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Аннотация.
Овес (Avena sativa L.), являясь одной из важнейших сельскохозяйственных культур, подвержен воздействию широкого 
спектра фитопатогенных микроорганизмов, вызывающих значительные потери урожая. В связи с этим разработка эффек-
тивных и экологически безопасных методов защиты овса от инфекционных заболеваний представляет собой актуальную 
задачу современного сельского хозяйства. Цель исследования – изучить характеристики нового бактериального штамма 
рода Pantoea, выделенного из зерновых культур, для оценки его потенциала в качестве антагониста фитопатогенов и росто-
стимулятора растений.
Объект исследования – бактериальный штамм, изолированный из ярового овса сорта Маручак. Таксономическую иденти-
фикацию штамма проводили по последовательности гена 16S рРНК. Антагонистическую активность штамма оценивали 
в отношении фитопатогенов Fusarium graminearum F-877, Bipolaris sorokiniana F-529, Erwinia rhapontici B-9292 и Xan- 
thomonas campestris B-4102. Способность штамма продуцировать фитогормоны и сидерофоры определяли спектро-
фотометрически. Способность штамма фиксировать атмосферный азот оценивали на анализаторе азота Rapid N Cube; 
солюбилизацию неорганических фосфатов, калия и цинка, а также способность к формированию биопленок определяли 
культурально-зависимыми методами.
Выделенный штамм идентифицирован как Pantoea pleuroti. Штамм проявлял антагонистическую активность в отноше- 
нии исследованных фитопатогенов; наибольший эффект отмечен в отношении F. graminearum F-877: зона ингибирования 
составила 62 мм (метод диффузии из агаровых блоков) и 12 мм (метод агаровых лунок). Штамм продуцировал фитогор-
моны: индолил-3-уксусную кислоту – 5,64 мг/мл, гиббереллиновую кислоту – 284,3 мкг/мл, кинетин – 9,46 мкг/мл; фик-
сировал атмосферный азот (680,0 мкг/мл); синтезировал сидерофоры (53,1 %); солюбилизировал фосфаты (102,3 мкг/мл),  
калий и цинк, а также образовывал биопленки.
Полученные результаты подтверждают перспективность применения штамма P. pleuroti в разработке биопрепаратов, направ-
ленных на повышение урожайности, для биологической защиты и стимуляции роста овса.
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Abstract.
Oats (Avena sativa L.) is an important agricultural crop. Unfortunately, it is exposed to a wide range of phytopathogenic microor- 
ganisms that cause significant yield losses. Aa a result, agricultural science is on the outlook for new effective and sustainable 
pesticide methods. This research focused on a new bacterial strain of the Pantoea genus isolated from grain crops to assess its 
potential as an antagonist of phytopathogens and a plant growth stimulator. 
The strain was isolated from the Maruchak spring oats variety. The taxonomic identification relied on the 16S rRNA gene sequence. 
The antagonistic activity was assessed against the phytopathogens Fusarium graminearum F-877, Bipolaris sorokiniana F-529, Erwinia 
rhapontici B-9292, and Xanthomonas campestris B-4102. The ability of the strain to produce phytohormones and siderophores 
was determined spectrophotometrically. The biological nitrogen fixation was assessed using a Rapid N Cube nitrogen analyzer. 
A set of culture-dependent methods made it possible to measure the zinc, phosphorus, and potassium solubilization activity, as well 
as the biofilm-forming potential.
The isolated strain was identified as Pantoea pleuroti. It exhibited antagonistic activity against the abovementioned phytopathogens. 
It was especially effective against F. graminearum F-877: the inhibition zone was 62 mm (agar block diffusion method) and 12 mm (agar 
well method). P. pleuroti produced such phytohormones as indole-3-acetic acid (5.64 mg/mL), gibberellic acid (284.3 μg/mL), 
and kinetin (9.46 μg/mL). In addition, it fixed atmospheric nitrogen (680.0 μg/mL), synthesized siderophores (53.1%), formed 
biofilms, and solubilized phosphates (102.3 μg/mL), potassium, and zinc.
The obtained results confirmed the potential of P. pleuroti as part of biofertilizers, bioprotectors, and oat growth stimulators.
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Введение
Овес (Avena sativa L.) – одна из значимых зерно- 

вых культур, широко используемых в пищевой про-
мышленности. Отличаясь высокой питательной цен-
ностью, овес содержит белки, липиды (олеиновую, 
линолевую и пальмитиновую кислоты), углеводы (пре-
имущественно крахмал), пищевые волокна (β-глюкан, 
арабиноксиланы, целлюлозу), витамины (A, D, E, B12), 
минералы (кальций, железо, цинк) [1]. Кроме того, 
в составе овса присутствуют фенольные соединения, 

включая фенольные кислоты, флавоноиды, авенан-
трамиды [2]. В связи с растущим интересом к здоро-
вому питанию потребление овса увеличивается. Это 
обусловлено его благоприятным влиянием на орга-
низм человека, например, улучшение пищеварения, 
снижение уровня холестерина и регуляция уровня 
глюкозы в крови [3].

Выращивание овса ограничивается биотическими 
стрессами, особенно воздействием различных забо-
леваний, вызываемых фитопатогенными грибами,  
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бактериями и вирусами [4]. Эти заболевания оказы- 
вают негативное влияние на количественные и каче-
ственные характеристики урожая [5]. Фитопатогены 
поражают все части растения на протяжении вегета-
ционного периода, приводя к снижению урожайности, 
ухудшению хлебопекарных свойств зерна, а также 
накоплению микотоксинов, представляющих угрозу 
для здоровья человека и животных.

Общее число заболеваний, поражающих зерно-
вые культуры, превышает 200 наименований, около 
50 из них приводят к значительным экономическим 
потерям и характеризуются широким географическим 
распространением [6–8]. Ежегодные потери урожая 
вследствие этого оцениваются примерно в 20 %. Среди 
основных заболеваний овса следует отметить ржавчину, 
различные типы пятнистости листьев, корневые гнили, 
головню, бурую ржавчину, септориоз, мучнистую росу, 
фузариоз колоса, пирикуляриоз, а также ряд вирусных, 
нематодных и бактериальных инфекций [9–11]. Они 
способны привести к снижению урожайности или 
полной гибели растений. 

Грибы рода Fusarium, в частности высоко агрес-
сивный и широко распространенный вид Fusarium 
graminearum, вызывают фузариоз овса. Это заболе-
вание считается одним из наиболее вредоносных, т. к. 
оказывает значительное негативное влияние на уро-
жайность и качество зерна [12]. Данный фитопатоген 
инфицирует колоски овса преимущественно на стадии 
цветения. Развитие инфекции приводит к нарушению 
процессов формирования и налива зерна, вызывая 
преждевременное старение растения и формирование 
щуплых, легковесных зерен [13].

Фузариоз представляет серьезную угрозу не только 
с экономической точки зрения, вызывая значительные 
потери урожая, но и с точки зрения продовольственной 
безопасности [14]. Грибы Fusarium spp. продуцируют 
широкий спектр микотоксинов – вторичных метаболи-
тов, обладающих токсическим действием на человека 
и животных [15]. Среди наиболее опасных микоток-
синов, ассоциированных с фузариозом, выделяют 
зеараленон, обладающий эстрогенной активностью, 
трихотецены и их производные, оказывающие имму-
носупрессивное и цитотоксическое действие. Эти 
микотоксины способны накапливаться в зерне, конта-
минируя пищевые продукты и корма, что представляет 
серьезный риск для здоровья человека и животных [16].

Bipolaris sorokiniana – фитопатоген зерновых [17], 
обладающий широким спектром поражения, включая 
семена, корневую систему, побеги и листья. В резуль-
тате инфекции, вызываемой B. sorokiniana, у овса 
развиваются такие заболевания, как черный зародыш 
семян, обыкновенная корневая гниль и темно-бурая  
гельминтоспориозная пятнистость листьев [18]. Разви- 
тие черного зародыша негативно сказывается на каче-
стве посевного материала, снижает всхожесть и служит 
первичным источником для развития вышеперечис-
ленных заболеваний [19]. Корневая гниль, развиваю-

щаяся в результате заражения через почву или семена, 
способна привести к существенным потерям урожая 
зерновых культур. Пятнистость листьев имеет гло-
бальное распространение и также является причиной 
значительных потерь урожая зерна [20].

Erwinia rhapontici – грамотрицательная бактерия, 
классифицируемая как условно-фитопатогенная, про-
являет вирулентность преимущественно к поврежден-
ным репродуктивным тканям растений, часто в местах 
повреждений, нанесенных насекомыми семейства 
Cecidomyiidae. Механизм патогенеза E. rhapontici об- 
условлен продукцией пектинолитических ферментов, 
разрушающих пектиновые вещества клеточных сте-
нок растений, что способствует колонизации тканей 
хозяина [21]. Инфицирование семян данным фитопа-
тогеном вызывает ряд фенотипических изменений, 
включая розовую пигментацию, вероятно, связанную 
с синтезом бактериальных пигментов или изменением 
метаболизма растения-хозяина, а также морфологичес- 
кую деформацию (сморщивание) семян вследствие 
дегидратации и разрушения клеточных структур [22]. 
Снижение всхожести зараженных семян обусловлено 
нарушением физиологических процессов прорастания, 
таких как активация ферментов, мобилизация запас-
ных веществ и развитие зародыша [23]. В результате 
снижается продуктивность сельскохозяйственных 
культур. Кроме того, инфицирование E. rhapontici 
негативно влияет на коммерческую ценность семян 
из-за визуальных дефектов и потенциального ухуд-
шения качества конечного продукта [24]. В частности, 
такие семена непригодны для производства пищевых 
продуктов ввиду негативного влияния на органолепти-
ческие свойства и внешний вид готовой продукции [25].

Фитопатогенная бактерия Xanthomonas campestris 
вызывает черную гниль – заболевание, характеризую- 
щееся системным поражением сосудистой системы рас-
тений. Проникновение патогена происходит через гида-
тоды, расположенные по краю листа, или через раны,  
после чего бактерии колонизируют ксилему, распро-
страняясь по сосудам растения. Системное распростра-
нение X. campestris приводит к нарушению транспорта 
воды и питательных веществ, вызывая характерные 
симптомы заболевания. Начальные стадии инфекции 
проявляются в виде V-образного хлороза по краю 
листа, который прогрессирует в некроз. Потемнение 
жилок листьев, вызванное бактериальной окклюзией 
сосудов, является диагностическим признаком черной 
гнили. Дальнейшее развитие заболевания приводит 
к потемнению сосудистой ткани стебля, общему увя-
данию растения и, в конечном итоге – к некрозу пора-
женных тканей. Развитие и тяжесть симптомов зависят 
от восприимчивости сорта растения, вирулентности 
штамма патогена и условий окружающей среды [26].

В целях минимизации экономических потерь в сель-
ском хозяйстве, обусловленных негативным влиянием 
фитопатогенов, необходима разработка и внедрение 
эффективных стратегий защиты растений.
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Несмотря на то что селекция устойчивых сортов 
растений является важным инструментом, она пред-
ставляет собой длительный и трудоемкий процесс, за- 
нимающий десятилетия [27, 28]. Более того, высокая 
адаптивность патогенов, обусловленная их способно-
стью к мутациям и генетической рекомбинации, при-
водит к развитию резистентности к методам контроля, 
снижая эффективность селекционных стратегий [29].

В связи с этим химические пестициды играют кри- 
тическую роль в предотвращении потерь урожая, вы- 
званных вспышками заболеваний растений [29, 30]. 
Однако, растущее использование химических средств 
защиты растений приводит к ряду негативных послед-
ствий, включая загрязнение окружающей среды, фор- 
мирование резистентности к фунгицидам и бактери-
цидам у фитопатогенов и нарушение баланса сельско-
хозяйственных экосистем [31]. Остатки пестицидов, 
аккумулирующиеся в почве, воде и сельскохозяйствен-
ной продукции, представляют собой серьезную эколо-
гическую угрозу и потенциальный риск для здоровья 
человека [32]. Развитие резистентности к фунгицидам  
и бактерицидам у фитопатогенов, определяемое как нас- 
ледуемое снижение чувствительности грибов и бак-
терий к определенным химическим веществам, при-
водит к потерям урожая, контаминации продукции 
микотоксинами и, как следствие, угрожает безопас-
ности пищевых продуктов.

Остатки пестицидов не только нарушают биоразно-
образие почвы, но и попадают в пищевую цепь через 
питьевую воду и систему почва-растение, представляя 
угрозу для здоровья человека [33]. Согласно данным 
FAO, более 80 распространенных пестицидов обна-
ружены в воде, воздухе, почве и продуктах питания 
по всему миру. Потребление пищи, содержащей остатки 
пестицидов, имеет ряд неблагоприятных последствий 
для здоровья, включая пищевые отравления, нару-
шения иммунной и репродуктивной систем, а также 
повреждение нервной системы. Длительное воздей-
ствие пестицидов приводит к развитию хронических 
заболеваний, таких как рак, диабет, сердечно-сосудис- 
тые заболевания и др. [34]. Загрязнение почвы, воды 
и воздуха остатками пестицидов негативно влияет 
на окружающую среду, т. к. приводит к сокращению 
популяций полезных насекомых (например, пчел) 
и снижению биоразнообразия [35].

На основании этого разработка и внедрение новых, 
экологически безопасных методов борьбы с фитопато- 
генами является необходимым условием для обеспече-
ния устойчивого развития сельского хозяйства и гаран-
тии продовольственной безопасности. Предложенные 
методы должны быть направлены на снижение зави- 
симости от химических пестицидов и минимизацию 
негативного воздействия на окружающую среду и здоро- 
вье человека. Перспективными направлениями явля-
ются методы биологического контроля.

Род Pantoea – грамотрицательные бактерии, демон- 
стрирующие антагонистическую активность [36, 37]  

против ряда фитопатогенов, таких как Fusarium, Al- 
ternaria [38], продуцируя антибиотики, сидерофоры 
и литические ферменты. Кроме того, данные микро- 
организмы способствуют усвоению растениями пита- 
тельных веществ через фиксацию азота, солюбилиза- 
цию фосфатов и продуцирование фитогормонов. Эти 
свойства делают бактерии рода Pantoea перспектив- 
ным биоконтролирующим агентом и стимулятором 
роста растений, предлагая альтернативу химическим 
пестицидам и удобрениям [39].

Цель исследования – изучить характеристики бакте- 
риального штамма рода Pantoea, выделенного из зерно- 
вых культур, для оценки его потенциала в качестве анта-
гониста фитопатогенов и ростостимулятора растений.

Объекты и методы исследования
Объектом исследования являлся штамм бактерии, 

выделенной из семян ярового овса сорта Маручак 
(рис. 1). Семена предоставлены Кемеровским научно-
исследовательским институтом сельского хозяйства – 
филиалом ФГБУН Сибирского федерального научного 
центра агробиотехнологий РАН (Кемерово, Россия).

Выделение бактерии из семян ярового овса осу- 
ществляли согласно методике, описанной в раннее 
опубликованной работе [40]. Для стерилизации семена  
овса обрабатывали 70 % этиловым спиртом (Кемеров- 
ская фармацевтическая фабрика, Россия) в течение 
3 мин, затем трижды промывали стерильной дистил- 
лированной водой и замачивали в 3 % растворе гипо- 
хлорита натрия (ХимКомпонент, Россия; процент 
активного хлора 2,86 %) с последующей промывкой 
в дистиллированной воде. Далее 5 г стерилизованных, 
измельченных семян вносили в 50 мл стерильной воды 
и выдерживали в шейкере-инкубаторе LSI-3016R (Dai- 
han Labtech, Южная Корея) в течение 2 ч при темпе- 
ратуре 30 ± 2 °С, 110 об/мин.

Для получения штаммов микроорганизмов, рези-
стентных к пестицидам, 5 % (от объема питательной  
среды) полученной ранее суспензии вносили в бульон 
Луриа-Бертани в модификации Миллера (ЛБм, Диа-М,  
Россия) с хизалофоп-П-этилом (Лабтех, Россия), мет- 
сульфурон-метилом (гербициды, HPC Standards, Герма- 
ния) по 3 мл/л и имидаклопридом (инсектицид, Опти- 
мум, Россия) по 3 г/л. Культивировали при 30 ± 2 °С,  
110 об/мин в течение 48 ч на шейкере-инкубаторе [40].

Рисунок 1. Семена ярового овса сорта Маручак

Figure 1. Spring oats of the Maruchak variety
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Для получения штаммов микроорганизмов, устойчи- 
вых к солевому стрессу, 5 % (от объема питательной  
среды) культуральной жидкости, полученной на пита-
тельной среде с пестицидами, вносили в бульон ЛБм с до- 
бавлением 6 г/л хлорида натрия (Ленреактив, Россия). 
Культивировали в условиях, описанных ранее [40].

Для получения штаммов, способных выживать 
на бедных почвах, 5 % (от объема питательной среды) 
культуральной жидкости, полученной на питательной 
среде с высоким содержанием соли, вносили в жид- 
кую среду Difco M9 minimal salts, ×5 (Le Pont de Claix, 
Франция). Культивировали в условиях, описанных 
в исследовании [40].

Для получения чистых культур 1 мл полученной 
суспензии высевали на чашку Петри в агаризованную 
среду ЛБм глубинным способом. Культивировали  
при температуре 30 ± 2 °С в течение 24 ч в термостате 
ТСО-1/80 СПУ (Смоленское специальное конструк- 
торско-технологическое бюро систем программного  
управления, Россия). Затем полученные колонии высе- 
вали на агаризованную среду ЛБм методом истощаю- 
щего штриха. Данный посев осуществляли в трех-
кратной повторности. Чистоту выделенных штаммов 
бактерий контролировали микроскопически [41].

Для изучения культуральных признаков штаммов 
(цвет, форма, край, профиль, оптические свойства 
поверхности и размер колоний) производили посев 
методом истощающего штриха на агаризованную 
среду ЛБм. Культивировали при температуре 30 ± 2 °С  
в течение 24 ч [41].

Для определения морфологических признаков 
фиксированный мазок окрашивали метиленовым го- 
лубым и микроскопировали с объективом ×100. Про- 
водили окраску по методу Грама с помощью КОН-
теста для определения биохимических свойств кле-
точной стенки бактерий [41].

Идентификацию выделенных бактерий проводили 
с помощью автоматического микробиологического 
анализатора Vitek 2 Compact (BioMerieux, Франция) 
с использованием карт ID-GN (грамотрицательные 
микроорганизмы, Химмед, Россия). Бактериальные 
культуры выращивали на агаризованной питатель- 
ной среде – колумбийском агаре с кровью (BioVitrum, 
Швеция), в течение 48 ч при температуре 30 ± 2 °С,  
затем готовили суспензию штаммов в 2 мл дистил- 
лированной воды до оптической плотности 2,70–3,30  
по шкале МакФарланда с помощью денситометра  
Densichek plus (BioMerieux, Франция) [42].

Определение видовой принадлежности бактери- 
ального изолята осуществляли путем секвенирования  
гена 16S рРНК при помощи праймеров 16S_27F (AGAG- 
TTTGATCMTGGCTCAG) [43] и 16S_1492R (GGTTAC- 
CTTGTTACGACTT) [44] на амплификаторе ДНК Verity 
(Applied Biosystems, США). Полученный продукт ПЦР 
секвенировали по Сэнгеру с помощью тех же прайме-
ров 16S_27F и 16S_1492R. Капиллярный электрофорез 
проводили на генетическом анализаторе ABI 3130xl 

(Applied Biosystems, США). Поиск наиболее близкого 
гомолога проводила компания Blast [45], в своих иссле-
дованиях взяв за основу базу данных NCBI Reference 
Sequence Database for Prokaryotes.

Для анализа антагонистической активности в отно- 
шении фитопатогенных грибов и бактерий использо- 
вали следующие штаммы фитопатогенов, полученные  
из Национального биоресурсного центра Всероссий- 
ской коллекции промышленных микроорганизмов 
Национального исследовательского центра Курчатов- 
ского института (Россия): Fusarium graminearum F-877,  
Bipolaris sorokiniana F-529, Erwinia rhapontici B-9292  
и Xanthomonas campestris B-4102.

Анализ антагонистической активности в отношении 
фитопатогенных грибов и бактерий проводили мето- 
дом диффузии из агарового блока [22]. Фитопатогенные 
грибы культивировали в пробирке на картофельно-
декстрозном агаре (Диа-М, Россия), а бактерии –  
на ГМФ-агаре (Ленреактив, Россия). Суточную куль-
туру исследуемой бактерии, выращенной на жидкой 
питательной среде ЛБм, засевали в чашки Петри глу-
бинным способом на агаризованную среду и инкубиро- 
вали в течение 24 ч при температуре 30 ± 2 °С. Затем 
вырезали агаровый блок диаметром 6 мм с исследуемой 
культурой и вставляли его в лунку агарового диска  
другой чашки Петри диаметром 6 мм с засеянными 
фитопатогенами. Фитопатоген засевали поверхностно, 
используя смывы со скошенного агара. Посев суспензии 
мутностью 0,8 по Мак-Фарланду (1,5×108 КОЕ/см3) 
осуществляли «газоном». Чашки Петри выдерживали  
в течение 8 ч в холодильнике при температуре 4 °С  
для диффузии метаболитов монокультур бактерии 
из блока в толщу агара с тест-культурой, а затем инку- 
бировали в термостате при 26 ± 2 °С в течение 5 суток 
(для грибов) и 24 ч (для бактерий). Результатом иссле- 
дования являлся диаметр зоны ингибирования роста 
фитопатогена.

Для анализа антагонистической активности в отно-
шении фитопатогенных грибов и бактерий использо- 
вали метод лунок [46]. Подготовку и посев фитопатоген-
ных грибов и бактерий осуществляли по методике, опи-
санной в анализе методом диффузии из агарового блока. 
Готовили суспензию исследуемого штамма до опти-
ческой плотности 0,8–1,0 по шкале МакФарланда 
на пептонной воде, 1 мл полученной суспензии добав-
ляли в 10 мл бульона ЛБм. Культивировали в течение 
24 ч при температуре 30 ± 2 °С и скорости вращения 
110 об/мин. Далее отделяли клетки от культуральной 
жидкости при помощи центрифугирования в тече-
ние 10 мин и при скорости вращения 8000 об/мин. 
Вырезали лунку диаметром 6 мм агарового диска 
чашки Петри с засеянными фитопатогенами и вно-
сили 300 мкл бесклеточной культуральной жидкости 
исследуемого штамма. Культивировали в условиях, 
описанных в анализе методом диффузии из агарового 
блока. Результатом исследования являлся диаметр зоны 
ингибирования роста фитопатогена. 
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Для анализа способности штамма к синтезу сиде- 
рофоров, индолил-3-уксусной и гибберелинновой 
кислот готовили бесклеточную культуральную жид-
кость исследуемого бактериального штамма согласно 
методике, указанной в анализе антагонистической 
активности методом лунок.

Для определения способности штамма к синтезу 
сидерофоров к бесклеточной культуральной жидко-
сти добавляли свежеприготовленный реагент Chorme 
Azurol S (1,5 мл 0,016 % раствора железа III хло- 
ристого 6-водного (ЛенРеактив, Россия) в 10 М рас-
творе соляной кислоты необходимо смешать с 7,5 мл  
1,21 % раствора хромазурола S (Chem-ex, Россия); 
доводили общий объем раствора дистиллированной 
водой до 100 мл) в соотношении 1:1. Полученный 
раствор выдерживали в течение 20 мин при темпе- 
ратуре 22 ± 2 °С. Оптическую плотность определяли 
спектрофотометрически при длине волны 630 нм. Одно- 
временно в тех же условиях проводили контрольный 
опыт, в качестве контроля использовали питательную 
среду [47]. Концентрацию сидерофоров (Ссид, %) опре-
деляли по формуле (1):

                         о к
сид

к

 –  = А АС
А

                               (1)

где Aо – оптическая плотность опытного образца;  
Aк – оптическая плотность контрольного образца.

Для определения способности штамма синтези-
ровать индолил-3-уксусную кислоту к бесклеточной 
культуральной жидкости добавляли реактив Сальков- 
ского в соотношении 1:1. Выдерживали при темпера-
туре 22 ± 2 °С в течение 30 мин. Оптическую плотность 
раствора определяли спектрофотометрически при 
длине волны 535 нм. Одновременно в тех же условиях 
проводили контрольный опыт, в качестве контроля 
использовали питательную среду [48]. Оптическую 
плотность образца (ОП) определяли по формуле (2):

                         ОП = ОПп + ОПк                           (2)

где ОПп – оптическая плотность опытного образца 
по показаниям прибора; ОПк – оптическая плотность  
контроля.

Количество индолил-3-уксусной кислоты фикси- 
ровали по градуировочному графику ее стандартных  
растворов (Диа-М, Россия) с концентрациями от 0,5  
до 5,0 мкг/мл.

Для определения способности штамма к синтезу 
гиббереллиновой кислоты к 1 мл бесклеточной куль-
туральной жидкости добавляли по 140 мкл 1 М рас-
твора цинка уксуснокислого 2-водного (Ленреактив, 
Россия) и 10,6 % раствора калия железистосинеро- 
дистого 3-водного (ChemExpress, Россия) в соотно-
шении 100:14:14 соответственно, энергично встря- 
хивали. Далее центрифугировали в течение 15 мин 
при 4500 об/мин. Полученный супернатант смеши-
вали с 30 % соляной кислотой (ChemExpress, Россия) 

в соотношении 1:1 и выдерживали при температуре 
22 ± 2 °С в течение 75 мин. Оптическую плотность 
измеряли по отношению к 5 % соляной кислоте на спек-
трофотометре UV 1800 (Shimadzu, Япония) при длине 
волны 254 нм. Количество синтезируемой гиббере- 
линновой кислоты определяли по калибровочному 
графику ее стандартного раствора (Диа-М, Россия) 
в пределах от 200 до 1200 мкг/мл [49].

Для определения способности к синтезу кинетина  
готовили суспензию исследуемого штамма по мето-
дике, описанной в анализе антагонистической актив- 
ности методом лунок. Далее 1 мл суспензии добав-
ляли к 10 мл жидкой среды следующего состава, г/л: 
56,4 Difco M9 minimal salts, ×5; 2,0 казаминокислоты 
(Диа-М, Россия); 0,1 тиамина (Химреактив, Россия); 
2,0 мкг биотина (Лабтех, Россия). Культивировали 
в течение 48 ч при температуре 30 ± 2 °С и 110 об/мин. 
Отделение клеток от культуральной жидкости осу-
ществляли по методике, описанной в анализе антаго-
нистической активности методом лунок. Определение 
оптической плотности проводили на спектрофотометре 
при длине волны 665 нм, в качестве раствора сравнения 
использовали питательную среду. Количество синте-
зируемого кинетина определяли по калибровочному 
графику его стандартного раствора (Химмед, Россия) 
в пределах от 5 до 100 мкг/мл [50].

Для определения способности штамма фиксиро-
вать азот готовили суспензию штамма по методике, 
описанной в анализе антагонистической активности 
методом лунок на бульоне Эшби с глюкозой (HiMedia 
Laboratories, Индия). Культивировали при темпера- 
туре 30 ± 2 °С и скорости вращения 110 об/мин в тече-
ние 48 ч. Для отделения клеток культуральную жид-
кость центрифугировали при 8000 об/мин в течение 
15 мин. Количество азота в бесклеточной культураль- 
ной жидкости определяли при помощи анализатора 
азота Rapid N Cube (Elementar, Германия) [51].

Для определения способности солюбилизировать 
фосфор готовили суспензию штамма по методике, 
описанной в анализе антагонистической активности  
методом лунок на бульоне Пиковской (HiMedia Labo- 
ratories, Индия). Культивировали и отделяли клетки 
от культуральной жидкости в условиях, описанных 
в определении способности фиксировать азот. Далее 
к бесклеточной культуральной жидкости добавляли 
раствор хлормолибденовой кислоты (1,5 г аммония 
молибденовокислого (ChemExpress, Россия), раство-
ренного в 40 мл дистиллированной воды, с добавле-
нием 34,2 мл концентрированной соляной кислоты 
и доведением общего объема дистиллированной водой  
до 100 мл) и раствор хлороловянистой кислоты (2,5 г  
олова хлористого (ПрофСнаб, Россия) растворяли 
в 10 мл концентрированной соляной кислоты, доводили 
общий объем дистиллированной водой до 100 мл) 
в соотношении 50:225:1 соответственно. Выдержи- 
вали полученный раствор при температуре 22 ± 2 °С  
в течение 15 мин. Оптическую плотность определяли 
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при длине волны 600 нм. Одновременно в тех же усло-
виях проводили контрольный опыт, в качестве контроля 
использовали питательную среду. Оптическую плот-
ность образца определяли по формуле (2). Количество 
растворенного фосфора устанавливали по калибро-
вочному графику стандартного раствора калия фос-
форнокислого 2-замещенного (ЛенРеактив, Россия) 
в пределах от 50 до 300 мкг/мл [52].

Для определения способности к солюбилизации 
калия осуществляли точечный посев штамма в чашки 
Петри со средой Александрова. Культивировали в тер- 
мостате течение 4 суток при температуре 30 ± 2 °С.  
После культивирования измеряли гало-зону [53].

Для определения способности к солюбилизации 
цинка осуществляли точечный посев штамма в чашки 
Петри со средой следующего состава, г/л: 10,0 глюкозы 
(ChemExpress, Россия); 1,0 аммония сернокислого 
(Диа-М, Россия); 0,2 калия хлористого (ЛенРеактив, 
Россия); 0,1 калия фосфорнокислого 2-замещенного  
(Ленреактив, Россия); 0,2 магния сернокислого (Chem- 
Express, Россия); 1,0 цинка окиси (ЛенРеактив, Россия); 
15,0 агар-агара. Культивировали в условиях, описан- 
ных в определении способности солюбилизировать  
калий. После культивирования измеряли гало-зону [54].

Для определения способности к продуцированию 
биопленок осуществляли посев штамма штрихом 
в чашки Петри со средой следующего состава, г/л: 
0,8 конго красного (Диа-М, Россия); 50,0 сахарозы 
(ChemExpress, Россия); 37,0 бульона с сердечно-мозго-
вым экстрактом (Микро-Лаб, Россия); 15,0 агар-агара. 
Культивировали в условиях, описанных в определе- 
нии способности солюбилизировать калий. Наличием 
способности к продуцированию биопленок считалось 
почернение выросшей культуры [52].

Каждое исследование проводилось в трехкратной 
повторности. Результаты представлены как среднее 
значение трех измерений со стандартным отклоне- 
нием. Анализ статистических данных осуществляли  
при помощи программы Microsoft Office Excel 2007.

Результаты и их обсуждение
Культурально-морфологические признаки выде-

ленной бактерии представлены на рисунке 2.
Выделенная бактерия образовывала круглые коло-

нии желтого цвета диаметром в среднем 1 мм с припод-
нятым профилем, ровным краем и глянцевой фактурой. 
По морфологическим признакам бактерия относится 
к грамотрицательным бациллам со средним размером 
0,716×0,352 мкм.

По результатам анализа биохимических призна-
ков определено, что штамм ферментирует адонитол,  
L-пирролидонилариламидазу, β-галактозидазу, D-глю- 
козу, D-маннитол, D-маннозу, D-сорбит, сахарозу, 
D-трегалозу, малонат, 5-кето-D-глюконат, β-N-аце-
тилгалактозаминидазу, фосфатазу, кумарат.

Молекулярно-генетическая идентификация пока-
зала, что бактериальный штамм с 98 % вероятностью –  

Pantoea pleuroti, в коллекции Национального центра  
биоресурсов Всероссийской коллекции промышлен-
ных микроорганизмов Национального исследователь- 
ского центра Курчатовского института присвоен номер 
В-14756.

Последовательности генов, кодирующих 16S рРНК 
P. pleuroti: CCCCCCTCCTACGAGACTCAAGCCTGC
CAGTTTCAAATGCAGTTCCCAGGTTAAGCCCGGG
GATTTCACATCTGACTTAACAGACCGCCTGCGTG
CGCTTTACGCCCAGTAATTCCGATTAACGCTTGC
ACCCTCCGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGGAGT
TAGCCGGTGCTTCTTCTGCGGGTAACGTCAATCA
CTGCGGTTATTAACCACAATGCCTTCCTCCCCGC
TGAAAGTACTTTACAACCCGAAGGCCTTCTTCAT
ACACGCGGCATGGCTGCATCAGGCTTGCGCCCAT
TGTGCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGA
GTCTGGACCGTGTCTCAGTTCCAGTGTGGCTGGT
CATCCTCTCAGACCAGCTAGGGATCGTCGCCTAG
GTGGGCCGTTACCCCGCCTACTAGCTAATCCCAT
CTGGGTTCATCCGATAGTGAGAGGCCCTAAGGTC
CCCCTCTTTGGTCTTGCGACGTTATGCGGTATTAG
CCACCGTTTCCAGTGGTTATCCCCCTCTATCGGG
CAGATCCCCAGACATTACTCACCCGTCCGCCACT
CGTCACCCGAGAGCAAGCTCTCTGTGCTACCGTC
CGACTTGCATGTGTTAGGCCTGCCGCCAGCGTTC
AATCTGAGCCAGGATCAAACTCT.

Результаты определения антагонистической актив- 
ности представлены на рисунке 3 и в таблице 1.

P. pleuroti проявлял антагонистическую активность 
в отношении всех исследуемых фитопатогенов. Однако 
при анализе методом лунок антагонистическая ак- 
тивность в отношении Bipolaris sorokiniana F-529  
не обнаружили. При этом анализ методом диффузии 
из агарового блока выявил наибольшую активность 
в отношении B. sorokiniana F-529, что может быть 
связано с активным ростом P. pleuroti на питательной 
среде. Таким образом, подавление роста фитопатогена 
шло благодаря конкуренции за питательные веще- 
ства. Высокая активность наблюдалась в отношении 

Рисунок 2. Культурально-морфологические признаки 
выделенной бактерии: a – рост штамма в чашке 

Петри на агаризованной среде ЛБм; b – микроскопия 
фиксированного мазка, окрашенного метиленовым 

голубым, при увеличении ×1000

Figure 2. Cultural and morphological profile of Pantoea pleuroti: 
a – in a Petri dish on Lysogeny broth agar medium;  

b – microscopy of fixed smear stained with methylene blue, ×1,000

  
                         a                                     b 
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Fusarium graminearum F-877 (62 мм); низкая актив- 
ность – в отношении фитопатогенных бактерий. Таким 
образом, можно предположить, что такие результаты 
обосновываются тем, что P. pleuroti продуцирует 
меньшее количество метаболитов, которые проявляют 
в большей степени  антибактериальную природу, чем 
антифунгальную.

Результаты ростостимулирующей активности вы- 
деленного штамма представлены на рисунке 4 и в таб- 
лице 2. P. pleuroti способен продуцировать фитогор-
моны, фиксировать азот, солюбилизировать фосфаты, 
калий и цинк, а также образовывать биопленки.

Настоящее исследование подтверждает и расши- 
ряет имеющиеся данные о потенциале бактерий рода 
Pantoea в качестве стимуляторов роста растений и аген- 
тов биоконтроля. Антагонистическая активность P. pleu- 
roti в отношении фитопатогенных грибов рода Fusari- 
um, выявленная в работе, согласуется с данными 
Suleimanova et al. [55] для P. brenneri и Herrera et al. [56] 
для Pantoea agglomerans в отношении F. graminearum. 
В исследовании Walterson et al. [57] продемонстриро-
вано антимикробное действие P. agglomerans в отно-
шении Xanthomonas campestris и Erwinia amylovora.

Способность исследуемого штамма P. pleuroti про- 
дуцировать сидерофоры (53,1 %) сопоставима с резуль- 
татами Herrera et al. [56]. Ansari et al. [58] получили 
данные о возможности продуцировать сидерофоры 
для P. agglomerans. Guardiola-Márquez et al. [59] также 
наблюдали продукцию сидерофоров (2 мм гало-зона) 
у штамма P. pleuroti. Такие различия могут объясняться 
как штаммовой специфичностью, так и применением 
различных методик количественной оценки сидеро- 
форов. Аналогично, продукция индолил-3-уксусной 

Таблица 1. Результаты определения антагонистической 
активности Pantoea pleuroti в отношении 

фитопатогенов

Table 1. Antagonistic activity of Pantoea pleuroti  
against phytopathogens

Фитопатоген Средний диаметр зоны 
подавления роста, мм

Метод диффузии из агарового блока 
Fusarium graminearum F-877 62 ± 2
Bipolaris sorokiniana F-529 80 ± 3
Erwinia rhapontici B-9292 16 ± 1
Xanthomonas campestris B-4102 25 ± 1

Метод лунок
Fusarium graminearum F-877 12 ± 1
Bipolaris sorokiniana F-529 –
Erwinia rhapontici B-9292 15 ± 1
Xanthomonas campestris B-4102 20 ± 1

Рисунок 3. Антагонистическая активность Pantoea pleuroti: a – Fusarium graminearum F-877;  
b – Bipolaris sorokiniana F-529; c – Erwinia rhapontici B-9292; d – Xanthomonas campestris B-4102; 1 – контроль;  

2 – метод диффузии из агарового блока; 3 – метод лунок

Figure 3. Antagonistic profile of Pantoea pleuroti: a – Fusarium graminearum F-877; b – Bipolaris sorokiniana F-529;  
c – Erwinia rhapontici B 9292; d – Xanthomonas campestris B-4102; 1 – control; 2 – agar block diffusion method; 3 – agar well method

                                         a                                    b                                    c                                    d

1

2

3
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кислоты выленным штаммом (5,64 мг/мл) значительно 
выше данных, полученных Guardiola-Márquez et al. [59]  
(0,0558 мг/мл) и Ansari et al. [58] (0,0986 мг/мл) для P. ag- 
glomerans. Присутствующие различия могут быть об- 
условлены как генетическими особенностями штам- 
мов, так и различиями в составе питательных сред 
и условиях культивирования, а также различиями 
в методах определения. 

Солюбилизация фосфора штаммом (102,3 мкг/мл)  
несколько ниже значений Ansari et al. [58] (119,19  
и 120,32 мкг/мл) для P. agglomerans. Исследователи 
в [59] также отмечают способность Pantoea растворять 
фосфаты (3 мм гало-зона). Различия в значениях могут 
быть связаны с использованием нескольких источни- 
ков фосфора и методов его определения. Способность 
штамма солюбилизировать калий согласуется с дан- 
ными Bakhshandeh et al. [60] для Pantoea ananatis и  
Guardiola-Márquez et al. [59] (5 мм гало-зона) для P. pleu- 
roti. В отличие от Choudhary et al. [61], которые пока-
зали высокую солюбилизацию цинка Pantoea eucrina, 
Guardiola-Márquez et al. [59] не наблюдали растворе-
ния цинка исследуемым штаммом. Это подчеркивает 
видоспецифичность данного признака.

Продукция гиббереллиновой кислоты выделен- 
ным штаммом (284,3 мкг/мл) находилась в диапазоне 

от 288,5 ± 16,8 до 331,1 ± 19,2 мкг/мл для P. ananatis, 
Pantoea citrea и Pantoea dispersa, который опреде- 
лил Yun et al. [62]. Способность к фиксации азота  
(680 мкг/мл) согласуется с наблюдениями Guardiola-
Márquez et al. [59] (7 мм гало-зона), продукция кинетина 
(9,46 мкг/мл) и образование биопленок расширяют пред-
ставления о физиологических возможностях Pantoea 
и их потенциальной роли в стимуляции роста растений. 
Отсутствие азотфиксации у штамма P. agglomerans, 
исследованного Herrera et al. [56], свидетельствует 
о внутривидовой гетерогенности этого признака.

Таким образом, исследование вносит вклад в пони-
мание профиля ростостимулирующей активности 
Pantoea. Полученные данные подтверждают перспек-
тивность использования Pantoea в качестве биоудоб- 
рений и агентов биоконтроля.

Выводы
Обеспечение фитосанитарного благополучия посе- 

вов овса – комплексная проблема, требующая много-
стороннего и научно обоснованного подхода. Успешная 
защита от фитопатогенов основывается на постоян-
ном совершенствовании методов борьбы с акцентом 
на экологическую безопасность и устойчивость агро- 
экосистем. Внедрение биологических методов защиты 
растений способствует развитию устойчивого сельского 
хозяйства, снижая негативное воздействие химических 
пестицидов на окружающую среду и обеспечивая произ- 
водство безопасной сельскохозяйственной продукции.

Исследование продемонстрировало значитель-
ный потенциал бактериального штамма рода Pantoea 
в борьбе с фитопатогенами и стимулировании роста 
растений. Выделенный штамм обладает широкой 
антимикробной активностью, подавляя рост патоген-
ных грибов (Fusarium graminearum F-877, Bipolaris 
sorokiniana F-529) и бактерий (Erwinia rhapontici 
B-9292 и Xanthomonas campestris B-4102). Помимо 
этого, штамм демонстрирует важные ростостиму-
лирующие свойства, включая синтез фитогормонов, 
фиксацию азота, солюбилизацию фосфатов, калия 
и цинка, а также образование биопленок.

Эти характеристики делают штамм перспектив- 
ным для разработки средств биологической защиты 

                                                         a                                    b                                    c

Рисунок 4. Ростостимулирующая активность Pantoea pleuroti: a – способность солюбилизировать калий;  
b – способность солюбилизировать цинк; c – способность образовывать биопленки

Figure 4. Growth-promoting activity of Pantoea pleuroti as solubilizer of potassium (a) and zinc (b); and biofilm-forming capacity (c)

Таблица 2. Результаты определения 
ростостимулирующей активности Pantoea pleuroti

Table 2. Growth-promoting activity of Pantoea pleuroti

Показатель Значение
Сидерофоры, % 53,1 ± 1,9
Индолил-3-уксусная кислота, мг/мл 5,64 ± 0,16
Гиббереллиновая кислота, мкг/мл 284,3 ± 10,2
Кинетин, мкг/мл 9,46 ± 0,27
Содержание азота в культуральной 
жидкости, мкг/мл

680,0 ± 20,0

Содержание растворимого фосфора,  
мкг/мл

102,3 ± 4,3

Способность солюбилизировать калий, мм +
Способность солюбилизировать цинк, мм +
Способность образовывать биопленки +
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растений. Биологическое разнообразие микроорганиз-
мов, включая представителей рода Pantoea, открывает 
новые возможности для устойчивого земледелия, позво-
ляющего минимизировать зависимость от химических 
пестицидов и удобрений, одновременно обеспечивая 
высокие урожаи и безопасность пищевой продукции.
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