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Введение 

Ассоциации растений с полезными микроорганизмами привлекают внимание 

ученых с точки зрения не только изучения фундаментальных основ взаимодействия 

различных организмов, но и возможного использования данных взаимодействий в 

практике экологически ориентированного адаптивного растениеводства. Большинство 

научных исследований направлено на изучение ризосферных микроорганизмов [1-3]. 

Однако имеются микроорганизмы, существующие внутри растения, включая надземную 

часть и семена, так называемые эндофитные бактерии. Эндофитными могут называться 

бактерии, которые способны колонизировать внутренние ткани растения, не вызывая 

при этом заболеваний и не оказывая отрицательного влияния на его развитие [4, 5]. Из 

существующих на земле 300 000 видов растений, каждый вид является хозяином для 

одного и более видов эндофитных бактерий [6]. Однако в настоящее время всего 

несколько видов растений достаточно полно изучены в отношении содержания в них 

эндофитных бактерий.  

Таким образом, открываются большие перспективы по поиску, выделению и 

изучению новых видов эндофитных бактерий, положительно влияющих на развитие 

растений, с целью создания новых микробиологических препаратов для адаптивного 

растениеводства [7]. Бактериальные эндофиты колонизируют те же экологические ниши 

в растении, что и фитопатогенные микроорганизмы, поэтому являются перспективным 

агентом биоконтроля фитопатогенов [3].  

Действительно, в ряде работ было показано, что эндофитные бактерии способны 

ингибировать развитие фитопатогенных микроорганизмов [8, 9] и нематод [10, 11]. 

Эндофитные бактерии способны ингибировать развитие болезней путем синтеза 

биологически активных соединений, обладающих «антипатогенным» действием, то есть 

изучение биоразнообразия таких бактерий позволит выделить и идентифицировать 

новые вещества для создания новых химических препаратов для борьбы с болезнями 

человека, растений и животных [6].  



Кроме того, некоторые штаммы эндофитных бактерий могут быть использованы 

для фиторемедиации, т.е. очистки техногенно загрязненных территорий с помощью 

создания специальных растительно-бактериальных систем [7, 13-15, 17].  

 

Биоразнообразие и количество эндофитных бактерий, выделяемых из 

различных видов растений-хозяев 

Нишу эндофитов в растении могут занять лишь те бактерии, которые способны 

проникать внутрь тканей растения. Эти бактерии обычно колонизируют межклеточные 

пространства и могут быть выделены из всех частей растения, включая семена. 

Эндофитные бактерии выделялись как из однодольных, так и двудольных растений, 

начиная с древесных, таких как дуб (Quercus L.) и груша (Pyrus L.), до травянистых, таких 

как сахарная свекла (Beta vulgaris L.) и кукуруза (Zea mays L.) [25]. Классические 

исследования биоразнообразия эндофитных бактерий основывались на характеристике 

изолятов, полученных из внутренних тканей растений после их поверхностной 

стерилизации [26, 27]. Подробно список бактериальных эндофитов, включающий в себя 

как грамположительные так и грамотрицательные виды, выделяемые из широкого 

спектра растений-хозяев, был приведен в нескольких обзорах [28, 29].  

Изучение микробных сообществ эндофитов, населяющих стебли, корни и клубни 

сельскохозяйственных культур с помощью метода анализа последовательностей гена 

16S РНК, анализа профиля жирных кислот и утилизации различных источников углерода 

показало, что они представлены родами Cellulomonas, Clavibacter, Curtobacterium, 

Pseudomonas и Microbacterium [30]. Анализ надземной части Crocus albiflorus показал, 

что ткани растения содержат весьма разнообразные сообщества бактериальных 

эндофитов, причем как ранее известных, так и не известных науке [31]. Высокая 

плотность эндофитных бактерий была обнаружена в проростках тополя (Populus L.), ели 

(Picea A. Dietr.) и лиственницы (Larix Mill.), выращенных из культуры ткани [32]. На 

основании анализа последовательностей гена 16S РНК большинство этих изолятов 

эндофитных бактерий было отнесено к роду Paenibacillus.  

Другие эндофитные бактерии из родов Methylobacterium, Stenotrophomonas или 

Bacillus были обнаружены только в некоторых культурах тканей тополя, ели и 

лиственницы. Некоторые виды Paenibacillus близкие к P. humicus накапливались в 

тканях в условиях in vitro без видимого негативного эффекта на растения. 

Микрочеренки тополя, инокулированные эндофитным штаммом Paenibacillus sp. 22 

имели достоверно больше корней на черенок, и такие корни были длиннее, чем корни в 

контроле через три недели культивирования [32]. 

В Китае, провинция Хэбэй, с помощью анализа последовательностей гена 16S РНК 

изучалось бактериальное разнообразие эндофитных бактерий риса (Oryza sativa L.) [33]. 

Такой анализ показал наличие различных фил бактерий из библиотеки 16S РНК, 

относящихся к альфа, бета, гамма, дельта и эпсилон субклассов Proteobacteria, 

Cytophaga, Flexibacter, Deinococcus-Thermus, Acidobacteria, и археи. Доминирующей 

группой была Betaproteobacteria (27,08% от всех изолятов), в которой доминировал род 

Stenotrophomonas. Более 14% всех изолятов относились к некультивируемым видам 

бактерий [33]. 

В Индии изучали разнообразие эндофитных бактерий в стеблях кукурузы (Zea 

mays L.), выращиваемой в тропиках [34]. Эндофиты из стеблей кукурузы 

обнаруживались в течение всего вегетационного сезона. Их численность составляла 

1,36-6,12х105 КОЕ/г сырой биомассы. Идентификация бактериальных изолятов, 

проведенная с помощью хроматографического анализа профиля жирных кислот 

показала, что в их числе доминируют Bacillus pumilus, B. subtilis, Pseudomonas aeruginosa 

и P. fluorescens.  

При исследовании 4-х сельскохозяйственных культур (кукуруза (Zea mays L.), 

сорго (Sorghum Moench), соя (Glycine max (L.) Merr.) и пшеница (Triticum L.)) и широкого 

спектра дикорастущих растений (злаковые и бобовые травы) было выделено 853 

штамма бактериальных эндофитов. Среди которых примерно половина относилась к 

грамположительным, а другие к грамотрицательным бактериям. Анализ профиля 



жирных кислот позволил отнести изоляты эндофитов к 15 родам: Agrobacterium, Bacillus, 

Bradyrhizobium, Cellulomonas, Clavibacter, Corynebacterium, Enterobacter, Erwinia, 

Escherichia, Klebsiella, Microbacterium, Micrococcus, Pseudomonas, Rothia, и Xanthomonas, 

среди которых доминировали Bacillus, Corynebacterium, и Microbacterium. Причем, 

эндофитные бактерии из родов Cellulomonas, Clavibacter, Curtobacterium, и 

Microbacterium выделенные как из культурных, так и из диких растений показали 

наивысший уровень колонизации растений (кукурузы и сорго) [35].  

 

Растение как среда обитания эндофитных бактерий  

Современные методы визуализации микроорганизмов, основанные на 

использовании автофлуоресцирующих белков [36], помогают обнаружить и подсчитать 

микроорганизмы in situ на поверхности и внутри растений [36-38]. Одна из таких 

маркерных систем представлена зеленым флуоресцирующим белком (GFP), который 

оказался очень удобным методом при мониторинге колонизации псевдомонадами 

внутренних тканей растений [37, 38]. Бактериальные клетки с геном gfp под 

конститутивным промотором, встроенным в хромосому, могут быть легко 

идентифицированы при помощи эпилюминесцентной микроскопии или конфокального 

лазерного сканирующего микроскопа [15, 39]. Колонизация эндофитными бактериями 

внутренних тканей растения также может быть визуализируема при помощи β-

глюкуронидазной (GUS) репортерной системы. GUS-маркированный штамм 

Herbaspirillum seropedicae Z67 был использован для инокуляции проростков риса. 

Наиболее интенсивное GUS окрашивание наблюдалась в колеоптилях, латеральных 

корнях и соединениях латеральных корней с главным корнем [40]. Herbaspirillum 

seropedicae впоследствии колонизирует межклеточные пространства, аэренхиму и 

кортикальные клетки, а некоторые бактериальные клетки могут проникать в стелу и 

далее в сосудистую ткань.  

Для ассоциаций растений с эндофитными бактериями не характерна видимая 

анатомическая дифференциация партнеров. Тем не менее, в их развитие может быть 

вовлечен ряд молекулярных механизмов, описанных для бобово-ризобиального и 

арбускулярно-микоризного симбиозов [41].  

Имеются сведения, указывающие на существование определенной специфичности 

взаимодействий в системе: эндофитная бактерия/растение-хозяин. Показано, что 

облигатный азотфиксирующий эндофит Azoarcus sp. штамм BH72 индуцирует защитные 

механизмы растения-хозяина, что затрудняет колонизацию растений риса другими 

эндофитными бактериями [42]. В результате инокуляции проростков кукурузы 

штаммами доминирующих эндофитов стеблей кукурузы: Bacillus pumilus, B. subtilis, 

Pseudomonas aeruginosa и P. fluorescens, наибольшая плотность эндофитных бактерий в 

проростках наблюдалась в варианте с B. subtilis [33].  

 

Позитивное влияние бактериальных эндофитов на рост и развитие растений 

Были проведены исследования по изучению рост-стимулирующей активности 

эндофитных бактерий [43]. Они отличались от биоконтрольных штаммов ризосферных 

бактерий, поскольку не ингибировали рост фитопатогенных микроорганизмов, а 

стимулировали развитие растений за счет улучшения минерального питания. Кроме 

того, эндофитные бактерии способны улучшать фосфорное питание растений [44, 45], 

продуцировать ИУК [46] и сидерофоры [47]. Было показано, что эндофитные бактерии 

способны продуцировать витамины, необходимые для растений [48]. Кроме того, было 

обнаружено, что эндофитные бактерии обладают целым рядом дополнительных 

свойств, необходимых для улучшения развития растений, таких как: регуляция 

осмотического давления, регуляция работы устьиц, модификация развития корневой 

системы растений, регуляция азотного питания растения [49]. В последнее время рост-

стимулирующие эндофитные бактерии начали активно применяться для 

лесовосстановления и фиторемедиации техногенно загрязненных почв [7]. 

 



Активность эндофитных бактерий, контролирующая развитие патогенов 

(«биоконтрольная активность») 

Эндофитные бактерии способны уменьшать или предотвращать отрицательное 

воздействие фитопатогенных микроорганизмов на растения [18, 49, 50]. Инокуляция 

растений эндофитными бактериями способна значительно уменьшать вред, наносимый 

растениям патогенными грибами, бактериями, вирусами, насекомыми и нематодами 

[29, 50-53]. Предполагается, что определенные виды эндофитных бактерий запускают 

защитные механизмы растений известные как индуцированная системная устойчивость 

(ISR), которая схожа с приобретенной системной устойчивостью (SAR) [7]. Этим 

механизмам эндофитных бактерий посвящен обзор Клеппера и Рю [54]. Таким образом, 

бактериальные эндофиты являются весьма перспективными организмами для 

разработки микробиологических экологически безопасных приемов борьбы с 

заболеваниями растений. 

 

Органические соединения, продуцируемые эндофитными бактериями 

(вторичные метаболиты) 

Многие эндофиты являются представителями общеизвестных почвенных бактерий 

из родов Pseudomonas, Burkholderia и Bacillus [27]. Эти рода хорошо известны как 

продуценты вторичных бактериальных метаболитов, таких как антибиотики, 

антираковые вещества, летучие органические соединения, фунгицидные, 

инсектицидные и иммунодепрессивные вещества. Хотя из эндофитных бактерий 

выделено достаточно много биологически активных веществ, они до сих пор остаются 

недостаточно используемым источником таких веществ [7].  

 

Методы определения нуклеотидных последовательностей геномов бактерий 

Расшифровка геномов микроорганизмов является одной из основ для проведения 

исследований в области микробиологии, молекулярной биологии и эволюции живых 

организмов. В применении к микроорганизмам, используемым в промышленности и 

сельском хозяйстве, расшифровка геномов позволяет идентифицировать гены, 

определяющие хозяйственно-значимые признаки соответствующих штаммов. Эта 

информация может использоваться как при отборе/селекции штаммов, так и для 

решения задач их молекулярной идентификации и контроля сохранения при 

промышленном культивировании их ценных признаков на генетическом уровне. 

Установление роли ДНК как материала наследственности, ее структуры и расшифровка 

генетического кода стали основой развития молекулярной биологии как науки, 

изучающей основы функционирования живых организмов на молекулярном уровне. 

Представления о том, что  все свойства организма, в конечном счете «кодируются» его 

геномом т.е. последовательностью нуклеотидов, сразу же поставили задачу чтения 

нуклеотидных последовательностей ДНК, - секвенирования. В данном разделе 

представлено описание основных используемых в настоящее время методов 

секвенирования геномов микроорганизмов. 

Поскольку размер бактериального генома (несколько миллионов нуклеотидов) 

многократно превышает длину чтения индивидуальной реакции в любом методе 

секвенирования (50-700 нт), для секвенирования геном микроорганизма разбивают на 

набор коротких случайным образом выбранных фрагментов (shotgun library), каждый из 

которых секвенируют по отдельности. Поскольку выборка является случайной, для 

полного "покрытия" генома необходима избыточность, т.е. совокупная длина 

фрагментов должна в несколько раз превышать длину генома.  Избыточность чтения 

также повышает качество итоговой последовательности за счет многократного 

независимого прочтения каждого нуклеотида. Полученные последовательности 

отдельных фрагментов объединяются в «контиги», в идеальном случае, в один контиг, 

соответствующий полному геному (Схема 1). С  увеличением кратности чтения число 

контигов будет вначале увеличиваться, а затем уменьшаться в идеале до одного  в 

соответствии с формулой   Ncontigs = N х e–R (где  Ncontigs – число контигов, N – число 

просеквенированных фрагментов, R – кратность чтения 



 

 
 

Схема 1 – Принцип секвенирования генома бактерии – shotgun library. 

 

генома). Расчеты показывают, что 20-кратное перекрытие бактериального генома 

длиной в несколько миллионов нуклеотидов должно с высокой вероятностью позволить 

получить всего 1 контиг, соответствующий полному геному.  

Однако, объединение отдельных последовательностей в единый контиг 

невозможно при сколь угодно высокой кратности чтения, если в геноме встречается 

повторяющаяся последовательность, длина которой превышает длину чтения 

индивидуальной реакции секвенирования (Схема 2). К таковым относятся, например, 

мобильные элементы, присутствующие в геномах микроорганизмов. Чем больше длина 

чтения индивидуальной реакции, тем меньшее число повторов будут разбивать полную 

геномную последовательность.  

Таким образом, методика секвенирования бактериального генома должна 

обеспечивать возможность секвенирования библиотеки случайных фрагментов 

(shotgun library) до достижения 20-40 кратного перекрытия генома, что соответствует 

примерно 150-300 млн. нт. 

 

 
Схема 2 –Пример повторяющегося участка ДНК, длина которого превышает 

длину чтения индивидуальной реакции. В этом случае однозначная сборка генома 

невозможна. Повтор указан стрелкой. 

Вторым важным требованием является максимально возможная длина чтения 

индивидуальной реакции секвенирования. 

В настоящее время для секвенирования нуклеотидных последовательностей 

используются пять основных методов: классический метод «Сэнжеровского» 

секвенирования [55], в формате капиллярного электрофореза, параллельное 

пиросеквенирование [56], технология  Illumina, лигазное секвенирование (SOLiD system) 

и недавно появившаяся технология Ion Torrent. Не вдаваясь в технические детали 

каждого метода, которые представлены в ряде обзорных работ [57-60], рассмотрим их 

основные характеристики.  

«Сэнжеровское» секвенирование до настоящего времени остается «золотым 

стандартом» по качеству прочтения нуклеотидных последовательностей и длине 

прочтения индивидуальной реакции. Современный секвенатор ABI 3730XL позволяет в 

течение 3-х часов определить нуклеотидные последовательности 96 образцов со 



средней длиной чтения 700-800 нуклеотидов, т.е. производительность прибора 

составляет около 20 тыс. нт в час. Однако, производительность этого метода и 

стоимость прочтения одного нуклеотида на порядки меньше, чем для методов 

секвенирования нового поколения. Даже расшифровка генома бактерии потребует 

нескольких месяцев работы прибора, поэтому сэнжеровский метод для этих целей в 

настоящее время не используется. 

Метод пиросеквенирования, реализованный на приборе  GS FLX (Roche), позволяет 

единовременно (12 часовой рабочий цикл) секвенировать около 500-800 млн. 

нуклеотидов, причем средняя длина чтения индивидуальной реакции 

пиросеквенирования составляет около 700 нуклеотидов. Этот метод наиболее широко 

используется для расшифровки геномов микроорганизмов, в том числе и 

исполнителями данной НИР [61-63]. 

Технологии Illumina и SOLID являются более высокопроизводительными. Так, 

прибор Illumina HiSeq2500 позволяет прочитать в 11-дневном рабочем цикле около 3 

млрд. реакций со средней длиной прочтения 100 нт (300 млрд. нт). Близкими 

показателями обладает технология SOLID. Прибор SOLiD 5500xl (Applied Biosystems) 

позволяет генерировать до 50 млрд нт в день, - около 400 млн индивидуальных реакций 

длиной 50-75 нт. Наконец, IonTorrent PGM (Life Technologies), использующий сходную с 

пиросеквенированием методику, позволяет получить до 1 млрд нуклеотидов за один 

рабочий цикл, при этом длина прочтения индивидуальной реакции составляет 100-150 

нт. 

Важнейшими показателями полноты и качества секвенирования бактерии 

являются средняя кратность прочтения генома (определяет точность сиквенса – чем 

большее число раз прочтена конкретная точка генома тем точнее сиквенс в целом) и 

качество «сборки» генома. В идеальном случае геном должен быть представлен одной 

кольцевой молекулой ДНК, соответствующей хромосоме (плюс плазмиды при их 

наличии). Однако, для идентификации микроорганизма и генов, определяющих его 

хозяйственно-ценные признаки, этого не требуется, важно, чтобы большая часть 

геномной последовательности была представлена протяженными контигами, длина 

которых многократно превышала бы среднюю длину бактериального гена (около 1000 

нт). В соответствии с требованиями технического задания средняя кратность прочтения 

геномной последовательности в индивидуальных реакций секвенирования должна 

составлять не менее 40 раз, и более 50% геномной последовательности должно быть 

представлено в виде непрерывных последовательностей ДНК (контигов) длиной не 

менее 30.000 нуклеотидов, соответствующих участкам генома микроорганизма. 

Для достижения этих показателей необходимо просеквенировать примерно 150-

300 млн. нт. (средняя длина бактериального генома не более 5 млн. нт). Вторым важным 

требованием является максимально возможная длина чтения индивидуальной реакции 

секвенирования. Технологии Illumina и SOLID позволяют прочесть значительно больший 

объем нуклеотидных последовательностей за один рабочий цикл, но короткая длина 

чтения индивидуальной реакции секвенирования, которая меньше длины обычно 

встречающихся в бактериальных геномах повторов, не позволит «собрать» геномную 

последовательность в контиги средней длиной несколько десятков тысяч нуклеотидов. 

Эти оценки соответствуют и мировой практике – технологии Illumina и SOLID при 

расшифровке геномов микроорганизмов если и используются, то почти всегда как 

«дополнение» к пиросеквенированию [64]. 

Метод параллельного пиросеквенирования оптимальным образом позволяет 

решить задачу секвенирования геномов производственных штаммов Bacillus subtilis  и 

Bradyrhizobium japonicum. Он позволяет получить как достаточный для 40-кратного 

перекрытия генома общий объем секвенирования (500-800 млн за запуск), так и 

обеспечивает максимальную длину прочтения индивидуальной реакции (500-700 нт).      

 

Биотехнологические перспективы использования эндофитных бактерий 

Уникальные штаммы эндофитных бактерий могут быть использованы 

непосредственно для инокуляции семян или саженцев, уменьшая, таким образом, 



влияние биотических и абиотических факторов на растение, за счет активной 

колонизации внутренних тканей растений и последующего позитивного 

биохимического и физиологического воздействия на растение. Находясь в эндосфере, 

эндофиты имеют существенное преимущество перед организмами, обитающими в 

ризосфере и филлосфере за счет стабильного рН, влажности, потока питательных 

веществ и отсутствия конкуренции со стороны большого числа микроорганизмов [65]. 

Очень важно, что эндофиты, занимающие нишу эндосферы не являются случайными 

бактериями, а скорее всего, отбираются самим растением, как совместимые и 

способные обеспечивать растение-хозяина необходимыми веществами для защиты от 

биотических и абиотических стрессовых факторов. Энергия, затраченная растением на 

производство биомассы эндофитных бактерий, адекватно компенсируется за счет 

улучшения развития и физиологического состояния растения-хозяина.  

Изучение эндофитов, находящихся во внутренних тканях тополя, показало, что они 

являются перспективными кандидатами для создания микробных препаратов, 

используемых для фиторемедиации полей, загрязненных толуеном, летучими 

углеводородами и тяжелыми металлами [7, 15, 17].  

Для инокуляции растений эндофитными бактериями не требуется больших 

количеств инокулюма, учитывая высокую специфичность данного растительно-

микробного симбиоза и конкурентоспособность эндофитных бактерий. Этот прием 

может быть весьма привлекательным для биотехнологических производств, ищущих 

замену традиционным химическим пестицидам. Будущее использование комбинаций 

эндофитов с коммерческими пестицидами, применяемыми для обработки семян или 

проростков может привести к синергическому эффекту против одного или нескольких 

возбудителей болезней. Химические пестициды способны оказывать кратковременное 

ингибирующее действие на фитопатогенные микроорганизмы, тогда как биологические 

агенты оказывают долговременное негативное воздействие на фитопатогены в течение 

всего вегетационного сезона.  

Таким образом, анализируя выше приведенные данные, можно заключить, что в 

природе растения, по-видимому, развиваются в тесном содружестве с эндофитными 

бактериями. Эндофитные бактерии способны увеличивать урожай 

сельскохозяйственных культур, способствовать фиторемедиации почв, ингибировать 

развитие патогенов, фиксировать азот атмосферы и производить биологически 

активные вещества. Таким образом, использование взаимодействий эндофит-растение 

может обеспечить улучшение развития сельскохозяйственных культур, а также сыграть 

роль в снижении «затратности» сельскохозяйственного производства как пищевой, так 

и технической продукции. Понимание механизмов, обеспечивающих эндофитным 

бактериям способность взаимодействовать с растениями и положительно влиять на их 

развитие, позволит более полно использовать биотехнологический потенциал данных 

микроорганизмов.  
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