробным типом метаболиз

ма обладала лишь половина культур, а осталь

ные штаммы характеризовались как микро

аэрофилы. Способность к образованию раство

римых и нерастворимых пигментов отмечена
у 23 – 42% эндофитных бактерий зерновых
злаков. Охарактеризовать амилолитическую
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и протеолитическую активность эндофитных
культур не представилось возможным, по

скольку первичные изоляты прекращали рост
при пересевах на диагностические среды.

В комплексе эндофитных бактерий, вы

деленных на среде RHM из почек деревьев
и кустарников (11 штаммов), не встречались
пигментированные формы. Большинство
(73%) представителей отнесены на основании
особенностей роста к микроаэрофилам. В ос

тальном эндофиты, изолированные из почек,
проявили свойства, сходные с эндофитными
бактериями зерновых злаков.

На селективной среде с пропионатом на

трия из корней озимой ржи Вятка 2 были вы

делены в чистую культуру 44 бактерии, из них
14 актиномицетов. Комплекс немицелиаль

ных прокариот был представлен в основном
подвижными (70%) неспороносными (97%)
грамположительными (80%) бактериями,
различающимися по форме и размерам: грам

положительные палочки – 13%, грамположи


тельные кокки – 13%, грамотрицательные па

лочки – 20%, коринеформные бактерии –
53% от общего количества изолятов. Среди эн

дофитных изолятов преобладали факульта

тивно
анаэробные формы, только 3,3% изо

лятов обладали окислительным типом мета

болизма по результатам теста Хью
Лейфсона.
Протеолитическая и амилолитическая актив

ность выявлена у 40% культур. Целлюлозо

литической активностью характеризовались
17% эндофитных изолятов.

Среди выделенных из корней озимой ржи
на среде с пропионатом натрия актиномице

тов обнаружены виды родов Streptomyces
и Micromonospora. Амилолитическая актив

ность отмечена у 79% изолятов, целлюлозо

литическая – у 71% изолятов. В целом изуче

ние фенотипических свойств эндофитных
бактерий затруднялось слабым ростом пер

вичных изолятов на лабораторных средах.

В результате замачивания семян пшени

цы в жидких культурах, содержащих как

Рис. 2. Накопление сухой биомассы
проростками пшеницы в зависимости

от разведения жидкой культуры гетеротрофных
эндофитных бактерий

Рис. 1. Изменение линейных размеров
(1 – корень, 2 – росток) проростков пшеницы

под влиянием обработки семян жидкими куль

турами (1:100) эндофитных метилотрофов

Таблица 2
Содержание пигментов в листьях пшеницы в зависимости от варианта обработки семян

культуральной жидкостью эндофитных бактерий ячменя
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живые клетки, так и водорастворимые мета

болиты выделенных бактерий, происходили
изменения биоморфологических показателей
проростков. Жидкие культуры большинства
метилотрофных штаммов в разведении 1:100
не оказывали ингибирующего действия на
проростки тест
культуры. Если значительная
часть (64%) метилотрофных изолятов способ

ствовала увеличению массы и линейных раз

меров проростков пшеницы на 16 – 55% по
сравнению с контролем (рис. 1), то жидкие
культуры эндофитных бактерий, не усваива

ющих метанол, наоборот, часто угнетали рост
проростков на 7 – 24% к контролю. Ростсти

мулирующий эффект эндофитных бактерий,
выделенных на средах с пропионатом натрия
и RHM, проявлялся в ряде случаев при боль

ших разведениях культуральной жидкости,
чем 1:100. Жидкие культуры эндофитных бак

терий, изолированных, например, из ячменя
(шт. 4
221 и 2
218) и озимой ржи (Curto

bacterium plantarum 2II и шт. 7
I), оказали
стимулирующий эффект на проростки пше

ницы в разведениях 1:150 и 1:200 (рис. 2).

Обработка семян жидкими культурами
эндофитных бактерий в различных разведе

ниях сопровождалась изменениями в содер

жании фотосинтетических пигментов в лис

тьях проростков пшеницы. В результате об

работки семян шт. 2
212 (в разведении 1:150)
существенно возросло в листьях содержание
хлорофиллов а и в, по сравнению с контро

лем (табл. 2). Аналогичная тенденция про

слеживалась в результате обработки семян
пшеницы шт. 4
221 (1:150). Стимулирую

щий эффект при использовании для обработ

ки семян жидких культур этих же бактерий
в разведениях 1:100 не наблюдался или про

являлся в меньшей степени. Среди актинобак


Таблица 3
Содержание пигментов в листьях пшеницы в зависимости от варианта обработки семян

культуральной жидкостью эндофитных актинобактерий озимой ржи

Рис. 3. Содержание малонового диальдегида
в листьях проростков пшеницы в зависимости

от варианта обработки семян культуральной
жидкостью эндофитных бактерий

терий, выделенных из корней озимой ржи,
также обнаружены штаммы, обработка семян
которыми приводила к изменениям в пигмент

ном комплексе листьев проростков. Так, куль

туры Cellulomonas sp. 7 и шт. 7
I (1:200) спо

собствовали возрастанию в листьях содержа

ния хлорофилла а (табл. 3). Под воздействи

ем культур C. plantarum 2
II, 6 II шт.1, 4
II, 7
I
(1:150) содержание хлорофилла в и кароти

ноидов в листьях снижалось.

В окислительной деструкции хлорофил

ла и других компонентов фотосинтетическо

го аппарата участвуют активные формы кис

лорода (АФК), которые образуются в процес

се жизнедеятельности растений и концентра

ция которых в норме контролируется антиок

сидантной системой растений. Одним из ме

ханизмов детоксикации АФК в клетке явля

ется поглощение активированного кислорода
веществами с антиоксидантными свойства

ми. Для оценки способности исследуемых
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штаммов эндофитных бактерий оказывать на
растения антиоксидантное действие изучали
интенсивность ПОЛ в листьях. Активность
процесса оценивали по накоплению в тканях
одного из его конечных продуктов – малоно

вого диальдегида (МДА). Как следует из при

ведённых на рисунке 3 данных, снижению
по сравнению с контролем интенсивности
ПОЛ в листьях проростков пшеницы способ

ствовала обработка семян эндофитными бак

териями большинства штаммов. Наиболее ак

тивным антиоксидантным действием отлича

лись культуры бактерий 4
221 и 2
212 в раз

ведении 1:100, выделенные из тканей ячме

ня. По мере усиления степени разведения
жидких культур для обработки семян антиок

сидантное действие эндофитных бактерий ос

лаблялось, о чём свидетельствует более высо

кое содержание МДА в листьях проростков
пшеницы (табл. 4). Способность эндофитных
бактерий воздействовать на морфометричес


кие (масса, длина стебля и корня) и биохи

мические (содержание фотосинтетических
пигментов, интенсивность ПОЛ) показате

ли растений может быть обусловлена фито

гормональной активностью эндофитных
культур. Выборочный скрининг изолятов по
способности продуцировать ауксины под

твердил это предположение (табл. 5). Прак

тически все исследованные бактерии в каж

дой из трёх групп изолятов, полученных на
различных по составу селективных средах,
обеспечивали накопление в культуральной
жидкости индольных соединений в количе

ствах от 12 до 94 мкг/мл.

Следующим этапом работы явилось изу

чение антагонистических свойств выделен

ных бактериальных штаммов. Все эндофит

ные бактерии, независимо от состава среды
выделения, характеризовались низкой анта

гонистической активностью (зоны ингибиро

вания от 0 до 12 мм) и узким спектром дей

ствия (против 0
3 тест
культур) в отношении
фитопатогенных бактерий (табл. 6). Более
активно подавляли рост фитопатогенов искус

ственные микробные ассоциации, содержа

щие одновременно клетки штаммов из разных
групп бактерий (выделенные на среде RHM
и метилотрофы). Смешанные культуры с уча

стием штамма С2
1 и одного из штаммов ме

тилобактерий (МБер1; МБер2) проявили бо

лее широкий спектр антагонистического дей

ствия (против 5 культур), чем собственно
штамм С2
1 (против 3
х культур). Более силь

ное угнетающее действие, чем монокультура
бактерии С2
1, оказали на фитопатогенные
бактерии Erwinia herbicola, Bacillus sp.10cл.
и Pseudomonas cepacia смешанные культуры
бактерий С2
1+ МБер1 и С2
1+ Бер1. Искус

ственные ассоциации эндофитной бактерии
С2
1, в состав которых входили метилобакте

рии МБер1 и МБер2, подавляли рост фито

патогенных бактерий E. rhapontici 1м
3к, тог

да как самостоятельно ни один из штаммов

Таблица 4
Содержание малонового диальдегида в листьях пшеницы в зависимости от варианта

обработки семян культуральной жидкостью эндофитных бактерий ячменя

Таблица 5
Образование ауксинов представителями

эндофитных бактерий
 на среде с триптофаном
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Эндофитные бактерии в чистых культурах
проявили низкую антагонистическую актив

ность в отношении фитопатогенных бактерий.
С одной стороны, это согласуется с данными
литературы о меньших, в сравнении с эпифит

ными штаммами, адаптивных возможностях
эндофитов, связанных, по мнению авторов, со
способностью проникать внутрь корня,
уходя от прямого контакта с компонента

ми почвы и ризосферы [16], с другой – рас

ходится с многочисленными литературными
данными об участии эндофитных бактерий в
ограничении заболеваемости растений [1, 17,
18]. Очевидно, основным механизмом защи

ты растения от поражения фитопатогенными
микроорганизмами является регуляторное
действие эндофитов на иммунитет [19]. По

лученные результаты согласуются с данными
о существовании тесной метаболической свя

зи эндофитных бактерий с растениями, но
едва ли свидетельствуют о большом потенци

але эндофитов в разработке новых биопрепа

ратов для повышения эффективности расте

ниеводства.

Утрата значительной частью первичных
эндофитных изолятов жизнеспособности при
лабораторном культивировании может быть
связана с их облигатной зависимостью от ас

социации с растением. Причём трудность
культивирования эндофитов объясняется не
только их сложными ростовыми потребностя

ми, но и может быть обусловлена понижением
жизнеспособности под действием защитных

искусственной ассоциации не оказывал угне

тающего действия на рост этого фитопатоге

на. Полученные данные подтверждают обна

руженный ранее для эпифитных бактерий
факт [15], что метилотрофы, являясь компо

нентами смешанных культур, могут быть
антагонистами фитопатогенных бактерий.
Искусственные ассоциации, в состав кото

рых входили эндофитные метилобактерии,
в сравнении с монокультурами, также про

явили более высокую антагонистическую ак

тивность в отношении фитопатогенных бак

терий или угнетали рост большего числа ис

пользованных в работе тест
культур фитопа

тогенов.

Таким образом, можно заключить, что
эндофитные бактерии, ассоциированные
с культурами зерновых злаков (яровой яч

мень, озимая рожь, тритикале) и некоторы

ми видами диких древесных и кустарниковых
растений (берёза, клён, сирень, шиповник)
продуцируют и выделяют в культуральную
жидкость физиологически активные метабо

литы, способные оказывать на растения как
стимулирующее, так и угнетающее действие.
В зависимости от степени разведения жидких
бактериальных культур, используемых для об

работки семян, изменяются морфометрические
и биохимические показатели проростков тест

культуры. Способность к фиторегуляции мо

жет быть обусловлена достаточно высокой про

дукцией ауксинов (до 94 мкг/мл), обнаружен

ной у исследованных штаммов.

Таблица 6
Антагонистические свойства эндофитных культур и их ассоциаций с метилотрофными бактериями
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систем хозяина [20]. В последнем случае
предполагается, что микроорганизм настоль

ко адаптирован к внутренней среде хозяина,
что не может существовать в других услови

ях. Примерами таких адаптаций может слу

жить специфический жирнокислотный со

став, обеспечивающий стабильность мембран
в системах эндосимбиоза [21], или неспособ

ность эндофитных бактерий к внутриклеточ

ному биосинтезу поли
3
гидроксибутирата,
который рассматривают как специфический
клеточный ответ на некоторые виды стресса
[22]. В связи с этим более перспективным
можно считать использование биорегулятор

ного потенциала эндофитных бактерий для
создания искусственных микробно
расти

тельных ассоциаций, комбинируя методы
культуры ткани и инокуляции растений in
vitro.
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