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Доп. зад. 0664-2017-0050 

«С использованием секвенирования полного метагенома выявить

группы  функциональных  генов,  перспективных  для  мониторинга

рекультивации техногенных земель».

Цель работы: использование методов метагеномики для изучения

роли  микробного  сообщества  почвы  в  восстановлении  почвенного

плодородия, нарушенного под действием техногенных факторов.

Новизна:  впервые  с  использованием  методов  метагеномики

выявлены  функциональные  группы  генов,  вовлеченных  в  контроль

гликолиза/глюкогенеза,  цикла  трикарбоновых  кислот,  а  также

метаболизма  жирных  кислот,  маркирующие  процессы   рекультивации

техногенно нарушенных почв.   

 Образцы почв были взяты из хроносерий отвалов известняковых

пород,  демонстрирующих  процесс  спонтанного  почвообразования,

возрастом 2 года (59.492934, 29.762344,), 26 лет (59.491398, 29.749298),

70  лет  (59.492515,  29.757843),  а  также  нетронутый  лес  (59.484344,

29.717163), по 3 образца в каждой точке.

Из  почв  была  выделена  тотальная  ДНК,  однако,  в  пробах,

относящихся  к  самой  молодой  точке  (2  года),  выделить  ДНК  в

количествах, необходимых для секвненирования полного метагенома, не

удалось.  Все  остальные  образцы  были  успешно  секвенированы  на

Illumina MiSeq. 

По одному образцу из каждой группы было проанализировано с

помощью  MG-RAST.  Образец  Yelizavetino_1  (лес)  содержал  919680

последовательностей общей длиной в 297,5 млн.п.н. со средней длиной в

323  п.н.  Среди  14175  последовательностей  (1,54%),  не  прошедших



контроль  качества,  549  были  идентифицированы  как  искусственно

дуплицированные  риды.  Среди  прошедших  контроль  качества

последовательностей  654  последовательности  (<1%)  содержат  гены

рРНК,  458222  последовательности  (50,60%)  кодируют  белки  с

известными  функциями  и  446629  последовательностей  (49,32%)

кодируют белки с неизвестными функциями. 

Образец  Yelizavetino_13  (70  лет)  содержал  1030151

последовательностей общей длиной в 329,4 млн.п.н. со средней длиной в

320  п.н.  Среди  16262  последовательностей  (1,58%),  не  прошедших

контроль  качества,  577  были  идентифицированы  как  искусственно

дуплицированные  риды.  Среди  прошедших  контроль  качества

последовательностей  1064  последовательности  (<1%)  содержат  гены

рРНК,  520228  последовательностей  (51,31%)  кодируют  белки  с

известными  функциями  и  492597  последовательностей  (48,58%)

кодируют белки с неизвестными функциями.

Образец  Yelizavetino_7  (26  лет)  содержал  936496

последовательностей общей длиной в 302,7 млн.п.н. со средней длиной в

323  п.н.  Среди  14570  последовательностей  (1,56%),  не  прошедших

контроль  качества,  417  были  идентифицированы  как  искусственно

дуплицированные  риды.  Среди  прошедших  контроль  качества

последовательностей  939  последовательностей  (<1%)  содержат  гены

рРНК,  480007  последовательностей  (52,07%)  кодируют  белки  с

известными  функциями  и  440980  последовательностей  (47,83%)

кодируют белки с неизвестными функциями.

Последовательности  были  проанализированы  по  их

принадлежности  к  базе  данных  RefSeq,  содержащей  хорошо

аннотированные  невырожденные  последовательности  ДНК,

транскриптов и  белков.  В  анализ  были включены последовательности,

имеющие  минимальное  сходство  с  референсными  в  60%  и



представленными  не  менее  чем  в  5  копиях.  Было  обнаружено,  что

образцы практически не различаются между собой по таксономическому

составу  и  содержат  98% бактериальных  последовательностей  (из  них

около  50%  принадлежит  к  филе  Proteobacteria),  около  1%

эукариотических последовательностей, менее 1% архейных и не более

0,05% вирусных последовательностей (рис. 1). 

Также  последовательности  были  проанализированы  по  их

функциональной  принадлежности  по  базе  данных  COG  (Clusters of

Orthologous Groups) (рис. 2). Так же в анализ были включены только те

последовательности,  которые  имели  не  менее  60%  сходства  с

референсными и были представлены в 5 и более копиях. Значительных

различий в функциональной структуре метагеномов почв, маркирующих

различные стадии почвообразования,  также не  было обнаружено,  так

как анализировали на этом этапе лишь главные группы функциональных

генов. Мажорными группами, помимо белков с предсказанными общими

функциями  (14%),  оказались  метаболизм  и  транспорт  аминокислот

(11%),  производство  и  преобразование  энергии  (10%)  и  транспорт  и

метаболизм углеводов (8%). 

Глубина  секвенирования  оказалась  достаточной  для  выявления

различий в  мажорных  компонентах  метагенома.  Для  функционального

анализа  по  базе  данных  KO (KEGG  Ontology)  мы  взяли  2  образца,

наиболее контрастно различающиеся между собой (лес и 26 лет). Также

анализировали  последовательности  с  не  менее  60%  сходства  с

референсом и имеющие не менее 5 копий. В основных метаболических

путях  были  обнаружены  следующие  маркеры  почвообразования,

присутствующие  в  образце  из  леса  и  отсутствующие  в  (26  лет):  D-

глюкозо-6-фосфат  1-эпимераза  (5  копий,  гликолиз/глюконеогенез),

АТФ-цитрат  синтаза  (9  копий,  цикл  трикарбоновых  кислот),  сукцинат

дегидроегназа  (6  копий,  цикл  трикарбоновых  кислот),  фенилаланин



аммоний-лиаза (5 копий, метаболизм азота), фермент с тремя функциями

еноил-КоА гидратаза /  3-гидроксиацил-КоА дегидрогеназа /  3,2-транс-

еноил-КоА изомераза (5 копий, метаболизм жирных кислот), ацетил-КоА

ацилтрансфераза 2 (6 копий, метаболизм жирных кислот).

В  результате  исследований  показано,  что  полученные  данные,

даже  на  уровне  мажорных  компонентов,  позволяют  выявить  ряд

метагеномных  функциональных  маркеров,  связанных  с

почвообразовательных процессов.

Тема №  0664-2018-0023 

 «Провести верификацию биоинформационных и статистических 

методов для диагностики бактериозов, почвоутомления и мониторинга

почв в условиях экологически устойчивого агропроизводства»

Цель  работы:  разработать  метагеномные  методы,  позволяющие

изучать  вариации  в  почвенном  микробиоме,  ассоциированные  с

почвенным  плодородием,   для  подбора  оптимального  режима

использования земель с-х назначения. 

Новизна:  Впервые  в  условиях  экологически  устойчивого

агропроизводства  дан  комплексный  анализ  изменений  почвенного

микробиома  в  севообороте,  с  применением  и  без  применения

минеральных и органических удобрений, а также микробных препаратов.

Показано,  что  фактически  любой  агротехнический  прием

сопровождается  заметным  и  статистически  достоверным  изменением

структуры  микробных  сообществ,  что  в  перспективе  может  быть

использовано  для  создания  новых  технологий  управления  почвенным

плодородием.

В  ходе  выполнения  задания  была  проведена  верификация

имеющихся  в  лаборатории  биоинформатических  подходов  (расчет

биоразнообразия микробных сообществ с использованием ПО «QIIME»)



на примере контрастных биогеоценозов – леса, поймы (Noz’ma), залежи

(Z)  и  агробиоценоза,  а  также  различных  вариантов  использования

сельскохозяйственных  угодий  (экспериментальные  поля  Вологодской

государственной молочнохозяйственной академии). 

Для осуществления работы были отобраны почвенные образцы из

хвойного леса (Coniferous),  насаждений кедра (cedar –  A,  B),  полей в

севрообороте под посевами ячменя (Barley/Clover),  пшеницы (Wheat)  и

вико-овсянниковой  смеси  (Vetch/Oat),  куда  вносили  минеральные

удобрения  (NPK),  органические  удобрения  (Manure)  и  органо-

минеральную смесь (OMF). Также вносились биопрепараты (bisolbifit) и

проводилось известкование (lime) полей.  В библиотеке присутствовали

также контрольный образец почвы (control),  а  также образец черного

пара (Fallow). 

Из всех почвенных образцов была проведена экстракция и очистка

почвенной ДНК. После чего с использованием универсальных праймеров

были сконструированы библиотеки гена 16S рРНК для каждого образца

и  проведено  их  секвенирование  с  использованием  прибора  Illumina

MiSeq. 

Библиотеки  обрабатывались  с  использованием  ПО  «QIIME».  Для

каждого  образца  проводили  проверку  качества  полученных

нуклеотидных  последовательностей,  включающую  в  себя  удаление

служебных последовательностей,  объединение  парноконцевых  чтений,

удаление  химерных  последовательностей,  последовательностей

митохондрий и хлоропластов эукариотических клеток. После процедуры

проверки  общее  число  последовательностей  составило  2 445  684,  в

среднем 16 607 последовательности на образец. 

Последовательности объединялись в группы (ОТЕ – операционные

таксономические  единицы)  с  использованием  стандартного  критерия

сходства  97%  (родовой  и  видовой  уровень  таксономической



идентификации). Идентификация последовательностей осуществлялась

с  использованием  базы  данных  Silva (https://www.arb-silva.de/).  Были

рассчитаны  параметры  альфа  (общее  число  ОТЕ,  индекс

филогенетического  разнообразия  Фейта)  и  бета  (расчет  матриц

дистанций с использованием алгоритмов  weighted и  unweighted unifrac)

разнообразия. 

Анализ  кривых  разрежения  продемонстрировал  общий  уровень

биоразнообразия (динамику накопления различных ОТЕ в сообществах).

Наименьшими  уровнями  разнообразия  характеризуются  микробные

сообщества сформированные в почвах кедровых и хвойных лесов. Они

обладают более низкими значениями индексов альфаразнообразия чем

образцы черного пара.

Наибольшим  разнообразием  микробных  сообществ

характеризовались образцы почвы под посевами сельскохозяйственных

культур  и  пойменные  почвы.  При  этом  использование  разнообразных

сельскохозяйственных  приемов  приводит  к  значительному  и

достоверному  увеличению  биоразнообразия  почвенных  бактерий  и

архей.

Тенденции  обнаруженные  при  анализе  параметров  альфа-

разнообразия  наблюдаются  и  при  рассмотрении  графиков  бета-

разнообразия,  на  которых  сообщества  лесных  массивов  формируют

четко обособленную группу. 

Интересно,  что  наиболее  плотные  и  обособленные  кластеры

формируют  сообщества,  сформированные  в  результате воздействия

только органических (навоз) или только минеральных (NPK) удобрений.

Однако  при  совмещении  этих  техник  (Manure+NPK)  микробное

сообщество существенно меняется и имеет гораздо менее выраженное

сходство  с  упомянутыми  сообществами,  взятыми  по  отдельности.  При

использовании  техник  совместного  использования  органических  и



минеральных удобрений микробное сообщество приближается по своей

структуре к сообществам залежной почвы. 

При анализе  таксономической структуры почвенного  микробиома

были выявлены как типичные представители почвенной микробиоты,  в

частности бактерии из рода Bacillus, бактерии из порядка Rhizobiales, так и

недавно  описанные ранее  некультивируемые виды актинобактерий  (р.

Gaiella),  ацидобактерий  (RB41),  а  также  архей  из  порядка

Nitrososphaerales, которые доминировали в составе микробных сообществ.

Для ряда образцов наблюдалось выраженное доминирование бактерий

из рода Candidatus Udaeobacter, относящихся филе Verrucomicrobia. 

Микробиомы  почв  под  кедровыми  насаждениями  имели

выраженные отличия в составе таксонов, в частности в данных образцах

наблюдалось повышенное содержание бактерий из р.  Pseudolabrys и  р.

Acidothermus.  Данные бактерии относятся  к  пор.  Rhizobiales и  Frankiales,

экологические  предпочтения  которых  часто  связаны  с  ризосферой

растений.  

Таким  образом,  при  сопоставлении  таксономической  структуры

микробиомов почв в севооборотах с применением различных удобрений

было продемонстрировано, что любые агротехнические приемы приводят

к заметным изменениям структуры микробных сообществ почвы, что дает

возможность  создания  универсальных  подходов  для  анализа

агроэкологического состояния почв по данным метагеномного анализа. 

 

Тема № 0664-2018-0023 

«Изучить биохимические характеристики новообразованных 

(подвижных) гумусовых соединений в связи с составом микробного 

сообщества почвы, формирующегося при разложении пожнивных 

остатков».  



Цель  работы:  выявление  компонентов  почвенных  микробных

сообществ, играющих ключевую роль в процессах гумусообразования. 

Новизна:  впервые выявлены компоненты почвенного микробиома,

формирующегося  при  разложении  пожнивных  остатков,  численность

которых  проявляет  высокую  положительную  (бактерии  семейств

Mycobacteriaceae,  Solirubrobacteraceae,  Paenibacillaceae,  Caulobacteraceae,

Haliangiaceae, Chthoniobacteraceae,  и грибы семейств  Helotiaceae, Nectriaceae,

Saccharomycetales),  либо  отрицательную  (бактерии  семейств

Acidobacteriaceae, Micromonosporaceae,  Cytophagaceae,  Planctomycetaceae,

Xanthomonadaceae и  грибы  Piskurozymaceae,  Hypocreaceae)  связь  с

количеством  новообразованных  гумусовых  веществ.  Показано,  что

биохимические характеристики новообразованных гумусовых веществ, в

частности  их  количество,  содержание  азота  и  доступность  для

микроорганизмов зависят от состава микробного сообщества. 

Впервые  показано  наличие  различий  состава  микробного

сообщества  при  длительном  разложении  растительных  остатков  в

зависимости, как от исходного микробоценоза (введение биопрепаратов

в опыте с разложением соломы овса), так и от вида разлагаемого сырья

(опыт по компостированию с торфом (БАГС) соломы, бумаги). В компосте

БАГС+бумага наблюдали более высокое количество новообразованных

гумусовых соединений в  пирофосфатной и  щелочной вытяжках,  чем в

других вариантах опыта (БАГС и БАГС+солома). 

Объекты  и  методы  исследований.  Наличие  связи  биохимических

характеристик новообразованных ГВ и состава микробного сообщества,

ведущего  разложение  растительных  остатков,  изучали  в  двух

экспериментах.  В  лабораторном  опыте,  поставленном  с  внесением  на

поверхность  почвы  (чернозем,  Собщ. 4,48±0,06%,  Nобщ 0,394±0,002%,

рНвод.6,31±0,01)  измельченной  соломы  овса  (С:N 81,2)  и  обработкой

биопрепаратами (БАГС и ЦА – целлюлозолитическая ассоциация) и при



получении  маточной  культуры  БАГС  на  разных  субстратах

(компостирование торфа с бумагой, соломой овса). В последний срок из

соломы и торфокомпоста (1 год) были выделены подвижные гумусовые

вещества и определен состав микробного сообщества. 

Сырой  экстракт  ДНК  очищали  от  гуминовых  кислот  с

использованием сорбции  на  оксиде  кремния  (Андронов  и  др.,  2011).

Выделенные  препараты  тотальной  ДНК  использовалась  в  качестве

матрицы  в  ПЦР  для  амплификации  участка  гена  16S  рРНК.  Для

получения  библиотеки  гена  16S-рРНК  бактерий  использовали  пару

праймеров  fBD1/rBD1:  642f  5´-HAATHYGTGCCAGCAGC-3´,  1445r  5´-

GTCRTCCYDCCTCCTC-3´.  Реакцию  проводили  в  автоматическом

амплификаторе  Thermal  Cycler  T100  (Bio-Rad,  США)  в  следующем

режиме: начальная денатурация при 95 °С – 3 мин., 32 цикла, 94 °С – 30

с, 55°С – 30 с, 72 °С – 1 мин, завершающий синтез – 72 °С – 5 мин.

(Коростик и др., 2006).

Количество  углерода  новообразованных  (подвижных)  ГВ

определяли  в  0,1  н  пирофосфатной  вытяжке  (рН  10)  и  в  0,1  NaOH

вытяжке,  оценивали  светопоглощение  и  зрелость  гумусовых  веществ,

соотношение С:N, количество гуминовых кислот. В лабораторном опыте

оценивали  фактическую  доступность  для  микроорганизмов

простерилизованной  пирофосфатной  вытяжки  (рН  доводили  до  7,0)

путем инокуляции ее микробным комплексом соответствующего варианта

опыта и последующем культивировании при комнатной температуре (20-

25  0С)  в  течение  28  суток  в  стационарных  аэробных  условиях  (на

качалке).

Обсуждение  экспериментальных  данных  и  результаты  научных

исследований.  В  обоих  опытах  при  длительном  разложении

растительных остатков по вариантам наблюдали существенные различия

по составу микробного сообщества, которые видны на крупных таксонах,



таких  как  Acidobacteria,  Bacteroidetes,  Firmicutes,  Planctomycetes,

Deltaproteobacteria и  Gammaproteobacteria.  При  анализе  данных

таксономического состава по методу главных компонент все повторности

каждого  варианта  в  соответствующих  опытах  занимают  не

пересекающиеся  и  достаточно  далеко  расположенные  области.

Следовательно,  состав  микробного  сообщества  зависел  от  начального

микробоценоза,  изменяемого  внесением биопрепаратов,  при  исходном

одинаковом  материале  и  одинаковых  условиях  эксперимента  (опыт  с

соломой).  С  другой  стороны,  использование  разных  растительных

остатков (приготовление торфокомпоста БАГС с соломой или бумагой),

также,  даже  через  год  компостирования  обеспечивало  различия  в

составе микробного сообщества. Показано, что при разложении соломы

вариант  БАГС  характеризуется  наибольшим  разнообразием:

присутствует  474  рода,  против  402  и  397  для  контроля  и  ЦА

соответственно. Интересно, что различия в биоразнообразии больше для

минорных  таксонов.  Так,  число  родов  практически  одинаково  во  всех

вариантах  для  актинобактерий,  фирмикут  и  дельтапротеобактерий

(мажорные таксоны), тогда как, например, в филе Chloroflexi в контроле и

ЦА количество родов в два раза ниже, чем для варианта БАГС.

Исследованные  органические  субстраты  (полуразложившаяся

солома и торфокомпост с бумагой и соломой) близкие по содержанию

общего углерода,  существенно различались по качеству органического

вещества: торфокомпост характеризуется меньшим содержанием азота и

подвижных ГВ, однако большей их зрелостью (коэффициент Емг/мл). В

новообразованных гумусовых веществах содержится больше азота, чем в

общем органическом веществе. Из более узкого соотношения С:N в ГВ

пирофосфатной вытяжки, выделенных из торфа (4,2-5,0), по сравнению

с выделенными из соломы (6-7), не следовало большей их доступности

для  микроорганизмов.  Количество  доступного  углерода  в



пирофосфатной  вытяжке  существенно  колебалось  по  вариантам  и

составляло для соломы в % от исходного углерода от 7,4 до 27,9%, для

торфа  –  11,3-16,0%.  Ожидаемо,  что  при  расчете  к  общему  углероду

субстрата процент доступного углерода для соломы был выше чем для

торфокомпоста  и  составлял  соответственно  2,2-7,7%  и  0,55-0,72%.

Доступность для микроорганизмов новообразованных гуминовых кислот

пирофосфатной  вытяжки  колебалась  от  22,6  до  79,8%.  Увеличение

количества  новообразованных  гумусовых  соединений  в  варианте

БАГС+бумага, вероятно, связано с меньшей доступностью органического

углерода  пирофосфатной  вытяжки  для  микроорганизмов:  44,8  мг  С/л

против  56,2-59,5  для  контроля  и  соломы,  либо  менее  интенсивным

синтезом  гумусовых  веществ  при  компостировании  бумаги  Наиболее

доступными  подвижные  (новообразованные)  гумусовые  вещества,

образовавшиеся при разложении соломы овса, были в варианте БАГС.

Возможно,  поэтому  в  данном варианте  ранее было ниже содержание

всех подвижных органических соединений.

Результаты  корреляционного  анализа  биохимических

характеристик подвижных гумусовых соединений и состава микробного

сообщества показали наличие тесной положительной или отрицательной

связи  показателей  со  многими  таксонами  микроорганизмов.  Выделить

небольшое  число  фил  в  качестве  универсальных  индикаторов  не

представляется возможным. Отсутствие тесной корреляции показателей,

в частности содержания подвижных ГВ, у ряда крупных фил, может быть

связано  с  наличием  разнонаправленных  связей  с  этим  показателем

внутри  таксона.  Например,  коэффициент  корреляции  содержания

доступного  углерода  и  Actinobacteria (для  соломы)  равен  -0,155,  а  для

разных семейств этой филы он составляет: -0,964 для  Microbacteriaceae,

+0,953 для Micromonosporaceae и -0,244 для Micrococcaceae и т.д. Показано,

что с содержанием подвижных (новообразованных) гумусовых веществ,



образованных  при  разложении  соломы,  имели  тесную  корреляцию

микроорганизмы  семейств  Micromonosporaceae,  Mycobacteriaceae,

Solirubrobacteraceae,  Cytophagaceae,  Paenibacillaceae,  Planctomycetaceae,

Caulobacteraceae,  Haliangiaceae,  Chthoniobacteraceae,  Xanthomonadaceae.

Количество  же  доступного  углерода  было  тесно  связано  с

Microbacteriaceae,  Micromonosporaceae,  Nocardiaceae,  Cytophagaceae,

Sphingobacteriales,  Pirellulaceae,  Planctomycetaceae,  Hyphomonadaceae,

Chthoniobacteraceae,  Enterobacteriaceae,  Piscirickettsiaceae.  Для

торфокомпостов  можно  отметить,  что  бактериальное  и  грибное

сообщества имеют связи с разными показателями. Для бактерий больше

тесных связей (r 0,9-1,0) с содержанием общего углерода, подвижного

суммарного  углерода  и  гуминовых  кислот  щелочной вытяжки,  а  также

доступностью  новообразованных  ГВ. Для  грибного  сообщества  более

тесными были корреляционные связи с общим азотом и С:N, азотом в

пирофосфатной  вытяжке.  Вышесказанное  не  означает,  что  грибы  не

имеют тесной корреляции, например, с доступностью новообразованных

ГВ, и что только, бактерии по сравнению с грибами имеют такие связи. В

качестве примера связи доступности углерода и грибов можно привести

семейства  Helotiaceae и  Orbiliaceae с  r соответственно  -0,974-(-0,977)  и

0,998-0,999.  Для  торфокомпостов  бактериальное  сообщество

характеризуется  формированием  комплексов  фил,  которые  имеют

тесные  либо  отрицательные,  либо  положительные  связи  с  группой

биохимических показателей.

В  результате  научных  исследований  выявлены  компоненты

почвенных микробных сообществ, проявляющие высокую положительную

либо отрицательную связь с количеством и качеством новообразованных

при  микробиологической  трансформации  растительных  остатков

гумусовых веществ. 

Тема №0664-2015-0009



«Изучить  экохимические  механизмы  интеграции  компонентов

растительно-микробной  системы  (растение  –  биоконтрольная

ризобактерия  –  фитопатогенный  гриб),  приводящей  к  повышению

устойчивости растений к фузариозу»

Исследования  были  направлены  на  изучение  взаимоотношений

между  растением,  фитопатогенным  грибом  и  антагонистической

бактерией на  самых  ранних  этапах  формирования этой  системы.  Был

изучен  основной  механизм,  лежащий  в  основе  взаимоотношений  всех

компонентов системы, а именно, конкуренция за питание. 

Цель: изучить функциональные (трофические, регуляторные) связи

между  микроорганизмами  ризосферы  и  растением,  определяющие

эффективность биоконтроля фитопатогенных грибов бактериями. 

Новизна:  Впервые  показано,  что  увеличение  биоконтрольной

активности  антагонистической  бактерии  Pseudomonas  fluorescens по

отношению к факультативному фитопатогенному грибу Fusarium culmorum

сопровождалось  снижением  количества  глюкозы  и  аминокислот,  но

увеличением  количества  ингибиторов  в  растворе  экссудатов  ячменя,

колонизированного совместно антагонистом и патогеном.

Задачи  исследований:  1.  Определить  роль  растения  во

взаимоотношениях между фитопатогеном и его антагонистом. Корневые

экссудаты растения рассматривались как источник питания, способный

оказать влияние на рост микроорганизмов и характер взаимоотношений

между  ними.  2.  Оценить  влияние  фитопатогена  и  антагониста,

колонизирующих корни, на растение и продукцию им экзометаболитов.

Особое  внимание  было  уделено  не  только  сахарам,  оргкислотам  и

аминокислотам корневых экссудатов, являющихся основным источником

питания, но и антимикробным веществам.  



Объектами  исследования  были  факультативный  фитопатогенный

гриб  Fusarium culmorum,  поражающий  значительный  набор  культур,  но

особенно  вредоносный  на  зерновых,  вследствие  существенного

снижения  урожая  и  загрязнения  зерна  микотоксинами.

Антагонистическая  бактерия  Pseudomonas fluorescens,  использование

которой приводило к существенному снижению заболеваемости ячменя

фузариозами, вызываемыми  F.  culmorum. Хозяйским растением являлся

ячмень сорта Белогорский, восприимчивый к фузариозам. 

Для оценки влияния растения на рост гриба и бактерии и выявления

компонентов,  необходимых  для  роста  микроорганизмов,  стерильные

растения  ячменя  выращивали  в  деионизированной  воде.  Растения

удаляли,  а  в  растворы  экссудатов  вносили  суспезнзии  макроконидий

гриба,  клеток  бактерии  и  совместно  клетки  гриба  и  бактерии.  После

пятисуточной  инкубации  по  израсходованным  компонентам  судили  о

пищевых потребностях гриба и бактерии при их отдельном и совместном

выращивании.  Характер  взаимоотношений  между  фитопатогеном  и

антагонистом  оценивали  по  количеству  клеток  гриба  и  бактерии  в

растворах экссудатов методом посева. 

Влияние патогена и антагониста на растение изучили в двух разных

экспериментах в условиях, имитирующих наличие доступного питания  в

окружающей среде и его отсутствие. В обоих экспериментах стерильный

ячмень  выращивали  в  вермикулите,  который  инокулировали  клетками

гриба  и  бактерии  по-отдельности  и  совместно.  Через  36  часов,  когда

гриб  и  бактерия  уже  колонизировали  корни,  растения  аккуратно

извлекали и  переносили в  другие  стерильные емкости,  содержащие в

одном  эксперименте  раствор  питательных  элементов,  в  другом  –

деионизированную  воду  (условия  голодания).  Стерильные  растения  и

заселенные микроорганизмами инкубировали в питательном растворе и в

воде 4 и 6 суток для сбора корневых экссудатов. 



Во  всех  экспериментах  контролем  служили  стерильные  растения

ячменя и их экссудаты. Повторность в разных экспериментах была 3-6

сосудов на вариант, в каждом сосуде выращивали не менее 10 растений.

В  собранных  растворах  экссудатов  оценивали  состав  сахаров,

органических  кислот,  аминокислот  и  антимикробных  компонентов  с

использованием  системы  ультра-производительной  жидкостной

хроматографии (UPLC). Этим же методом учитывали состав метаболитов

гриба и бактерии при их росте в воде и в питательном растворе, а также

способность  гриба  и  бактерии  разлагать  антимикробные  вещества

экссудатов.  Влияние ингибиторов на патоген учитывали по изменению

диаметра колоний,  наличию  воздушного  мицелия  и  количеству

сформированных макроконидий при выращивании гриба на питательной

среде с каждым из ингибиторов и их смесью; рост бактерии оценивали

на  спектрофотометре  при  ОD600.  Количество  гриба  и  бактерии  в

растворах  экссудатов  и  корнях  во  всех  экспериментах  оценивали

посевом.  Интенсивность  болезни  учитывали  по  количеству  растений  с

симптомами гнили. 

Результатами первого эксперимента было установлено,  что гриб и

бактерия утилизировали,  в  основном,  сходный набор веществ,  однако,

были  выявлены  и  их  трофические  предпочтения.  Из  всех  сахаров,

содержащихся  в  экссудатах,  гриб  и  бактерия  предпочитали  глюкозу,

однако,  гриб  утилизировал  глюкозу  активнее,  чем  бактерия.

Органические  кислоты  и  аминокислоты,  напротив,  были  активнее

использованы  бактерией,  нежели  грибом.  Было  установлено,  что

корневые  экссудаты,  являясь  единственным  источником  питания,

приводят к конкурентным взаимоотношениям между грибом и бактерией.

Анализ  остаточных  количеств  сахаров,  органических  кислот  и

аминокислот  в  растворе  экссудатов,  показал,  что  гриб  и  бактерия

конкурировали между собой за источник азота.



В  составе  корневых  экссудатов  ячменя  были  выявлены  семь

фенолоксикислот  (антимикробных  веществ).  Оценка  роста  гриба  на

среде  с  ингибиторами показала,  что  к  4  суткам смесь  антимикробных

веществ  и   4-гидроксифенилуксусная  кислота  стимулировали  рост

грибного мицелия. Однако к 8 суткам все выявленные фенолоксикислоты

и  их  смесь  ингибировали  рост  воздушного  мицелия  и  формирование

макроконидий  гриба.  Рост  бактерии  ингибировала  только  циннамовая

кислота.  Было  установлено,  что  бактерия  разлагала  больший  набор

антимикробных веществ, чем гриб. 

Было  установлено,  что  условия  окружающей  среды  (наличие-

отсутствие дополнительного питания в растворе) оказали существенное

влияние  на  количественный  состав  низкомолекулярных  компонентов

корневых экзометаболитов ячменя; количество патогена и антагониста в

корнях; заболеваемость ячменя фузариозной гнилью. 

В условиях голодания растения выделяли значительные количества

органических  кислот,  сахаров  и  аминокислот,  очевидно,  восполняя

отсутствие  питательных  элементов  в  растворе.  Однако,  в  условиях

голодания увеличилось и количество ингибиторов в экссудатах, при этом

доминировала 4-гидроксифенилуксусная кислота. В экссудатах ячменя,

колонизированного только бактерией и совместно грибом и бактерией,

значительно увеличилось количество глюкозы, но снизилось количество

ингибиторов.

В  условиях  голодания  заболеваемость  растений,  вызываемая

грибом,  была  незначительной  и  составляла  13.7  %,  в  присутствии

бактерии  количество  больных  растений  снижалось  до  10%.  При  этом

количество  патогена  в  корнях  в  присутствии  бактерии  увеличилось

значительно к 4-м суткам, но существенно снизилось к 6 суткам, как в

присутствии  бактерии,  так  и  без  нее.  В  этих  же  условиях  голодания

количество  бактерии  в  корнях  в  присутствии  патогена  снижалось



существенно,  возможно,  в  этот  период  гриб  подавлял  рост

бактериального  штамма  в  корнях.  Известно,  что  присутствие  глюкозы

подавляет  антифунгальную активность  используемого  нами  штамма  P.

fluorescens. 

Наличие дополнительного питания в растворе экссудатов привело к

увеличению количества гриба и бактерии в корнях. Однако, в экссудатах

стерильных  растений  и  колонизированных  грибом  и  бактерией

существенно  снизилось,  особенно  к  4-м  суткам,  количество  сахаров,

оргкислот  и  аминокислот,  по  сравнению  с  условиями  голодания.  Из

ингибиторов  доминировала  бензойная  кислота,  которая  не  подавляла

рост  бактерии,  но  замедляла формирование макроконидий у  гриба.  В

экссудатах ячменя,  колонизированного совместно грибом и бактерией,

отсутствовала  глюкоза,  но  существенно  увеличилось,  по  сравнению  с

экссудатами из других вариантов, количество ингибиторов.

В  условиях  дополнительного  питания  заболеваемость  ячменя

гнилью, вызванная  F. culmorum,  была значительной – 70%, присутствие

бактерии  снизило  количество  больных  растений  до  37%.  Увеличение

количества  гриба  и  бактерии  в  корнях  при  их  совместном  внесении

привело к существенному снижению количества сахаров и почти полному

отсутствию  большинства  аминокислот  в  растворе  экссудатов.  Вполне

возможно, что именно дефицит аминокислот (как это мы наблюдали в

эксперименте 1) послужил поводом к конкуренции за элементы питания

между  грибом  и  бактерией  в  корнях  ячменя.  При  этом  к  4-м  суткам

количество  бактерии  в  корнях,  колонизированных  обоими

микроорганизмами, существенно увеличилось. В данном случае бактерия

получила количественное преимущество, по сравнению с грибом, видимо,

отсутствие  глюкозы  в  экссудатах  не  повлияло  на  ее  антифунгальную

активность.  Тогда  как  увеличение  количества  ингибиторов  в  растворе



экссудатов ячменя,  колонизированного совместно грибом и бактерией,

могло снизить  его устойчивость к воздействию бактерии. 

Тема (№ 0664-2015-0010)

"Изучить везикулярный транспорт в клетках азотфиксирующих 

клубеньков гороха при их инфицировании ризобиями".

Цель  работы  –  изучение  молекулярно-генетических  и

цитологических  основ  везикулярного  транспорта  в  клетках

симбиотических  клубеньков  гороха,  определяющего  развитие

внутриклеточного симбиоза. 

Новизна:  впервые  показана  роль  везикулярного  транспорта  в

доставке  к  симбиосомам  ряда  фитогормонов  (гиббереллинов,

цитокининов)  и  глутатиона  в  клубеньках  гороха.  Впервые  показан

усиленный  везикулярный  транспорт  мембранного  материала  к

гипертрофированным инфекционным каплям у  мутанта гороха по гену

sym40 и аномальная секреция транс-зеатин рибозида в вакуоль у мутанта

по  гену  sym33,  вероятно,  приводящая  к  снижению  уровня  этого

фитогормона в  клубеньках  мутанта.  Впервые  выявлено влияние  LysM-

содержащей  рецептор-подобной  киназы  (LysM-РПК)  К1  гороха  на

уровни  экспрессии  генов  везикулярного  транспорта  PsVAMP721e  и

PsSYP132. 

Методы исследований

Основным объектом  исследования являлся  горох  посевной  Pisum

sativum L.  линии  дикого  типа  линии  SGE  и  соответствующие  мутанты

SGEFix−-2 (sym33), SGEFix−-3 (sym26), SGEFix−-6 (sym40), блокированные

на  различных  стадиях  развития  клубенька,  а  также  растения  гороха

сорта  Cameor и  мутантной линии  к1-2.  Для заражения растений были

использованы  штаммы  Rhizobium leguminosarum bv.  viciae RCAM 1026  и

3841. 



Для проведения иммуноцитохимического анализа клубеньки линии

дикого  типа  SGE  и  мутантов  SGEFix−-2  (sym33),  SGEFix−-3  (sym26),

SGEFix−-6 (sym40) после сбора были зафиксированы в 2,5%-ный водный

раствор  глутаральдегида  на  0,05 М  какодилатном  буфере  (рН 7,2).  В

дальнейшем  клубеньки  подвергали  низкотемпературной  заливке  в

акриловые  смолы.  Иммуноцитохимический  анализ  был  проведен  с

использованием  первичных  антител  к  гибберелловой  кислоте,  транс-

зеатину рибозида, глутатиона и вторичных антител, меченых коллоидным

золотом,  с  применением  методов  трансмиссионной  электронной

микроскопии.  материал  –  корни  и  клубеньков  гороха  сорта  Cameor и

мутантной линии к1-2 на разных сроках после инокуляции ризобиями. Из

данного  материала  была  выделена  тотальная  РНК  с  использованием

реагента  Trizol  (Invitrogen,  США).  Полученную  РНК  использовали  для

синтеза  комплементарной  ДНК,  с  помощью  которой  проводили

количественную  ПЦР,  совмещенную  с  обратной  транскрипцией  (ОТ-

ПЦР).

Результаты

Был  проведен  иммуноцитохимический  анализ  везикулярного

транспорта в  клубеньках  гороха дикого  типа  SGE.  В  результате  было

показано, что везикулы активно участвуют в высвобождении бактерий из

инфекционных  капель,  доставляя  к  плазматической  мембране

мембранный  материал.  Было  показано,  что  везикулярный  транспорт

задействован в доставке к симбиосомам фитогормонов:  гибберелловой

кислоты,  транс-зеатина  рибозида.  Также  везикулярный  транспорт

участвует в поддержании окислительно-восстановительного пот 

Для  оценки  уровня  экспрессии  генов-маркеров  экзоцитоза  был

собран енциала в симбиосомах, обеспечивая доставку к ним глутатиона.

У  мутанта  SGEFix−-6  (sym40)  наблюдалось  увеличенное  количество

везикул,  доставляющих  мембранный  материал  к  гипертрофированным



инфекционным каплям, свойственных этому мутанту. У мутанта SGEFix−-2

(sym33) везикулярный транспорт был вовлечен в аномальную секрецию

транс-зеатин  рибозида  в  вакуоль,  что  хорошо  соотносится  с  ранее

полученными  данными  о  сниженном  уровне  этого  фитогормона  в

клубеньках мутанта.  У мутанта SGEFix−-3  (sym26),  характеризующегося

морфологически  дифференцированными  бактероидами,

претерпевающими  быструю  деградацию,  наблюдались  везикулы,

доставляющие глутатион к симбиосомам, сходно с диким типом.

В  качестве  модели  для  изучения  везикулярного  транспорта  в

клетках  азотфиксирующих  клубеньков  гороха  была  использована

мутантная  линия  к1-2,  у  которой  отсутствует  выход  бактерий  из

инфекционных  нитей.  Анализ  изменения  уровней  экспрессии  генов,

кодирующих  регуляторы  везикулярного  транспорта  при  развитии

симбиоза, показал, что уже на раннем этапе (2-й день после инокуляции

ризобиями) у мутанта к1-2 происходит снижение уровня экспрессии гена

VAMP721e  (v-SNARE белок)  в 5 раз по сравнению с растениями дикого

типа  cv.  Cameor.  Кроме  того,  у  мутантной  линии  к1-2 в  отличии  от

растений  дикого  типа  не  происходила  активация  гена  PsSYP132  (t-

SNARE) на  14-й  день  после  инокуляции.  Полученные  данные

свидетельствуют  о  влиянии  LysM-РПК  К1  на  работу  регуляторов

везикулярного транспорта –  v-SNARE и t-SNARE  белков.  Изменения в

уровне  экспрессии  этих  генов,  вероятно,  нарушает  процесс  развития

симбиосом у мутанта к1-2. 

Таким  образом,  везикулярный  транспорт  играет  важную  роль  в

развитии симбиотического клубенька. Показано, что он задействован в

доставке к симбиосомам фитогормонов: гибберелловой кислоты, транс-

зеатина  рибозида,  а  также  поддержании  окислительно-

восстановительного потенциала в симбиосомах, обеспечивая доставку к



ним  глутатиона.  Выявлена  ключевая  роль  гена  гороха  K1 в  контроле

регуляторов везикулярного транспорта – v-SNARE и t-SNARE белков.

Тема (№ 0664-2018-0025)

“Определение  условий  и  разработка  технологии  сохранения

симбиотически-активных  бактерий  на  поверхности  семян,

обработанных  биопрепаратами,  с  целью  образования  эффективного

симбиоза в полевых условиях” 

Цель  работы:  разработка  методов  эффективного  совмещения

токсичных  фунгицидных  протравителей  семян  и  их  инокуляции

клубеньковыми  бактериями  путем  использования  водорастворимых

полимеров.  

Токсичность  протравителей  для  бактерий  определялась  путем

построения  кривых  изменения  числа  жизнеспособных  ризобий  в

совместных  с  протравителями  баковых  растворах,  а  также  на

протравленных  семенах.  Определить  возможность  повышения

устойчивости клубеньковых бактерий к стрессовым факторам (таким как

жёсткие  для  клубеньковых  бактерий  условия  семенной  поверхности  и

прямой контакт ризобий с пестицидами) путем добавления к баковому

раствору  различных  композиций  на  основе  ряда  водорастворимых

полимеров. 

Новизна:  впервые  показано,  что  обработка  инокулированных

ризобиями  семян  бобовых  полимерами-пленкообразователями,

адъювантами,  поверхностно-активные  веществами  и  эмульгаторами

(поливинил-пирролидон,   его  полимер-угольная  композиция,

карбоксиметил-целлюлоза  и  альгинат  натрия)  снижает  токсическое

действие  на  бактерии  функцидных  протравителей  (Maxim,  Протект,

Протект Форте), повышая выживаемость бактерий 3-15 раз.

  Объекты и методы исследования. 



Были  изучены  следующие  фунгицидные  протравители  с

препаративной формой в виде смачивающихся порошков:

 Фундазол СП (д.в. беномил 500 г/кг;  ООО «Агро-Кеми», Россия),

Беномил  СП  500  (д.в.  беномил  500  г/кг;  ООО  «СОЮЗАГРОХИМ»,

Россия),  Бенорад  СП  (д.в.  беномил  500  г/кг;  ЗАО  Фирма  «Август»,

Россия).

Так  же  были  изучены  следующие  фунгициды  концентраты

суспензий:

Maxim КС (д.в.  флудиоксонил 25 г/л;  «Syngenta International AG»,

Швейцария), Протект КС (д.в. флудиоксонил 25 г/л; ООО «Агро Эксперт

Груп»,  Россия),  Протект  Форте  ВСК  (д.в.  флудиоксонил  40  г/л  +

флутриафол 30 г/л; ООО «Агро Эксперт Груп», Россия), Синклер КС (д.в.

флудиоксонил  75 г/л;  ЗАО Фирма «Август»,  Россия),  Оплот  ВСК (д.в.

дифеноконазол  90  г/л  +  тебуконазол  45  г/л;  ЗАО  Фирма  «Август»,

Россия). 

В качестве объектов были исследованы бактериальные суспензии

ризобий сои (Bradyrhizobium japonicum шт. 634б), люпина (Rhizobium lupini

шт.  3679,  363а,  367а),  гороха  (Rhizobium leguminosarum шт.  1077)  и

чечевицы  (Rhizobium  leguminosarum  шт.  712  и  2720).  Выбор  видов

микроорганизмов  был  обусловлен  наибольшей  практической

значимостью  их  растительных  хозяев  (соя,  люпин,  горох,  чечевица)  в

современной России и странах СНГ. Подбор конкретных штаммов был

обусловлен тем, что на их основе производят промышленные инокулянты

под коммерческим наименованием Ризоторфин®.

Бактериальные  суспензии  для  закладки  опытных  вариантов

готови-лись путем инокуляции изучаемыми штаммами полусинтетической

среды с последующим ее термостатированием на качалке и месячным

выдержи-ванием в холодильнике.



Обсуждение  экспериментальных  данных  и  результаты  научных

исследований. 

Установлено  значительное  сокращение  числа  жизнеспособных

бактерий  в  самом  контроле,  за  8  часов  при  комнатной  температуре

погибает 50-70% ризобий.  По-видимому,  это связано со значительным

титром изначальной бактериальной суспензии – около 10 млрд. КОЕ/мл.

Возможно,  резкое  разведение  такой  суспензии  в  5  раз  при

приготовлении бакового раствора негативно сказывается на бактериях,

так  как  столь  же  резко  изменяется  концентрация  питательных

элементов,  осмотическое  давление,   т.е.  значительная  часть  бактерий

погибает  в  результате  резких  изменений  физико-химический  условий

окружающей среды. 

В опыте с ризобиями чечевицы (R. leguminosarum шт. 2720) выявлена еще

большая чувствительность бактерий к  исследуемым протравителям.  Из

всех  вариантов  опыта  бактерии  колонии   удалось  получить  только  в

вариантах  с  фунгицидом  Фундазол  и  только  для  4  часов  выдержки

баковых растворов.

Установлено, что в экспериментах  с смачивающимися порошками

фунгицидов  на  основе  беномила  ризобии  сои  можно  назвать

устойчивыми, а ризобии чечевицы – чувствительными. 

Данные  выводы  дополнительно  проверены  на  фунгицидах

концентратах-суспензий (Maxim, Протект, Протект Форте). 

Смешение данных протравителей с препаратами ризобий сои, люпина,

гороха и чечевицы явно негативно влияло на  выживаемость всех видов

бактерий. Бактериальная устойчивость к  пестицидам была различной и

уменьшалась  в  следующей последовательности:  ризобии  сои,  ризобии

люпина,  ризобии  гороха,  ризобии  чечевицы. Токсичность  пестицидов

увеличивалась в следующем порядке: Maxim, Протект, Протект Форте.

Выживаемость ризобий в смеси с протравителями  в значительной



степени зависела от температуры, при которой выдерживали смесь. Чем

токсичнее  для  ризобий  был  протравитель,  тем  сильнее  проявлялось

положительное  влияние  низких  температур  на  выживаемость

клубеньковых  бактерий.  Роль  температурного  фактора  возрастала  с

увеличением концен-трации протравителя. Доля выживших клубеньковых

бактерий сои в  смеси с  10 % раствором фунгицида  Maxim спустя 8 ч

после смешения при 2-5 и 16-18  C составляла соответственно 72,02 и

68,88 %. В то же время для 20 % раствора фунгицида получили значения

65,73  и  31,12 %.  Выявленная  закономерность  оказалась  справедлива

для каждой исследованной пары биопрепарат—протравитель.

Токсичность  фунгицида  Протект  для  ризобий  сои  и  люпина

оказалась  сопоставима  с  токсичностью  препарата  Протект  Форте,

несмотря  на  то,  что  у  последнего  концентрация  флудиоксонила

практически в 2 раза больше, а также присутствует второе действующее

вещество — флутриафол. 

Установлено,  что  клубеньковые  бактерии  рода  Bradyrhizobium

устойчивее к воздействию химических фунгицидов, чем бактерии рода

Rhizobium,  что,  вероятно,  обусловлено  скоростью  метаболических

процессов данных бактерий.

Изучено влияние поливинилпирролидона на выживаемость ризобий

люпина двух штаммов (R. lupini шт. 363а, 367а).  В контрольном варианте

число  колониеобразующих  бактерий  R.  lupini шт.  363а  на

инокулированных  семенах  падает  от  95000  (рассчитанное  через  титр

инокулянта максимально-возможное количество бактерий на 1 семени)

практически  до  0  за  первые  сутки  после  инокуляции.  Установлено

стремительное сокращение числа живых бактерий в первые 2 часа после

инокуляции, относительно стабильный их уровень в промежутке от 2 до 8

часов после инокуляции, и последующее сокращение практически до 0 в

течение следующих суток.



Установлено  что,  поливинилпирролидон  показывает  высокую

эффективность  в  качестве  полимерной  основы  протектора  ризобий,

однако  его  сравнительно  высокая  цена  существенно  ограничивает

возможности промышленного производства протектора на его основе. 

В  результате  проведённых  исследований  установлено,  что  среди

исследованных  ризобий  наиболее  устойчивыми  к  протравителям

оказались  клубеньковые  бактерии  сои  (Bradyrhizobium japonicum 634б),

наименее устойчивыми — клубеньковые  бактерии  чечевицы (Rhizobium

leguminosarum  712).  Внутри  групп  препаративных  форм  наблюдается

следующая  важная  закономерность  –  токсичность  того  или  иного

протравителя, зачастую, определяется не видом действующего вещества

и не его концентрацией в составе протравителя, а его так называемой

формуляцией  –  т.е.  качественным и  количественным  составом  ПАВов,

адгезивов,  пленкообразователей,  определяющих  технологические

свойства конкретной марки протравителя.

Нахождение  ризобий  в  одном  растворе  с  протравителями

негативно  сказывается  на  выживаемости  бактерий:  чем  дольше

выдерживалась смесь, тем меньше оставалось жизнеспособных ризобий.

С ростом температуры смеси и концентрации протравителей в растворе

их токсичность увеличивается. Низкие температуры (2-5 C) значительно

повышают выживаемость бактерий. Возможность значительного влияния

формуляции протравителей, т.е. дополнительных веществ в составе, на

устойчивость  ризобий  была  показана  путем  обработки  семян  сои

инокулянтами,  модифицированными  вариантами  полимерных

композиций.  Повышение  жизнеспособности  ризобий  в  опытных

вариантах  показывает,  что  путем  применения  водорастворимых

полимеров  можно  значительно  повысить  устойчивость  ризобий  к

неблагоприятным  факторам  среды,  таким  как  стрессы  семенной



поверхности  и  прямой  контакт  с  пестицидами.  На  основе  подобных

полимеров  возможна  разработка  формуляции  для  биопрепаратов,

обеспечивающая  лучшую  сохранность  бактерий  на  инокулированных

семенах и повышенную устойчивость бактерий к ХСЗР.

Полученные результаты использованы для разработки « Технологии 

сохране-ния  жизнеспособных и симбиотически активных бактерий на  

поверхности  обработанных семян, обеспечивающих образование 

эффективного симбиоза».

Тема (№ 0664-2018-0022) 

 Оценить   эффективность  новых  штаммов   клубеньковых  и

ассоциативных  бактерий,   грибов  арбускулярной  микоризы  в

различных  агроэкологических условиях России, в том числе  на фоне

абиотических  стрессов  для  разработки   рекомендаций  по

эффективному использованию биопрепаратов. 

 Цель работы: повышение эффективности симбиоза культурных растений

с бактериями и грибами путем выделения высокоэффективных штаммов,

проявляющих  высокую  ростстимулирующую  активность  в  различных

агроэкологических регионах РФ.   

Новизна: выделены новые штаммы клубеньковых бактерий сои  и коз-

лятника, ассоциативные ризобактерии,  штаммы эндомикоризных грибов,

выпол-яющих трофические и защитные функции при взаимодействии с

бобовыми,  зерновыми,  овощными,  кормовыми  и  техническими

культурами,  изучена  их  ростстимулирующая  и  фитопротекторная

активность  (в  полевых  опытах,  в  большинстве  сельскохозяйственных

регионах РФ). 

Объекты и методы исследования. 

Выделение новых штаммов микроорганизмов осуществлялось в 2014-

2018 гг. из растительных образцов, собранных в различных регионах 



России: Краснодарский край, Ростовская область, Ленинградская 

область, республика Казахстан из корневой зоны ячменя, пшеницы, 

подсолнечника, сои, нута. Выделение и культивирование чистых культур 

микроорганизмов осущес-твляли по общепринятым методикам. Оценка 

результатов проводилась в лабораторных, вегетационных и полевых 

опытах. В качестве штаммов – эталонов использовались стандартные 

производственные штаммы

   Результаты:  Оценка  эффективности  препаратов  проводилась  в

различных  почвенно-климатических  условиях  (Алтайский  край,

Астраханская,  Калининградская,  Костромская  область,  Красноярский

край,  Ленинградская,  Омская,  Тюменская,  Ростовская,  Челябинская

область, Республика Адыгея).

В  результате  проведённой  работы  показано,  что  эффективность

микробиологических  препаратов  в  условиях  абиотических  стрессов

увеличивается по сравнению с нормальными или близкими к нормальным

условиями.  Так,  в  засушливых  условиях  Алтайского  края  урожайность

пшеницы сорта Степная волна в контрольном варианте составили 21 ц/га,

обработка биологическими препаратами повысила урожайность до 34,3

ц/га. Прибавка составила 63,3% по отношению к контрольному варианту.

 В  условиях  Астраханской  области  при  недостатке  осадков  и

повышенной засоленности прибавки урожая яровой пшеницы составили:

сорт Боженко – 111,7%, сорт Скипер – 241,8 %, сорт Агата – 99,3%, сорт

Московская 39 – 150,9 %, сорт Мисс – 71,6 %. В то же время повышение

урожайности  зерновых  в  нормальных  условиях  обычно  находится  в

интервале  15-25%.  В  первую  очередь  это  связано  с  тем,  что  в

неблагоприятных условиях растения «мобилизую» свои ресурсы за счёт

действия  микроорганизмов,  которые  стимулируют  рост  растений  и

подавляют стрессы  у растений. 



Аналогичная  тенденция  прослеживается  и  при  оценке

урожайности бобовых культур. Так в нормальных условиях (Ростовская

область)  урожай-ность  сои  сорта  Вилана  в  контрольном  варианте

составила 17,4 ц/га, урожайность с инокуляцией штаммами клубеньковых

бактерий  составила  от  20,9  до  22,4  ц/га  (в  зависимости  от  штамма  и

препаративной  формы).  Прибавка  урожайности  составила  от  20,1  до

28,4 %. В неблагоприятных условиях Красноярского края (метеоусловия

вегетационного  периода  не  совпадали  с  критическими  периодами

развития  культуры,  что  привело  к  низкой  продуктивности  сои).  После

посева установилась прохладная погода,  среднесуточные температуры

были ниже 10ºС, в результате всходы появились на десять суток позднее

среднемноголетней  даты)  урожайность  сои  сорта  Заряница  в

контрольном варианте составила 4,15 ц/га, а урожайность в вариантах с

инокуляцией 11,3 ц/га. Таким образом прибавка урожайности составила

172,2% относительно контрольного варианта. 

Проведено  представление  полученной  информации  о

симбиотической  эффективности  инокулятов  АМ-гриба  на  различных

культурных растениях в виде пополнения сформированной базы данных.

Проведена оценка симбиотической эффективности землеудобрительных

биопрепаратов  ВНИИСХМ  на  основе  гриба  арбускулярной  микоризы

штамма RCAM00320 вида  Rhizophagus irregularis, а также биопрепаратов

на основе ассоциативных бактерий (Ризоагрин на основе  Agrobacterium

radiobacter шт.  204)  и  клубень-ковых  бактерий  (Ризоторфин  на  основе

Rhizobium leguminosarum bv. viceae шт. 260б для гороха, на основе Rhizobium

trifolii шт. 339а и 348а для клевера; Sinorhizobium meliloti шт. 404б и шт. А-1

для  люцерны,  Rhizobium  galegae шт.  К-1  для  козлятника)  на  ряде

сельскохозяйственных  культур  с  оценкой  эффективности  по  свежей

биомассе  надземных  частей.  Инокулянты   эффективны  на  культурах

различных  семейств.  Средняя  эффективность  для  АМ-инокулята



варьировала по массе зерна в диапазоне +14,8…+46,2% для кукурузы,

козлятника  восточного  и  люцерны  изменчивой  при  средней

эффективности  всех  применяемых  биопрепаратов  в  диапазоне  +2,4…

+114,3%. Результаты анализа не выявили корреляционных взаимосвязей

между показателями эффективности  с  агрохимическими показателями

почвы,  такими  как:  содержание  гумуса,  калия  и  фосфора  в  почве.  В

68,2%  случаев  инокуляция  приводила  к  существенному  (P<0.05)

приросту веса надземных частей растений.

В  результате   работы  расширена  база  данных,  учитывающая

конкретные условия экспериментов. Оценка  эффективности

биопрепаратов  на  важнейших  с/х  культурах  показала  их  высокую

эффективность  в  различных  агроэкологических  условиях.   Создание

базы  данных  позволит  повысить  эффективность  применения

биопрепаратов  с  учётом  агроэкологических  условий  и  биологических

особенностей сельскохозяйственных культур.

Благодаря  использованию  препаратов  урожайность  культур

стремиться  к  значениям  урожайности  в  «нормальных»  условиях.

Представлена информация о симбиотической эффективности АМ-гриба

на различных культурных растениях в виде формирования базы данных.

Впервые  проведен  корреляционный  анализ  результатов  многолетних

экспериментов  в  рамках  географической  сети  опытов  (ГСО)  с

землеудобрительными биопрепаратами ФГБНУ ВНИИСХМ.

По результатам проведённых исследований в качестве выходной 

продукции подготовлены «Рекомендации по эффективному применению 

биопрепаратов на основе симбиотических и  ассоциативных бактерий, 

грибов арбускуляр-ной микоризы  в  регионах России на фоне 

абиотических стрессов».

Тема (№ 0664-2018-0027)



 Изучить  мозаичность  структуры  геномных  островов  и  генов

клубеньковых  бактерий,  формирующих  продуктивные  и

стрессоустойчивые симбиотические системы». 

Цель работы: выявление и характеристика элементов акцессорного

генома клубеньковых бактерий, участвующих в контроле эффективного

симбиоза с бобовыми растениями и перспективных для использования

при селекции и конструировании хозяйственно-ценных штаммов.

Задачей отчетного года являлось получение данных о структурном

полиморфизме  («мозаичности»)  симбиотически  важных  генов

клубеньковых бактерий люцерны и козлятника (Sinorhizobium meliloti и  N.

galega),  перспективных  для  использования  при  селекции  и

конструировании хозяйственно-ценных штаммов клубеньковых бактерий. 

Объектом  исследования  являлись  260  симбиотически  активных

штаммов  клубеньковых  бактерий  люцерны  (S. meliloti)  и  11  штаммов

козлятника  (Neorhizobium galegae),  выделенных  в очаге  разнообразия

культурных растений в северном районе Большого Кавказского хребта

(Северо-Кавказский  генцентр,  СКГ).  Штаммы  S. meliloti также  были

выделены  в  районе  разнообразия  люцерны  в  предгорье  Мугоджары,

Казахстан  (ПАГ).  Микробно-растительные  симбиотические  системы  в

указанных  районах  разнообразия  растений-хозяев  адаптированы  к

условиям засушливости, а в последнем – также к условиям засоления, что

представляет  значительный  интерес  для  изучения  генетического

разнообразия  пула  генов  микросимбионтов,  вовлеченных  в  контроль

хозяйственно-ценных  признаков.  Также  в  число  проанализированных

штаммов  входило  17  штаммов  S. meliloti,  выделенных  из  агроценозов

Северо-Запада РФ.

У клубеньковых бактерий S. meliloti проведен анализ нуклеотидного

полиморфизма  генов  nodA,  nodB,  nodC,  nodH,  nodM,  nodE и  nodF,

участвующих в синтезе видоспецифичных Nod-факторов.  Для каждого



гена выявлены типовые аллели, сходные с референс-аллелью, а также

аллели,  последовательности  которых  имели  структурные  отличия

(дивергентные аллели). Установлено, что аллели, сходные с референс-

аллелью доминировали у штаммов из ПАГ, тогда как у штаммов из СКГ –

дивергентные  аллели  генов  nodABC,  а  также  видоспецифичного  гена

nodН. Встречаемость дивергентных аллелей в ПАГ была в 1.6 раза выше,

чем в СКГ, а количество типов указанных аллелей варьировало от 4-х до

11  в  зависимости  от  изученного  гена.  По  результатам  анализа

нуклеотидных  последовательностей  дивергентных  аллелей  указанных

генов  определены  соответствующие  величины  нуклеотидного

разнообразия (Pi) у штаммов из ПАГ и СКГ. В результате in silico анализа

установлено, что высокий уровень нуклеотидного полиморфизма редких

типов дивергентных аллелей генов nodA и nodB, которые были выявлены

у  штаммов  из  ПАГ,  преимущественно  обусловлен  накоплением

синонимичных  мутаций.  Соотношение  dN/dS,  определенное  с

использованием программы DnaSP, для аллелей генов nodA и nodB было

меньше 1, что указывало на преобладание процессов стабилизирующего

отбора. Нуклеотидный полиморфизм дивергентных аллелей гена nodС в

обеих  популяциях  обусловлен  накоплением  несинонимичных  замен

согласно  вычисленным  значениям  dN/dS.  Это  показано  для

доминирующей  аллели,  выявленной  у  штаммов  из  СКГ  (частота

встречаемости 0.57;  dN/dS=2.5),  и  для редко встречающейся аллели у

штаммов  из  ПАГ  (dN/dS=3.10).  Данный  факт  может  указывать  на

возможность  влияния  положительного  эволюционного  давления  на

разные  дивергентные  аллели  в  обеих  популяциях.  In  silico анализ

доминирующей  дивергентной  аллели  видоспецифичного  гена  nodH  у

штаммов из СКГ (частота встречаемости 0.53)  выявил функционально-

значимые изменения на уровне белкового продукта, тогда как в случае

доминирующей  аллели  у  штаммов  из  ПАГ  (частота  0.4)  таковых



изменений  не  выявлено.  Аналогичный  анализ  доминирующих  аллелей

гена  nodM,  характерных  для  каждого  региона  и  встречавшихся  с

частотами 0.47 и 0.37 у штаммов СКГ и ПАГ, соответственно, не показал

наличие  в  них  функционально-значимых  замен.  Для  дивергентной

аллели  видоспецифичного  гена  nodE,  являющейся  превалирующей  у

штаммов  S. meliloti из СКГ (частота 0.89) и доминирующей у штаммов из

ПАГ (0.5), также не выявлено функционально-значимых замен на уровне

белкового продукта.

В результате проведенного анализа «общих» и видоспецифичных

nod генов  у  природных  штаммов  из  СКГ  и  ПАГ  получены  данные,

указывающие на то, что в указанных популяциях дивергентные аллели

находятся  под  влиянием  разных  типов  отбора  (стабилизирующий  в

случае  nodA и  nodB и движущий – в случае  nodC). В случае гена  nodC,

который  детерминирует  синтез  сигнальной  молекулы  определенной

длины,  отбор  дивергентных  аллелей  этого  гена  могл  быть  обусловлен

предпочтительностью взаимодействия ризобий с растениями-хозяевами,

характерными для  изученных  районов. В  дальнейшем  будет  проведен

сравнительный нуклеотидный анализ как типовых,  так и дивергентных

аллелей, что позволит проанализировать микроэволюционные процессы

в данных популяциях. 

Анализ in silico несинонимичных замен в выявленных дивергентных

аллелях указывал на то, что таковые должны приводить к существенным

структурным изменениям на  уровне  продукта  гена.  Проведена  оценка

симбиотических  свойств  штаммов,  несущих  выявленные  дивергентные

аллели  nod генов.  Показано,  что  изменения  в  структуре  гена  nodC,

относительно  референс-аллели,  могут  приводить  к  трехкратному

замедлению клубенькообразования в симбиозе с растениями  M. varia в

стандартных условиях относительно референс-штамма (P=0.000836) и к

изменению  спектра  хозяйской  специфичности  (клубеньки



сформированы  на  трех  из  шести  протестированных  видах  растений-

хозяев)  также  относительно  рефеенс-штамма.  Изменения  в  структуре

гена  nodA,  наоборот,  коррелировали  с  ускоренным  процессом

клубенькообразования в симбиозе с M. trautvetteri в стандартных условиях

(P=0.004563),  тогда  как  штаммы,  имевшие  измененные

последовательности гена  nodH, формировали симбиоз с растениями  M.

varia и M. truncatula в нормальных условиях и не образовывали клубеньки

на корнях этих растений-хозяев в стрессовых условиях. За отчетный

период  выявлены  новые  гены,  вовлеченные  в  контроль  симбиотической

эффективности, в результате анализа транспозантов модельного штамма S.

meliloti СХМ1-188. Четыре из десяти мутантов в результате использовании

их  как  инокулянтов  Medicago  varia (сорт  Вега)  давали  статистически

значимые прибавки сухой массы растений (24-27%) в микровегетационных

опытах.  Гены  интереса  выявлены  с  использованием  метода

"инвертированной"  ПЦР и секвенирования участков,  фланкирующих Tn5.

Установлено,  что  один  из  генов  локализован  на  SMa и  кодирует

короткоцепочечную ацил-СоА-трансферазу, а два других – на SMb, а их

продуктами  являлись  dTDP-4-дегидро-рамнозо-редуктаза  и  дигидрокси-

ацетон киназа. 

Проведена  оценка  видовой  специфичности  указанных  Tn5-

мутантов в симбиозе с разными видами люцерны:  M. varia (c. Вега),  M.

sativa,  М.  trautverteri,  M.  lupulina (ВИК97).  Масса  инокулированных

растений  культурных  видов  люцерны  превышала  массу  растений,

инокулированных родительским штаммом более, чем на 20%. Выявлена

высокая  отзывчивость  культурных  видов  люцерны  на  инокуляцию

транспозантами.  Два  транспозанта  Т796А  и  Т900  отобраны  как

наиболее перспективные для дальнейшей селекционной работы.    

Проведен  сравнительный  анализ  нуклеотидного  полиморфизма

симбиотических генов у 11 штаммов клубеньковых бактерий козлятника,



относящихся к биоварам Neorhizobium (Rhizobium) galegae bv.  officinalis и N.

galegae bv.  orientalis из  СКГ.  Показано,  что нуклеотидный полиморфизм

генов  fixX,  fixC и  fixB, кодирующих компоненты электрон-транспортной

цепи к нитрогеназе, у штаммов  N. galegae bv. orientalis был значительно

более высоким, чем таковой у штаммов N. galegae bv. officinalis (значения p-

distance различались в 13-20 раз), тогда как аналогичные значения для

«общих» nod генов (nodA, nodB, nodC) и nodЕ различались в среднем в 4, а

гена  nodF – в  6 раз.  Наиболее значимые различия получены в случае

nodU  (кодирует  6-O-карбамоилазу,  отвечающую  за  специфическую

модификацию  Nod-фактора)  и  nodD2  (кодирует  транскрипционный

регулятор генов клубенькообразования) и nodN, уровень разнообразия

которых у штаммов bv. orientalis был сопоставим с таковым у fixX и fixC и

полностью  отсутствовал  у  штаммов  bv.  officinalis.  В  случае  последних

полиморфизм также отсутствовал у ряда других генов (nodI,  fixU,  fdxN).

Таким  образом,  нуклеотидный  полиморфизм  симбиотически  важных

генов  штаммов  bv.  orientalis,  выделенных  из  центра  разнообразия  их

растений-хозяев,  достоверно  выше,  чем  у  штаммов  bv.  officinalis,  для

которых данный район не является центором разнообразия их растений-

хозяев. Показано, что нуклеотидный полиморфизм  генов, вовлеченных в

контроль  симбиотической  азотфиксации  значительно  выше,  чем  генов

клубенькообразования, за исключением генов  nodU и  nodD2, что может

обуславливать контрастные различия в хозяйской специфичности между

штаммами  двух  биоваров  по  отношению  к  указанным  растениям-

хозяевам. 

Проведен  анализ  структурного  и  нуклеотидного  полиморфизма

элементов акцессорного генома (геномные острова) у 160 симбиотически

активных  штаммов  S.  meliloti из  указанных  выше  экосистем,  а  также  у

штаммов  из  агроценозов  Северо-Западного  региона  РФ,

использованных  в  качестве  группы-сравнения.  Выбраны  маркерные



последовательности двух островов: ген proB2, кодирующий глутамат 5-

киназу, и ген Smc03763, детерминирующий синтез цитозин специфичной

метилтрансферазы  (остров  Sme80S),  а  также  ген  Smc02152,

детерминирующий  синтез  геликазы,  и  Smc02155,  продуктом  которого

является гипотетический белок с АТФ-связывающей активностью (остров

Sme21Т). Показано, что маркерные гены островов Sme21T и Sme80S у

штаммов,  которые  имеют  данные  острова,  встречались  со  сходными

частотами (0.33-0.35). При этом, у штаммов, не имевших того или иного

острова, также были выявлены маркерные гены, частоты встречаемости

которых различались более чем в 2 раза (0.61 и 0.30, соответственно).

Т.е.  выявлены  случаи  включения  генов  островов  в  коровую  структуру

генома.  Проведен  анализ  наследования  блоков  генов,  выявленных  в

геномных  островах  штаммов  S.  meliloti,  адаптированных  к  засоленным

почвам  Приаралья  (ПАГ).  С  этой  целью  были  выбраны  маркерные

последовательности  в  структуре  данных  блоков  и  сконструированы

соответствующие праймеры. В результате выявлены штаммы, в структуре

генома которых присутствовал либо один, либо два блока вне структуры

острова (частоты составили 0.17 и 0.14, соответственно). Также выявлен

случай наличия более одной копии одного из указанных блоков генов в

геноме природного штамма. Гомология между копиями блоков в составе

острова и выявленных в геноме (вне острова) составила более 90%, что

доказывает факт того, что протяженные блоки генов геномных островов

могут  выходить  из  структуры  островов  и  «закрепляться»  в  геномах

природных штаммов ризобий.

Оценена симбиотическая  активность  штаммов,  различающихся по

структуре хромосомы, на примере двух групп штаммов (по три в каждой),

которые  имели  (I),  либо  не  имели  (II)  три  острова.  Симбиотическую

активность оценивали по прибавке сухой массы растений двух разных

родов (Medicago,  Trigonella)  в условиях микровегетационных опытов при



стандартных  условиях  и  в  условиях  засоления  (воздействие

абиотического фактора). Показано, что штаммы группы  I формировали

высокоэффективный  симбиоз  с  люцерной,  а  также  с  пажитником,

однако симбиотическая эффективность со вторым растением-хозяином

была достоверно ниже, тогда как в случае инокуляции штаммами группы

II были получены сходно высокие прибавки сухой массы растений как

люцерны,  так  и  пажитника  (средняя  прибавка  155.6%  относительно

контроля  без  инокуляции,  КБИ).  Аналогично  была  оценена

симбиотическая активность штаммов, имевших, либо не имевших остров

Sme80S,  в  структуре  которого  присутствует  копия  гена  proB2,

вовлеченного  в  контроль  осмопротектора  пролина,  и  гена  fixT3,

находящегося  под  контролем  системы  глобальной  регуляции  fixLJ.

Установлено, что штаммы, имевшие (Sme80S+) или не имевшие остров

(Sme80S-)  давали в  типовых условиях более высокую прибавку сухой

массы растений M. varia (172.2±8% и 141.5±14%) и более низкую для M.

truncatula (135.4±8% и 97.0±23%, соответственно; Χ2 = 3.9, P = 4.9*10-2).

В условиях солевого стресса прибавки сухой массы растений  M. varia

были  достоверно  выше  при  инокуляции  «Sme80S+»,  чем  «Sme80S-»

штаммами  (146.6±10% и  114.7±19%),  тогда  как  с  случае  M.  truncatula

значения прибавок сухой массы растений были сходно более высокими

при инокуляции той или иной группой штаммов (150±1.2%). Показано,

что симбиотическая продуктивность растений  M. varia и  M. truncatula в

типовых  и  стрессовых  условиях  достоверно  зависела  от  того  какой

штамм-инокулянт был применен (Χ2 = 16.1, P = 1.0*10-3). Таким образом,

показано, что продуктивность растений M. varia и M. truncatula в типовых

и  стрессовых  условиях  может  предопределяться  геномными

характеристиками штамма-инокулянта. 

Новизна: выявлено три новых гена клубеньковых бактерий люцерны

(Sinorhizobium meliloti), локализованных на мегаплазмидах и вовлеченных в



контроль  симбиотической  эффективности;  получены  новые  данные,

подтверждающие  факт  высокого  уровня  структурного  разнообразия

симбиотически  важных  генов  клубеньковых  бактерий  люцерны  и

козлятника  в  центрах  разнообразия  их  растений-хозяев  и  выявлены

дивергентные аллели у штаммов  S.  meliloti,  находящиеся под действием

положительного  отбора;  получены  новые  данные,  подтверждающие

перенос генов и блоков генов из геномных островов S. meliloti в структуру

геномов  штаммов  в  природных  популяциях;  впервые  показана

взаимосвязь  между  структурной  организацией  хромосомы  S.  meliloti

(наличие  геномных  островов)  и  симбиотической  активностью  штаммов;

впервые показано, что наличие аллелей  nod-генов S.  meliloti, структурно

отличных от таковых референс-штамма, коррелируют с  изменениями в

процессах нодуляции и симбиотической эффективности ризобий как в

типовых, так и в стрессовых условиях; отобрано четыре новых штамма S.

meliloti с улучшенными признаками и характеристиками симбиотической

эффективности и стрессоустойчивости, перспективные для практики. 

Тема 0664-2018-0021

Разработать  научно-техническую  документацию  производства  новых

микробных  препаратов  для  биологического  контроля  насекомых-

фитофагов

Цель  работы: разработка  микробиологических  и  молекулярно-

генетических подходов для создания и оптимизации штаммов бактерий

для  биологического  контроля  насекомых  и  грызунов  –  вредителей

сельскохозяйственных культур. 

В  конкретные  задачи  входило:  (1)  Провести  полногеномное

секвенирование  родентицидного  штамма  32/3  бактерии  Salmonella

enteritidis var.  Issatschenko,  направленное  на  выявление  отличий  в

нуклеотидной последовательности генома этой бактерии от патогенных



для  человека  представителей  рода  Salmonella.  (2)  Изучить

полифункциональные свойства штамма Bacillus thuringiensis var. thuringiensis

(BtН1) 800/15,  обладающего  инсектицидной  активностью,  а  также

исследовать влияние химических инсектицидов на жизнеспособность и

эффективность  BtH1  800/15.  (3)  Подготовить  научно-техническую

документацию для  производства  биологических  препаратов  на  основе

штаммов  Bacillus thuringiensis var.  thuringiensis 800/15 и  Salmonella enteritidis

var. Issatschenko 32/3.

Новизна  работы:  Впервые  проведено  полногеномное

секвенирование  родентицидной  бактерии  Salmonella enteritidis var.

Issatschenko  (штамм  32/3),  безопасной  для  человека  и  теплокровных

животных,  не  относящихся  к  отряду грызуны (Rodentia),  на  платформе

Illumina,  а  также  сборка  и  аннотация  ее  генома.  В  результате

проведенного анализа установлено, что геном этой бактерии содержит

ряд  однонуклеотидных  замен  в  генах,  кодирующих  факторы

вирулентности и белки секреторных систем, позволяющих отличать эту

бактерию от патогенных для человека представителей рода Salmonella. 

Результат  работы:  В  отчете  представлены  результаты

секвенирования генома родентицидного штамма 32/3 бактерии Salmonella

enteritidis  var.  Issatschenko,  а  также  анализа  молекулярных

детерминантов,  обуславливающих  его  вирулентность  и  высокую

специфичность  в  выборе  хозяина.  На  основании  полученных  нами

данных  полногеномного  секвенирования  на  платформе  Illumina

нуклеотидная последовательность генома  S.  enteritidis  var.  Issatschenko,

обладающей  высокоспецифичным  родентицидным  действием,  была

сопоставлена с геномом патогенного для человека штамма  S.  enteritidis,

депонированным в публичной базе данных GenBank. Было установлено,

что  геном  S.  enteritidis  var.  Issatschenko  не  содержит  открытых  рамок

считывания, отсутствующих у болезнетворных сальмонелл, однако имеет



целый  ряд  несинонимичных  однонуклеотидных  замен  в  генах,

приводящих к изменению первичной структуры кодируемых ими белков,

которые  потенциально  являться  ключевыми  детерминантами,

обуславливающими различия в специфичности выбора хозяина.  Среди

них  гены,  кодирующие  белки  внешней  мембраны,  белки  секреторных

систем,  ассоциированных  с  вирулентностью,  а  также  целый  ряд

факторов вирулентности. Так, нами было идентифицировано 25 генов, в

открытых рамках считывания которых были локализованы вариабельные

участки.  К  ним  относился  ряд  генов,  кодирующих  белки  наружной

мембраны,  и  белки,  вовлеченные  в  вирулентность,  такие  как

периплазматический белок TolB, периплазматический шаперон фимбрий

steC,  белок  системы  секреторного  аппараты  ssaL,  белок  наружней

мембраны ompS1, компонент секреторной системы III invG, а также ряд

других транспортеров и ферментов. Полученные нами данные позволяют

заключить, что высокоспецифичные родентицидные свойства  Salmonella

enteritidis  var.  Issatschenko  обусловлены  не  наличием  или  отсутствием

каких-либо открытых рамок считывания, а точечными заменами в генах,

контролирующих вирулентность и патогенез этой бактерии, которые, по-

видимому,  вызывают  изменение  тонких  молекулярных  механизмов,

обуславливающих взаимодействие патоген-хозяин. 

В  рамках  выполнения  второй  задачи  настоящего  исследования

получены  данные  по  изучению  полифункциональных  свойств

эффективного  штамма  BtН1 800/15,  являющегося  продуцентом

инсектицидного биологического препарата. Нами показано, что наряду с

энтомоцидной  активностью  этот  штамм  обладает  антифунгальным  и

ростстимулирующим  действием.  Так, BtН1 800/15  ингибирует  рост

фитопатогенных  грибов  Botrytis cinerea Pers.  (штамм  С-5),  Pythium spp.

(штамм С-2), Bipolaris sorokiniana (Sacc.) Shomaker (штамм С-20), Fusarium

avenaceum (Fr.)  Sacc.  (штамм С-8),  F.  solani App.  et  Wr.  (штамм С-15)  и



Verticillium dahlia Kleb.  (штамм  27).  Более  того,  препарат  на  основе

BtН1 800/15  не  обладает  фитотоксичностью  для  растений  и  даже

проявляет ростстимулирующее действие, включая увеличение всхожести

семян (на 6 - 32%), высоты проростков (на 4 - 54%) и длины корней (на

12  -  52%).  Таким  образом,  нами  показано,  что  штамм  BtН1 800/15

обладает полифункциональными свойствами.

Проведенный нами анализ совместного применения препарата на

основе BtН1 800/15  с  химическими  препаратами  из  групп  пиретроидов

(Децис  Экстра  КЭ)  и  неоникотиноидов  (Корадо  ВРК)  позволил

установить,  что  такой  подход  дает  возможность  снизить  дозы

применения  химических  инсектицидов  в  2-3  раза  без  потери  их

эффективности, что является перспективным для внедрения в практику

для снижения пестицидной нагрузки на окружающую среду. 

На  завершающем  этапе  работы  для  обеспечения  возможности

производства  родентицидных  и  инсектицидных  биологических

препаратов на основе штаммов Salmonella enteritidis  var. Issatschenko 32/3

и Bacillus thuringiensis var. thuringiensis 800/15, соответственно, подготовлен

комплект  научно-технической  документации,  включающий  технические

условия, технологический регламент и методику применения для каждого

из  препаратов.  В  разработанной  документации  описаны  свойства

препаратов, требования безопасности, правила приемки, методы отбора

проб и проведения испытаний при работе с ними, позволяющие добиться

высокой эффективности и технологичности производства и применения

данных биологических препаратов.

Тема. 0664-2018-0028

Изучить  механизмы  взаимодействия  клубеньковых  и  эндофитгных

бактерий  с  бобовыми  растениями  при  совместном  применении  в

составе комплексных биопрепаратов



Цель  исследований  -  изучить  роль  эндофитных  бактерий  в  системе

симбиотических  связей  с  клубеньковыми  бактериями  и  бобовыми

растениями (на примере растений нута Cicer arietinum L.). 

Задачи:

- Определить влияние эндофитных бактерий на развитие бобово-

ризобиального симбиоза у растений нута (Cicer arietinum L.)

-  Оценить  формирование  микробиома  ризосферы  и  эндосферы

нута  у  культурных  сортов  и  дикорастущих  видов  в  процессе

взаимодействия с клубеньковыми бактериями

Новизна. Впервые определена зависимость состава эндосферного

микробиома  от  сортовых  особенностей  культурных  сортов  и

дикорастущих  видов  нута.  Выделены  как  общие  доминантные  филы

(Alphaproteobacteria), так и минорные бактериальные кластеры. 

В  ходе  исследования  изучено  формирование  микробиома

ризосферы и эндосферы растений нута культурного (Cicer arietinum L.), а

также его дикорастущих видов (Cicer reticulatum Ladiz и Cicer echinospermum

P.H.Davi),  полученных  из  исходных  ареалов  распространения  этого

растения  (Передняя  Азия).  Кроме  того,  в  исследовании  был

задействован  мутантный  сорт  Cicer  arietinum ICCV  96029,  который

является раннецветущим (20 д.п.с.) ортологом арабидопсиса (Arabidopsis

thaliana)  EARLY  FLOWERING3  (ELF3)  (Ridge с  соавт.,  2017),  а  также

засухоустойчивый сорт ICC 16207 (Archana Joshi-Saha,  2015). Поскольку

климатические  условия  в  целом  являются  стрессовыми,  и  растение

испытывает в течении короткого вегетационного сезона засуху, высокие

температуры  или  заморозки  в  конце  сезона,  раннее  цветение  и

устойчивость  к засухе является очень желательной чертой для сортов

нута. Полученные результаты позволяют оценить состав эндосферного и

ризосферного  микробиома  в  зависимости  от  сортовых  особенностей.

Установлено, что дикорастущих видов и культурные сорта существенно



отличаются  по  составу  микробиома  эндосферы.  Выделены  как  общие

доминантные филы (Alphaproteobacteria),  так и минорные бактериальные

кластеры.  Изучен  состав  микробиома  мутантного  сорта  Cicer  arietinum

ICCV  96029,  выделены  его  основные  бактериальные  компоненты.

Оценено влияние яровизации на развитие микробиома эндосферы нута.

Установлено, что яровизация также оказывает существенное влияние не

только на физиологические процессы в растении, но и на формирование

микробиома.  Таким  образом,  установлено,  что  состав  микробиома

эндосферы дикорастущих видов и культурных сортов нута в  процессе

формирования клубеньков определяется сортом растения. Наибольшее

разнообразие в составе микробиома отмечено у дикорастущих видов. 

 1.2.  Цель  исследований -  разработка концепции  оценки

эффективности  интродукции  микробиологических  средств  защиты

растений в полевых и лабораторных условиях методом количественной

ПЦР  и  флуоресцентной  in  situ гибридизации  с  использованием

модельных растительно-микробных систем

Задачи 

-  Разработать  адекватные  родо-  и  видоспецифичные  Real-Time

тест-  системы  для  количественной  оценки  степени  интродукции

эндофитных бактерий в эндосферу растений

-  Провести  верификацию  и  валидацию  разработанной  тест-

системы  на  примере  модельной  гнотобиотической  системы  с

использованием растений нута и эндофитных бактерий, выделенных из

различных источников (эндосфера нута, эндосфера сфагнов)

- Разработать метод специфичной визуализации микроорганизмов

с  помощью  флуоресцентной  in  situ гибридизации  с  использованием

модельных растительно-микробных систем

Новизна.  Впервые  разработана  концепция  оценки  эффективности

интродукции микробиологических средств защиты растений в полевых и



лабораторных  условиях   методом  количественной  ПЦР  и

флуоресцентной  in  situ гибридизации  с  использованием  модельных

растительно-микробных систем

    Результаты. На  основании  данных  о  составе  гена  16S рРНК

установлена  видовая  принадлежность  трех  штаммов  эндофитных

бактерий,  выделенных  из  семян  нута  (Bacillus methilotrophicus CT2),

эндосферы корней нута около сформированного клубенька (Paenibacillus

salinicaeni 2017-6),  эндосферы  сфагнов  (Pseudomonas spp. RM13D).  На

основании  генетической  последовательности  гена  16S рРНК  для

указанных  штаммов  проведен  дизайн  и  разработаны  родо  –  и

видоспецифичные тест-системы на основе метода расщепляемых зондов

(Taq-man,  «так-мэн»).  Проведена  оптимизация  условий  проведения

реакций ПЦР в «режиме реального времени»: подобраны температуры

отжига  праймеров  и  зондов,  оптимизированы  концентрации  Mg2+,

дезоксирибонуклеотидов, праймеров, зондов, матричной ДНК. Созданы

стандартные  образцы  ДНК,  полученные  из  известного  числа  клеток

указанных  штаммов,  необходимые  для  дальнейшего  абсолютного

количественного  анализа.   Проведена  верификация  и  валидация

разработанной  тест-системы  на  примере  модельной  гнотобиотической

системы  с  использованием  растений  нута  и  эндофитных  бактерий.

Получены  данные  об  абсолютной  бактериальной  нагрузке

интродуцируемых штаммов в процессе развития растений нута. Данная

работа  будет  продолжена  с  целью  получения  информации  о  составе

всего  генома  указанных  штаммов  и  дальнейшей  разработки  штаммо-

специфичных  тест-систем.  Разработан  метод  специфичной

визуализации  микроорганизмов  с  помощью  флуоресцентной  in  situ

гибридизации  с  использованием  модельных  растительно-микробных

систем.



1.3.  Цель  исследований -  определение  биоразнообразия,  динамики

численности,  способов  проникновения  и  свойств  не  образующих

клубеньки эндофитных бактерий, выделенных из различных природных

источников: клубеньков бобовых растений и сфагновых мхов.

Задачи

-  Получение  коллекции  эндофитных  бактерий,  выделенных  из

внутренних тканей корней нута близких к зоне развития клубеньков.

-  Получение  коллекции  эндофитных  бактерий,  выделенных  из  семян

дикорастущих  видов  нута  Cicer  reticulatum Ladiz  и  Cicer  echinospermum

P.H.Davi.

-  Изучение  динамики  численности,  способов  проникновения

интродуцируемых штаммов эндофитных бактерий.

Новизна.  Впервые  получены  данные  о  составе  культивируемой

эндофитной  микрофлоры  семян  дикорастущих  видов  нута,  а  также

областей корневой системы, прилегающей к клубенькам.

Результаты.  Определено  биоразнообразие,  динамика  численности,

способы  проникновения  и  свойства  не  образующих  клубеньки

эндофитных  бактерий,  выделенных  из  из  различных  природных

источников: клубеньков бобовых растений и сфагновых мхов.

 Тема № 0664-2018-0029

 Изучить  ключевые  этапы  развития  тройного  симбиоза  гороха

посевного  (Pisum  sativum L.)  с  клубеньковыми  бактериями,  грибами

арбускулярной  микоризы  и  эндофитными  бактериями  при  помощи

методов транскриптомики, метагеномики и биоинформатики  

Цель  работы:  Характеристика  структурно-функциональной

организации генетической системы развития тройного симбиоза бобовых

растений с симбиотическими (клубеньковыми, эндофитными) бактериями



и  микоризными  грибами  при  помощи  методов  транскриптомики,

метагеномики и биоинформатики.

Новизна:  В  ходе  работы  путем  анализа  экспрессии  генов  в

симбиотических  органах  и  тканях  растений  гороха  «дикого  типа»  и

мутантов  по  генам  ключевых  симбиотических  транскрипционных

факторов впервые были идентифицированы компоненты растительного

генома  (гены,  объединенные  общей  регуляцией  их  активности),

необходимые  для  развития  и  функционирования  взаимовыгодных

симбиозов гороха с микроорганизмами. В частности, на основании этого

анализа  у  растений  гороха  были  впервые  идентифицированы

коэкспрессионные генные сети, активность которых приводит к развитию

азотфиксирующих  клубеньков  и  арбускулярной  микоризы.  Также

впервые был детально охарактеризован эндофитный микробиом стеблей

растений гороха посевного (линии «дикого типа» Frisson и полученных на

ее  основе  мутантов  по  генам  sym9 и  sym29),  в  результате  чего  было

продемонстрировано, что мутации в данных генах оказывают влияние на

микробиомные профили  растения,  приводя  к  уменьшению (sym9)  либо

увеличению (sym29) их разнообразия. 

Результаты:

Анализ экспрессии генов в симбиотических органах и тканях растений

гороха  «дикого  типа»  и  мутантов  по  генам  ключевых  симбиотических

транскрипционных  факторов  был  проведен  при  помощи  методологии

NGS (секвенирование следующего поколения). В работе использованы

мутанты  по  генам  sym35,  sym34,  sym7,  кодирующие  ключевые

транскрипционные факторы (гомологичные NIN,  NSP1 и  NSP2 модельных

бобовых  растений  лядвенца  японского  и  люцерны  слабоусеченной).

Секвенирование проведено на приборе Illumina HiSeq 2500 по протоколу

МАСЕ (англ. Massive Analysis of cDNA Ends), разработанном в компании

GenXPro  GmbH  (Франкфурт-на-Майне,  Германия).  В  соответствии  с



методологией MACE, секвенированию подвергается не весь транскрипт,

а  лишь  его  фрагмент  размером  100-200  п.н.,  прилегающий  к  полиА-

хвосту  (Жуков  и  др.,  2015).  Анализ  дифференциальной  экспрессии

генов,  проведенный  на  данных  секвенирования,  позволил  выявить

группы  генов,  находящиеся  под  контролем  генов  транскрипционных

факторов NIN, NSP1 и NSP2.

Для  аннотации  контигов,  соответствующих  генам,  дифференциально

экспрессирующимся в проанализированных пробах, была использована

база данных, созданная за отчетный период. База данных включает в

себя  транскрипты,  идентифицированные  при  секвенировании

транскриптома  микоризованных  корней  гороха  посевного  на  приборе

Illumina HiSeq 2000 с очень глубоким покрытием (более 150 млн. ридов).

Данная база является самым полным транскриптомом гороха, созданным

к настоящему моменту.

На основании данных секвенирования транскриптома были построены

генные сети коэкспрессирующися транскриптов (т.е.  тех транскриптов,

уровень  экспрессии  которых  изменяется  совместно  при  изменении

условий  эксперимента).  В  результате  были  выявлены  группы  генов,

согласованно  отвечающих  на  симбиоз  с  клубеньковыми  бактериями  и

грибами  арбускулярной  микоризы,  гены,  специфично

активируемые/ингибируемые  в  случае  одного  из  симбиозов,  а  также

гены,  экспрессия  которых  находится  под  контролем  изучаемых

транскрипционных факторов NIN, NSP1 и NSP2 у гороха посевного.

Таким образом,  анализ  экспрессии генов в  симбиотических органах и

тканях  растений  гороха,  в  том  числе  мутантных,  позволил  выявить

ключевые компоненты, характерные для развития и функционирования

взаимовыгодных  симбиозов  гороха  с  микроорганизмами,  а  также

идентифицировать  взаимосвязь  между  генами  и  группами  генов,

объединенными в  коэкспрессионные генные сети,  активность  которых



приводит  к  развитию  азотфиксирующих  клубеньков  и  арбускулярной

микоризы.

Горох посевной до сих пор не исследован должным образом в отношении

взаимодействия  с  эндофитными  бактериями.  Для  восполнения  этого

пробела  в  знаниях  за  отчетный  период  было  проведено  изучение

сообщества  бактериальных  эндофитов,  колонизирующих  надземные

органы  растений  гороха  посевного,  при  помощи  секвенирования

следующего поколения. В ходе работы при помощи широкомасштабного

секвенирования  диагностических  фрагментов  16S-рДНК  на  ДНК,

выделенной  из  тканей  растения,  был  изучен  эндофитный  микробиом

надземных  частей  растений  гороха  посевного  (линии  «дикого  типа»

Frisson  и  полученных  на  ее  основе  мутантов  по  генам  sym9 (кодирует

кальций/кальмодулин-зависимую  киназу,  вовлеченную  в  сигналинг  на

ранних  стадиях  развития  азотфиксирующего  и  арбускулярно-

микоризного  симбиозов)  и  sym29 (кодирует  рецепторную  киназу,

опосредующую  сигнальную  связь  в  системе  авторегуляции

клубенькообразования  и  формирования  микоризы).  Оба  эти  гена

являются общими для азотфиксирующего  и  арбускулярно-микоризного

симбиозов,  и  мутации  в  них  приводят  к  нарушениям  развития  обоих

симбиозов.  В  результате  анализа  было  установлено,  что  мутации  в

симбиотических  генах  Sym9  и  Sym29  имеют  различное  влияние  на

микробиом стеблей, соответственно, снижая или повышая разнообразие

бактериальных фил, детектируемых в тканях растений. Следовательно,

некоторые симбиотические гены оказывают влияние на развитие  трех

типов мутуалистических симбиозов, образуемых горохом посевным, хотя

это влияние имеет различную степень проявления. 

Таким  образом,  в  результате  работы  получены  новые  знания  о

молекулярных механизмах развития тройного симбиоза гороха посевного

(Pisum sativum L.)  с  клубеньковыми бактериями, грибами арбускулярной



микоризы  и  эндофитными  бактериями  при  помощи  методов

транскриптомики, метагеномики и биоинформатики.

Тема № 0664-2018-0001

Провести  фенотипическую  паспортизацию  коммерческих  штаммов

клубеньковых бактерий, депонированных в Ведомственной коллекции

полезных  микроорганизмов  сельскохозяйственного  назначения

(ВКСМ), с целью контроля качества биопрепаратов на их основе» (№

0664-2018-0001).

Цель:  Разработка  методов  идентификации  и  мониторинга

высокоэффективных  штаммов  ризобий  в  условиях  производства  и

применения биопрепаратов. 

Конкретная  задача  исследования  состояла  в  получении

фенотипических  паспортов  коммерческих  штаммов  клубеньковых

бактерий,  депонированных  в  Ведомственной  коллекции  полезных

микроорганизмов сельскохозяйственного назначения (ВКСМ). 

Новизна: 

Впервые предложенный метод оценки ферментативной активности

и  аутентификации  коммерческих  штаммов  клубеньковых  бактерий  с

помощью системы мультисубстратного тестирования позволит проводить

экспресс-контроль качества биопрепаратов в процессе хранения. 

Результаты:

Объектом  исследований  были  10  коммерческих  штаммов

клубеньковых  бактерий  для  производства  биопрепаратов  для

инокуляции  вики,  фасоли,  клевера,  нута,  лядвенца,  сои  и  люпина  из

Ведомственной  коллекции  полезных  микроорганизмов

сельскохозяйственного  назначения  (ВКСМ):  Rhizobium leguminosarum

RCAM0610,  RCAM2624,  RCAM1326;  Mesorhizobium ciceri RCAM2102;

Mesorhizobium loti RCAM1801;  Bradyrhizobium japonicum RCAM2490,



RCAM24100 и  Bradyrhizobium sp.  RCAM 1614,  RCAM1622,  RCAM1635.

Для проведения фенотипической паспортизации штаммов клубеньковых

бактерий был использован оптимизированный метод мультисубстратного

тестирования на базе системы  MicroPlate GENIII BioLog. Тестирование

проводилось  в  идентичных  условиях  (титр  бактериальной  суспензии,

температура  культивирования,  время  инкубации).  Аутентификация

штаммов проводилась с помощью секвенирования гена 16S рРНК. 

В  результате  мультисубстратного  тестирования,  основанного  на

колориметрической детекции развития культур на различных субстратах

или в присутствии определённых химических соединений (94 теста) была

изучена  метаболическая  активность  десяти  исходных  ризобиальных

штаммов, а также культур, выделенных из готовых биопрепаратов сразу

после производства и спустя 3 и 6 месяцев хранения. Анализ полученных

метаболических  профилей  показал,  что  штаммы  одного  вида

клубеньковых  бактерий  имели,  как  правило,  сходные  фенотипические

паспорта.  Однако некоторая изменчивость  метаболической активности

культур в  зависимости от их физиологического состояния не позволил

определить уникальные профили, которые были бы штамм-специфичны

(характерны  для  каждого  штамма).  Значительного  изменения

метаболической  активности,  выходящего  за  пределы  вида,  у

большинства  изученных  штаммов  в  процессе  хранения  биопрепаратов

выявлено  не  было,  в  целом,  медленнорастущие  ризобии  были  более

физиологически стабильны. 

Таким  образом,  с  помощью  системы  MicroPlate GENIII BioLog

получены  фенотипические  паспорта  10  коммерческих  штаммов

клубеньковых  бактерий,  депонированных  в  Ведомственной  коллекции

полезных микроорганизмов сельскохозяйственного назначения (ВКСМ).

Показана возможность использования мультисубстратного тестирования

для  аутентификации  штаммов  на  уровне  вида,  а  также  оценки  их



физиологического  состояния  в  процессе  хранения  биопрепаратов.

Однако,  поскольку  размах  изменчивости  метаболической активности  у

разных  штаммов  может  различаться,  практическое  использование

метода для конкретных штаммов требует предварительного изучения. В

случае  существенных  расхождений  (выходящих  за  пределы  вида)

физиологического  профиля  у  одного  и  того  же штамма,  вопрос о  его

аутентичности должен решаться с привлечением традиционных методов

(ПЦР-диагностика, секвенирование гена 16S рРНК).

Тема № 0664-2018-0024

Создать  программы  компьютерных  экспериментов  для  изучения

микроэволюционных процессов самоорганизации микробов и растений

в высокоэффективные целостные симбиосистемы.

Генеральная цель исследования – изучение процессов адаптивной

самоорганизации  микробно-растительных  симбиосистем  (МРС),

возникающей в  ответ  на  медленные долгосрочные и  кратковременные

случайные  (стрессовые)  изменения  условий  внешней  среды,  включая

воздействия агротехнологий.

Для  достижения  поставленной  генеральной  цели  необходимо  в

качестве объекта научных экспериментов использовать математическую

модель  МРС,  которая  может  существовать  только  в  виртуальной

компьютерной  вычислительной  среде.  Необходимость  замены  объекта

экспериментирования  вызвана  тем,  что  полноценные  научные

эксперименты  с  реальными  МРС  весьма  затруднительны.  Натурные

эксперименты  растягиваются  на  многие  годы  и  ограничены  в

возможностях  варьирования  параметрами  биосистем  и  фиксации

внешних  условий.  Медиа-модель  МРС  предоставляет  благоприятные

условия  для  быстрого  оперативного  воспроизведения  в  цифровом

непрерывном режиме многоуровневых циклических процессов, подобных



процессам  в  реальных  биосистемах.  Для  проведения  компьютерных

экспериментов  необходима  медиа-модель  МРС  с  открытой

конфигурацией,  допускающей  ввод  в  нее  (без  нарушения  ее

целостности) функциональных и параметрических модификаций на всех

уровнях  иерархической  организации  биосистем.  Только  с  помощью

открытой медиа-модели МРС и компьютерных экспериментов удается в

полном объеме изучение влияния процессов первичного иерархического

уровня  биосистем  на  внешние  интегральные  общесистемные

циклические процессы.

Конкретные задачи, которые были поставлены и решены в отчетный

период в рамках поставленной генеральной цели исследования:

1.  Экспериментальное  исследование  QS-регуляции  процессов

прорастания семян растений в зависимости от поверхностной плотности

посева растений;

2.  Создание  математической  модели  QS-регуляции  процессов

прорастания семян для QS-модификации блока растительных процессов

в  медиа-модели  МРС,  блок-схема  которой  была  разработана  ранее

(2016-2017 гг.);

3.  Создание  методики  и  компьютерной  Excel-программы,

позволяющей  определять  по  экспериментальным  данным  значение

единственного параметра QS-регуляции процессов прорастания семян -

индекса прорастания семян (IndexF);

4. Провести компьютерные эксперименты с QS-модифицированной

медиа-моделью  МРС  для  изучения  зависимости  параметров  QS-

регуляции прорастания семян от объема питательных и энергетических

ресурсов в почве, накопленных при утилизации растительных остатков с

помощью микробиологического препарата Баркон.

Для  экспериментально-теоретического  изучения  и  моделирования

QS-регуляции  процессов  прорастания  семян  в  отчетном  году  был



проведен  вегетационный  опыт  с  растениями  ячменя:  4  варианта

плотности  посева  семян  растений  (15,  20,  25,  30  шт./сосуд)  и  по  5

сосудов в  каждом варианте.  Экспериментально было установлено,  что

при высадке 75 и 150 семян ячменя в отдельные сосуды в них проросло

94-97%.  Кроме  этого,  было  обнаружено,  что  в  вариантах  опыта,

отличающихся  не  только  плотностью  посева  семян,  но  и  внесением  в

почву  осенью  2017  года  соломы  ячменя,  инокулированной

микроорганизмами препарата Баркон, наблюдаются отличия в значениях

индекса прорастания семян.

В качестве математической модели QS-регуляции прорастания семян

была  использована  математическая  модель,  которая  описывает

аналогичную QS-регуляцию  миграционной  активности  бактерий,

используемой  в  почвенном  микробиологическом  блоке  предыдущей

версии медиа-модели МРС (см. отчет 2017 года). Для решения системы

нелинейных алгебраических уравнений и вычисления значения индекса

прорастания  семян  (IndexF)  по  экспериментальным  данным  была

разработана  Excel-программа,  и  было  установлено,  что  индекс

прорастания  семян  ячменя  IndexF=0.00006.  Согласно  модели,  при

IndexF=0  должно  прорастать  100%  семян.  Таким  образом,  с

уменьшением значения IndexF доля прорастающих семян возрастает. 

В  вариантах  опыта  без  инокуляции  соломы  ячменя

микробиологическим  препаратом  IndexF=0,00012  (урожайность  зерна

5,5 г),  а в вариантах с инокуляцией соломы ячменя -  IndexF=0,000015

(урожайность зерна 6,6 г). Из этого следует, что повышение урожайности

ячменя и уменьшение IndexF в одних и тех же вариантах опыта связаны

между  собой,  и  по  значению  IndexF  можно  оценивать  объемы

питательных  и  энергетических  ресурсов  в  почве,  накопленных

микроорганизмами  препарата  Баркон  в  результате  разложения

растительных остатков.



Компьютерные  эксперименты  с  QS-модифицированной  медиа-

моделью  МРС  показали,  что  в  симбиосистемах  могут  возникать

длительные  переходные  процессы,  при  которых  приоритет  в

размножении  получают  редкие  генотипы  растений,  более  тесно  и

эффективно взаимодействующие с симбиотической микрофлорой.

Результаты исследования, обладающие новизной:

1.  Применение  цифрового  медиа-моделирования  в  научных

исследованиях  сложных  МРС  является  перспективным  новаторским

решением,  позволяющим избавиться от  многих трудностей  проведения

длительных  рутинных  натурных  экспериментов  и  предоставляющим

реальную  возможность  в  короткие  сроки  изучить  без  нарушения

целостности  биосистем  корреляционные  связи  между  процессами,

протекающими  одновременно  на  первичном  микробиологическом  и

растительном уровнях и на внешнем интегральном уровне иерархической

организации биосистем.

2.  QS-модификация  растительного  блока  медиа-модели  МРС

впервые  доказала,  что  в  QS-модифицированной  медиа-модели  МРС

могут  отображаться следующие явления: (1) захват и поддержка новых

редких  генотипов  растений,  способных  объединяться  с

микроорганизмами  в  целостные  и  эффективные  симбиосистемы,  (2)

расширение  разнообразия  симбиотических  генотипов  растений  и

микроорганизмов, повышающих устойчивость биосистем к изменяющимся

внешним условиям; (3) возрастание давления отбора в отношении редких

растительных генотипов при возрастании индекса всхожести семян; (4)

сокращение сроков достижения  финального  паритетного  соотношения

растительных  генотипов  в  семенной  продукции  симбиосистемы  при

возрастании индекса всхожести семян.

3. Разработанная методика определения параметра QS-регуляции

всхожести  семян  растений  (индекса  всхожести  семян)  может



использоваться  как  по  прямому  назначению,  так  и  в  качестве  нового

способа  опосредованной  оценки  применения  микробиологических

препаратов в  аграрных  технологиях,  направленных на восстановление

почвенных ресурсов.

В  результате  выполнения  работы  была  создана  программа

компьютерных  экспериментов  для  изучения  макроэволюционных

процессов самоорганизации микробов и растений в высокоэффективные

целостные  симбиосистемы  (Свидетельство  о  государственной

регистрации программ для ЭВМ № 2018614119 от 0 

 Научный потенциал учреждения.

Подготовка и переподготовка научных кадров в 2018 г.
№№ 
п/п

Наименование показателей
По состоянию на 
01. 11. 2018 г.

1. Научные сотрудники (штатная численность), всего  72

в том числе:  руководители научных подразделений  

главные научные сотрудники  4

ведущие научные сотрудники  22

старшие научные сотрудники  19

научные сотрудники  2

младшие научные сотрудники  12

2. Инженерный и вспомогательный персонал  112

лаборанты всех категорий  

3. Специалисты высшей квалификации, всего  140

в том числе: доктора наук  11

            кандидаты наук  46

из них:   

4. Академики, члены-корреспонденты, заслуженные деятели 

науки и техники, работающие в институте

 1

5. Численность специалистов других НИИ и ВУЗов, 

привлеченных к выполнению НИОКР, всего

 

в том числе: доктора наук  

            кандидаты наук  



6. Общее число аспирантов,  6

в том числе: заочного обучения

           обучается в аспирантуре института  6

7. Общее число соискателей, 1

в том числе: степени доктора наук

            степени кандидата наук 1

8. Принято в аспирантуру, всего  

в том числе: на заочное обучение -

9. Защищено диссертаций сотрудниками института, всего - 2

в том числе: докторских  1

           кандидатских  1

10. Прошли переподготовку и повышение квалификации, 

всего

 7

в том числе за рубежом  0

4.Изобретательская,  патентно-лицензионная работа + таблица по

старой форме (перечень патентов).

. Перечень патентов и поданных заявок на патенты в 2018 г.

№ 

п/п

Номер патента или приоритетной 

справки по заявке на патент, дата 

регистрации

Наименование 

патента

Фамилия, имя, 

отчество 

авторов

а) Полученные патенты

1
2699359,
 02 апреля 2018г

Штамм  бактерий  Bacillus
megaterium V3  в  качестве
средства для ускорения роста и
увеличения  продуктивности
зерновых,  овощных,
технических  и  древесных
культур

Чеботарь В.К.
Щербаков А.В.
Заплаткин А.Н.
Щербакова Е.Н.
Роц П.Ю.
Мулина С.А.

2
2672381,*

14 ноября 2018г.

Биотехнологический  способ
оптимизации  производства
привитых  саженцев  винограда
на  основе  применения  гриба
Glomus intraradices
Shenck&Smith,  штамм
RCAM02146

Юрченко Е.Г.
Юрков А.П.
Политова З.С.

б) Поданные заявки на патенты



1
2018132661 (053489)

12 сентября 2018 г.
Иннокулянт для 
семян сои

Лактионов Ю.В.
Кожемяков А.П.
Косульников 
Ю.В. 
Николаенко 
Д.В. 
Яхно В.В.

2
2018136190 /10(059798), 

12 октября 2018г.

Штамм клубеньковых 
бактерий люцерны 
Sinorhizobium melliloti
АК55 - 
симбиотический 
азотфиксатор для 
различных 
агроклиматических 
условий

Кожемяков А.П.
Симаров Б.В.
Румянцева  М.Л.
Онищук О.П.
Курчак О.Н.
Лактионов Ю.В.
Мунтян В.С.

в) Свидетельства

1
2018614119

02 апреля 2018г.

Программа 
вычисления 
фрактального 
индекса эксудации 
растениями сахаров, 
органических кислот 
и аминокислот

Воробьев Н.И.
Пухальский Я.В.
Свиридова О.В.
Пищик В.Н.
Белимов А.А.
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Организованные и проведенные конференции, число участников, постановление

Институт являлся соорганизатором 4 конференций:

1. Международный форум «Биотехнология: состояние и перспективы развития, 19-
21 февраля 2018, Москва, РФ 
ВНИИСХМ являлся организатором симпозиума "Биотехнология надорганизменных 
систем". 
В целом в форуме приняли участие около 2000 ученых и исследователей, а также 
представители деловых кругов.



В научной программе конгресса были представлены тематические потоки, 
посвященные проблемам биоинформатики, нанобиотехнологии, протеомики, 
генотерапии и другим актуальным вопросам современной биотехнологии.

2. 9 – ый Международный Форум «Продовольственная безопасность Северо-
Западного региона РФ: проблемы и пути решения», 19 апреля 2018 г. г. СПБ – 
Пушкин, РФ
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