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ВЫДЕЛЕНИЕ И ИДЕНТИФИКАЦИЯ ЭНДОФИТНЫХ 
ÁАÊÒÅÐИЙ ИЗ ÐАсÒÅÍИЙ ÁАÌÁУÊА 
(PHYLLOSTACHYS И FARGESIA) 

Эндофитные бактерии из растений бамбуков (подсемейство 
Bambusoideae) выдеëены и идентифицированы путём анаëиза нукëео�
тидноãо состава фраãментов rrs-ãенов (ãенов 16S рДНК), ампëифици�
руемыõ как из тканей растений, так и из выдеëенныõ куëьтур эндофи�
тов. Выдеëено 74 штамма бактерий, из которыõ 47 отнесены к семей�
ствам Bacillaceae, Mycobacteriaceae, Paenibacillaceae, Microbacteriaceae 
родам Agrobacterium/Rhizobium, Burkholderia, Pseudomonas, Leifsonia, 
Achromobacter, Acinetobacter. 

К ëю ч е вы е  с ë о в а :  эндофитные бактерии, бамбук, идентификация, 
16S рДНК.

Ìíîгèå пðåäñòàâèòåëè пîäñåìåéñòâà Bambusoideae (Бàìбóêîâыå) 
ñåìåéñòâà Poaceae (Зëàêîöâåòíыå) ÿâëÿюòñÿ âàжíыìè àгðàðíыìè è 
пðîìышëåííыìè êóëüòóðàìè. их äðåâåñèíà èñпîëüзóåòñÿ êàê ñòðîè-
òåëüíыé è äåêîðàòèâíыé ìàòåðèàë, à ðàñòèòåëüíàÿ бèîìàññà ÿâëÿåòñÿ 
èñòî÷íèêîì пîëó÷åíèÿ âîзîбíîâëÿåìîé эíåðгèè [1, 2]. Пðè пîëó÷åíèè 
бèîìàññы пðåäпî÷òåíèå îòäàёòñÿ êóëüòóðàì, ñпîñîбíыì ðàñòè íà зà-
гðÿзíёííых пî÷âàх [3, 4]. Бàìбóê ÿâëÿåòñÿ îäíèì èз òàêèх ðàñòåíèé: 
íåêîòîðыå âèäы бàìбóêà ñпîñîбíы ðàñòè íà зàêèñëåííых гðóíòàх ñ 
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ðН 3 (íåîпóбëèêîâàííыå äàííыå), íà гðóíòàх, зàгðÿзíёííых òÿжåëыìè 
ìåòàëëàìè. Пî ñпîñîбíîñòè ê пîгëîщåíèю òÿжåëых ìåòàëëîâ бàìбóê 
îпåðåжàåò òàêèå пîпóëÿðíыå â фèòîðåìåäèàöèîííых ìåðîпðèÿòèÿх 
êóëüòóðы êàê òîпîëü è èâà [5, 6]. Пîэòîìó бàìбóê ðàññìàòðèâàюò êàê 
ðàñòåíèåêàíäèäàò äëÿ пîëó÷åíèÿ бèîìàññы è î÷èñòêè гðóíòîâ îò òÿ-
жåëых ìåòàëëîâ â óñëîâèÿх êëèìàòà ñåâåðà еâðîпы. Â ðåзóëüòàòå пðî-
äîëжèòåëüíых èññëåäîâàíèé íà пîëÿх иðëàíäèè è Фëàíäðèè (Бåëüгèÿ) 
äîêàзàíà âîзìîжíîñòü óñпåшíîгî êóëüòèâèðîâàíèÿ ðàñòåíèé бàìбóêà 
Phyllostachys vivax, P. aureosulcata, P. praecox, P. humilis, P. decora, 
P. bissetti, P. aurea â óñëîâèÿх óìåðåííîгî êëèìàòà [3]. 

Âñÿ фèòîñфåðíàÿ ìèêðîбèîòà îêàзыâàåò ñóщåñòâåííîå âëèÿíèå íà 
óñòîé÷èâîñòü ðàñòåíèé ê íåбëàгîпðèÿòíыì âíåшíèì фàêòîðàì è íà ðà-
зâèòèå èх фèòîðåìåäèàöèîííых ñâîéñòâ [7, 8, 9]. Îäíàêî, эíäîфèòíàÿ 
ìèêðîбèîòà, íàхîäÿñü â îñîбåííî òåñíых ñòðóêòóðíîфóíêöèîíàëüíых 
âзàèìîîòíîшåíèÿх ñ ðàñòèòåëüíыì îðгàíèзìîì, пðèíèìàåò îñîбîå ó÷àñòèå 
â àäàпòàöèè ðàñòåíèé ê íåбëàгîпðèÿòíыì фàêòîðàì [10�13]. Эíäîфèòы 
ñóщåñòâåííî âëèÿюò íà óñòîé÷èâîñòü ðàñòåíèé ê íåбëàгîпðèÿòíыì âî-
зäåéñòâèÿì è ñпîñîбíы ê íåêîòîðîé ìîäèфèêàöèè âðåäíых фàêòîðîâ 
îêðóжàющåé ñðåäы. Пîêàзàíî, ÷òî пðè пîâышåíèè êîíöåíòðàöèè зàгðÿ-
зíèòåëÿ пðîèñхîäèò àêòèâàöèÿ пðîöåññà ðîñòà эíäîфèòîâ [14]. Нåäàâíî 
îòêðыòыé эíäîфèòíыé ìèêðîîðгàíèзì Mеthylobacterium populum sp. nov., 
шòàìì BJ001, ó÷àñòâóåò â ðàзëîжåíèè ðÿäà îðгàíè÷åñêèх зàгðÿзíèòåëåé, 
à èìåííî 2,4,6òðèíèòðîòîëóèíà, гåêñàгèäðî1,3,5òðèíèòðî1,3,5òðèàзèíà 
è гåêñàгèäðî1,3,5гåêñàíèòðî1,3,5òðèàзèíà [15]. Сðåäè эíäîфèòîâ 
òîпîëÿ îбíàðóжåíы шòàììы, ñпîñîбíыå íåéòðàëèзîâàòü бåíзîë, òîëóîë, 
эòèëбåíзîë è êñèëîë è òðèхëîðэòèëåí [16]. 

Пîñêîëüêó ìåòàбîëè÷åñêàÿ àêòèâíîñòü эíäîфèòîâ ÿâëÿåòñÿ âàжíыì 
фàêòîðîì пðîöåññà î÷èñòêè зàгðÿзíёííых пî÷â, à эíäîфèòíыå ñîîбщåñòâà 
бàìбóêà, ñðåäè êîòîðых åñòü êàê êóëüòèâèðóåìыå, òàê è íåêóëüòèâèðó-
åìыå ìèêðîîðгàíèзìы [17, 18], пðàêòè÷åñêè íå èññëåäîâàëèñü, öåëüю 
íàшåé ðàбîòы быëà èäåíòèфèêàöèÿ êóëüòèâèðóåìых è íåêóëüòèâèðóåìых 
эíäîфèòíых бàêòåðèé бàìбóêà è пîëó÷åíèå êîëëåêöèè ÷èñòых êóëüòóð 
эòèх бàêòåðèé.

Материалы и методы 
Â ðàбîòå èñпîëüзîâàëèñü ðàñòåíèÿ бàìбóêà P. humilis, P. atrovaginata, 

Р. nigra и Fargesia rufa, пîëó÷åííыå ìåòîäîì ìèêðîðàзìíîжåíèÿ íà 
бàзå фèðìы Oprin� Рlant NV, г. Рèéêåâîðñåë (Rijkevor�el), Бåëüгèÿ. Дëÿ 
эêñпåðèìåíòîâ èñпîëüзîâàëèñü êàê ðàñòåíèÿ, âыðàщåííыå in vitro, òàê 
è ðàñòåíèÿ, пîëó÷åííыå â ðåзóëüòàòå êóëüòèâèðîâàíèÿ in vitro â ñпå-
öèàëüíîì ñóбñòðàòå, ðàзðàбîòàííîì è èзгîòîâëåííîì фèðìîé Bamboo 
Select®, Бåëüгèÿ (http://eng.bambooselect.com/). Сòåðèëèзàöèю íàäзåìíых è 
пîäзåìíых пîâåðхíîñòåé ðàñòåíèé, âыðàщèâàåìых â íåñòåðèëüíых óñëî-



46 Ìікробіоëоãія і біотеõноëоãія ¹ 4/2010    

Е.В. Мошинец, Ж. Бруне, С.Е. Рымарь, И.В. Косаковская, Г. Поттерс

âèÿх â ñóбñòðàòå, îñóщåñòâëÿëè ñîгëàñíî ñхåìå: 3 ìèí â 70% эòàíîëå, 5 
ìèí â 12% ðàñòâîðå гèпåðхëîðèòà íàòðèÿ, 1 ìèí â 70% эòàíîëå [19]. 

Дëÿ âыäåëåíèÿ эíäîфèòîâ èз íàäзåìíых òêàíåé ðàñòåíèé, âыðàщè-
âàåìых â ñóбñòðàòå, êàжäыé êóñî÷åê ðàñòåíèÿ ñ пðîñòåðèëèзîâàííыìè 
пîâåðхíîñòÿìè пîêðîâíых òêàíåé пîìåщàëè â 5 ìë пèòàòåëüíîé ñðåäы: 
ãëюкозный буëьон (5 г пåпòîíà C, 2 г гèäðîëèзîâàííîгî пåпòîíà ¹ 3, 
3 г пåпòîíà G, 3 г гîâÿжüåгî эêñòðàêòà, 5 г гëюêîзы è 5 г NaCl íà 1 ëèòð 
âîäîпðîâîäíîé âîäы) è коëумбийский буëьон (12 г пåпòîíà С, 5 г пåп-
òîíà, 3 г äðîжжåâîгî эêñòðàêòà, 3 г гîâÿжüåгî эêñòðàêòà, 1 г êðàхìàëà 
пшåíèöы è 5 г NaCl íà 1 ëèòð âîäîпðîâîäíîé âîäы). иíêóбàöèю пðîâî-
äèëè пðè 28 °С â òå÷åíèå 48 ÷àñîâ, пåðèîäè÷åñêè âñòðÿхèâàÿ, пîñëå ÷åгî 
âыðàщåííыå â пèòàòåëüíых ñðåäàх ìèêðîîðгàíèзìы пåðåíîñèëè íà ñîîò-
âåòñòâóющèå àгàðèзîâàííыå пèòàòåëüíыå ñðåäы, ñîäåðжàщèå 1,5% àгàðà. 
иíêóбàöèÿ íà àгàðèзîâàííых ñðåäàх пðîäîëжàëàñü 24 ÷àñà пðè 28 °С. 
Дëÿ пîñëåäóющåгî ìîëåêóëÿðíîгåíåòè÷åñêîгî àíàëèзà îòîбðàííыå îò-
äåëüíыå êîëîíèè êóëüòèâèðîâàëè íà гëюêîзíîì è êîëóìбèéñêîì бóëüîíàх. 

Дëÿ âыäåëåíèÿ бàêòåðèé èз пîäзåìíых îðгàíîâ бàìбóêà, èñпîëüзî-
âàëè ðàñòåíèÿ, âыðàщåííыå â ñóбñòðàòå. Пîäзåìíыå ÷àñòè пðîìыâàëè â 
äèñòèëëèðîâàííîé âîäå äëÿ óäàëåíèÿ ÷àñòèö ñóбñòðàòà è ñòåðèëèзîâàëè 
â ñîîòâåòñòâèè ñ пðîòîêîëîì [19]. Рàñòèòåëüíóю òêàíü (1 г) èзìåëü÷à-
ëè, пåðåòèðàÿ â 10 ìë íàòðèéфîñфàòíîгî бóфåðà (ðН 7,4). Пîëó÷åííóю 
ñóñпåíзèю ðàзâîäèëè â 10 è 100 ðàз. Пî 100 ìêë èз êàжäîгî ðàзâåäåíèÿ 
êóëüòèâèðîâàëè íà àгàðèзîâàííîì LB è гëюêîзíîì àгàðå. иíêóбàöèю 
пðîäîëжàëè îò 24 äî 48 ÷ пðè òåìпåðàòóðå 28 °С. Дëÿ âыäåëåíèÿ ДНК 
бàêòåðèè èз îòäåëüíых êîëîíèé âыðàщèâàëè â ñîîòâåòñòâóющèх жèäêèх 
ñðåäàх. 

Дëÿ âыäåëåíèÿ бàêòåðèé èз òêàíåé ðàñòåíèé бàìбóêà, âыðàщåííых 
in vitro, 0,5 г бèîìàññы öåëых ðàñòåíèé, âыðàщåííых in vitro, ðàñòèðàëè 
â 5 ìë íàòðèéфîñфàòíîгî бóфåðà. Пîëó÷åííóю гîìîгåííóю ñóñпåíзèю 
ðàзâîäèëè â 10 è 100 ðàз. Пðîбы îбъåìîì 100 ìêë èз êàжäîгî ðàзâåäå-
íèÿ íàíîñèëè íà àгàðèзîâàííыå ñðåäы LB è гëюêîзíыé àгàð. иíêóбàöèю 
пðîâîäèëè îò 24 äî 72 ÷ пðè òåìпåðàòóðå 28 °С. Дëÿ пîñëåäóющåгî ìî-
ëåêóëÿðíîгåíåòè÷åñêîгî àíàëèзà îòäåëüíыå êîëîíèè пåðåñåâàëè â ñîîò-
âåòñòâóющèå жèäêèå пèòàòåëüíыå ñðåäы. Âыäåëåííыå èзîëÿòы бàêòåðèé 
ñîхðàíÿëè â âèäå íî÷íîé êóëüòóðы ñ äîбàâëåíèåì äî 20% гëèöåðèíà пðè 
òåìпåðàòóðå 70 °С.

Эêñòðàêöèю ДНК èз êëåòîê бàêòåðèé, пîëó÷åííых èз òêàíåé ðàñòå-
íèé, пðîâîäèëè щåëî÷íыì ìåòîäîì [20].

Дëÿ эêñòðàêöèè ДНК èз òêàíåé бàìбóêà êàжäыé îбðàзåö, âåñîì 0,25 г 
зàìîðàжèâàëè â жèäêîì àзîòå. Зàìîðîжåííыå òêàíè гîìîгåíèзèðîâàëè â 
1 ìë ìåòàíîëà ñ èñпîëüзîâàíèåì íàбîðà äëÿ гîìîгåíèзàöèè Magnalyser 
(Roc�e, Гåðìàíèÿ). Âыäåëåíèå ДНК è äåпðîòåèíèзàöèю пðîâîäèëè â ñîîòRoc�e, Гåðìàíèÿ). Âыäåëåíèå ДНК è äåпðîòåèíèзàöèю пðîâîäèëè â ñîîò, Гåðìàíèÿ). Âыäåëåíèå ДНК è äåпðîòåèíèзàöèю пðîâîäèëè â ñîîò-
âåòñòâèè ñî ñòàíäàðòíîé ìåòîäèêîé [21]. Кîíöåíòðàöèю ДНК îпðåäåëÿëè 
ñ пîìîщüю пðèбîðà NanoDrop® (Thermo Fisher Scientific Inc., ÑШÀ).
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Гåí, êîäèðóющèé 16� ðДНК, àìпëèфèöèðîâàëè ñ èñпîëüзîâàíèåì 
óíèâåðñàëüíых пðÿìîгî пðàéìåðà 25F (5�AAC TKA AGA GTT TGA TCC 
TGG CTC3�), îбðàòíîгî пðàéìåðà 1492r (5�TAC GGY ТАС СТТ GTT ACG 
ACT T3�) [19] è íàбîðà äëÿ ПЦР (Roche, Гåðìàíèÿ). ПЦР пðîâîäèëè 
ñîгëàñíî èíñòðóêöèè пðîèзâîäèòåëÿ íàбîðà. Уñëîâèÿ ðåàêöèè быëè ñëå-
äóющèìè: äåíàòóðàöèÿ â òå÷åíèå 10 ìèí пðè 94 °С; 35 öèêëîâ â ðåжèìå: 
45 ñ пðè 94 °С, 45 ñ пðè 62 °С, 1 ìèí пðè 72 °С; 10 ìèí пðè 72 °С. Пðî-
äóêò âèзóàëèзèðîâàëè ñ пîìîщüю гåëüэëåêòðîфîðåзà â 0,8% àгàðîзíîì 
гåëå ñîгëàñíî ñòàíäàðòíîé ìåòîäèêå [20]. Кëîíèðîâàíèå пðîäóêòîâ ПЦР 
пðîâîäèëè, èñпîëüзóÿ pGEM T® Ea�� âåêòîð (Promega, USA) ñîгëàñíî 
èíñòðóêöèè пðîèзâîäèòåëÿ. Âыäåëåíèå пëàзìèäíîé ДНК îñóщåñòâëÿëè 
ñ пîìîщüю íàбîðà äëÿ âыäåëåíèÿ пëàзìèäíîé ДНК (Roche, Гåðìàíèÿ) 
ñîгëàñíî èíñòðóêöèè пðîèзâîäèòåëÿ. Îпðåäåëåíèå íóêëåîòèäíîé пîñ-
ëåäîâàòåëüíîñòè ПЦР пðîäóêòîâ пðîâîäèëè, èñпîëüзóÿ ñпåöèфè÷åñêèå 
пðàéìåðы Т7 (5�ТАА TAC GAC TCA CTA TAG GG3�) è �P6 (5�GAT 
TTA GGT GAC ACT ATA G3�) â ñåêâåíàòîðå Applied Bio���tem� 3730 
(СшА). Аíàëèз íóêëåîòèäíîé пîñëåäîâàòåëüíîñòè 16� ðДНК фðàгìåíòîâ 
пðîâîäèëè èñпîëüзóÿ B�A�T (Basic Local Alignment Search Tool) è бàзó 
äàííых NCBI (ÑШÀ) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) [22].

Результаты исследований и их обсуждение 
Дëÿ âыÿâëåíèÿ è îпðåäåëåíèÿ эíäîфèòîâ ðàñòåíèé бàìбóêà èñпîëü-

зîâàëè äâà пîäхîäà. Пåðâыé зàêëю÷àëñÿ â âыäåëåíèè êóëüòèâèðóåìых 
эíäîфèòîâ èз òêàíåé íàäзåìíых è пîäзåìíых îðгàíîâ ðàñòåíèé, à òàêжå 
èз òêàíåé ìîëîäых ðàñòåíèé, âыðàщåíых â óñëîâèÿх in vitro. Âòîðîé � â 
âыäåëåíèè òîòàëüíîé ДНК èз îбðàзöîâ òêàíåé ðàñòåíèé è åё пîñëåäóю-
щèé àíàëèз íà íàëè÷èå бàêòåðèàëüíîгî гåíà rrs.

Â ðåзóëüòàòå êóëüòèâèðîâàíèÿ òêàíåé P. humilis и F. rufa íà гëюêîз-
íîì àгàðå быëè пîëó÷åíы ìåëêèå бåëыå êîëîíèè. Пðè êóëüòèâèðîâàíèè íà 
êîëóìбèéñêîì àгàðå âыðîñëè бåëыå è жåëòыå êîëîíèè ìèêðîîðгàíèзìîâ 
èз P. humilis. Âыäåëåíèå ДНК пðîâîäèëè èз ñóòî÷íых êóëüòóð, пîëó-
÷åííых пîñëå пåðåñåâà êîëîíèé, èñпîëüзóÿ ДНК êàê ìàòðèöó äëÿ ПЦР, 
àìпëèфèöèðîâàëè фðàгìåíò 16S ðДНК, íóêëåîòèäíыé ñîñòàâ êîòîðîгî 
â äàëüíåéшåì àíàëèзèðîâàëè ñ öåëüю îпðåäåëåíèÿ òàêñîíîìè÷åñêîгî 
пîëîжåíèÿ ìèêðîîðгàíèзìîâ. Рåзóëüòàòы èññëåäîâàíèÿ пðåäñòàâëåíы 
â òàбëèöå 1. 

Тàêèì îбðàзîì, èз íàäзåìíîé ÷àñòè бàìбóêîâ P. humilis и F. rufa 
пîñðåäñòâîì êóëüòèâèðîâàíèÿ íà èñêóññòâåííых пèòàòåëüíых ñðåäàх 
óäàëîñü âыäåëèòü êóëüòóðы бàêòåðèé îòíåñåííыå ê âèäàì эíäîфèòîâ, 
Bacillus amyloliquefaciens и B. subtilis. из òêàíåé бàìбóêà P. humilis 
òàêжå óäàëîñü âыäåëèòü эíäîфèòíóю бàêòåðèю B. mojavensis, îòíîñÿ-
щóюñÿ ê òîìó жå ñåìåéñòâó. Âèäы ðîäà Bacillus ÿâëÿюòñÿ äîâîëüíî 
ðàñпðîñòðàíåííыìè эíäîфèòàìè è îпèñàíы äëÿ ìíîгèх ðàñòåíèé [23, 
24]. Îíè âыпîëíÿюò âàжíóю фèòîпðîòåêòîðíóю фóíêöèю è пîâышàюò 
óñòîé÷èâîñòü ê фèòîпàòîгåííыì гðèбàì [25]. 
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Тàбëèöà 1
Культивируемые эндофиты надземной части бамбуков P. humilis и F. rufa

Table 1
cultivated endophytes of the aerial parts of bamboo plants P. humilis and F. rufa

Вид 
бамбука

Наиболее близкородственный микроорганизм
Гомология нуклеотидного 
состава ПЦР фрагментов

16S рДНК, %

F. rufa
Bacillus amyloliquefaciens (XE6676) 100%

Bacillus subtilis (XB7767) 100%

P. humilis

Bacillus amyloliquefaciens (XE6676) 100%

Bacillus subtilis (XB7767) 100%

Bacillus amyloliquefaciens (XE6676) 99%

Bacillus subtilis (XB7767) 99%

Bacillus subtilis (XB7767) 100%

Bacillus amyloliquefaciens (XE6676) 98%

Bacillus subtilis (XB7767) 98%

Bacillus mojavensis 98%

Â ñëåäóющåé ñåðèè эêñпåðèìåíòîâ быëî пðîâåäåíî âыäåëåíèå òîòàëü-
íîé ДНК èз òêàíåé íàäзåìíîé ÷àñòè ìîëîäых бàìбóêîâ P. atrovaginata, 
Р. nigra и P. humilis, âыðàщåííых â ñóбñòðàòå. Â пðåпàðàòàх îбщåé ДНК, 
âыäåëåííîé èз ðàñòèòåëüíых òêàíåé, íàðÿäó ñ ДНК бàìбóêà îбíàðóжåíà 
ДНК эíäîфèòíых бàêòåðèé. Рåзóëüòàòы àíàëèзà íóêëåîòèäíîé пîñëåäîâà-
òåëüíîñòè фðàгìåíòîâ 16S ðДНК, àìпëèфèöèðîâàííых ñ èñпîëüзîâàíèåì 
ñîîòâåòñòâóющèх пðàéìåðîâ ñ ДНК òêàíåé бàìбóêîâ P. atrovaginata, 
Р. nigra и P. humilis. пðåäñòàâëåíы â òàбëèöå 2. 

Â ðåзóëüòàòå àíàëèзà ПЦРфðàгìåíòîâ rrs гåíîâ ó бàìбóêîâ 
P. atrovaginata, Р. nigra и P. humilis âыÿâëåíы эíäîфèòíыå бàêòåðèè ñå-
ìåéñòâà Mycobacteriaceae, îòäåëà Actinobacteria. Â òêàíÿх Р. atrovaginata 
îбíàðóжåíы бàêòåðèè Mycobacterium palustre и М. lentiflavum; â òêàíÿх 
Р. nigra � бàêòåðèè M. avium complex и M. arosiense; â òêàíÿх P. humilis 
� íåñêîëüêî êëîíîâ íåêóëüòèâèðóåìых бàêòåðèé. Âî âñåх эêñпåðèìåíòàх 
âыÿâëåíы фðàгìåíòы ìèòîхîíäðèàëüíîé è хëîðîпëàñòíîé ДНК.

Тàêèì îбðàзîì, пðè èñпîëüзîâàíèè ìåòîäà ëàбîðàòîðíîгî êóëüòè
âèðîâàíèÿ è ìîëåêóëÿðíîгåíåòè÷åñêîгî ìåòîäà äëÿ èзó÷åíèÿ ñîñòàâà 
эíäîфèòíых бàêòåðèé íàäзåìíîé ÷àñòè ðàñòåíèé P. humilis, âыÿâëåíы 
ðàзíыå âèäы ìèêðîîðгàíèзìîâ. С äàííыì эффåêòîì ñòàëêèâàëèñü è 
ìíîгèå äðóгèå èññëåäîâàòåëè [26�29].
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Тàбëèöà 2 
Эндофитные бактерии надземной части бамбуков P. atrovaginata,  

Р. nigra и P. humilis

Table 2
endophytic bacteria of the aerial parts of bamboo plants P. atrovaginata,  

Р. nigra and P. humilis

Вид бамбука
Наиболее близкородственный 

микроорганизм

Гомология нуклео-
тидного состава 
ПЦР фрагментов 
16S рДНК, %

Р. atrovaginata

Mycobacterium palustre (E846) 99%

Mycobacterium lentiflavum (UN-106) 99%

Mycobacterium lentiflavum (GR-2466) 99%

Р. nigra
Mycobacterium avium complex (5356591) 99%

Mycobacterium arosiense (T1919) 99%

P. humilis

Uncultured bacterium clone nbt35d06 99%

Uncultured bacterium clone nbt36d12 99%

Uncultured bacterium clone p8k02ok 99%

Îäíîé èз пðè÷èí эòîгî ìîжåò быòü òîò фàêò, ÷òî èñхîäíîå êîëè÷åñ-
òâî êëåòîê бàöèëë íà фîíå äðóгèх бàêòåðèé â ðàñòåíèè быëî äîñòàòî÷íî 
íèзêèì, ÷òî ñíèзèëî âîзìîжíîñòè èх èäåíòèфèêàöèè ìîëåêóëÿðíîгåíå-
òè÷åñêèì ìåòîäîì, íî êîëè÷åñòâî êëåòîê ñóщåñòâåííî óâåëè÷èâàëîñü â 
ñåëåêòèâíых óñëîâèÿх � â êóëüòóðå [30, 31]. Нåêóëüòèâèðóåìыå эíäîфèòы 
Mycobacterium �pp. быëè íàéäåíы è ó äðóгèх ðàñòåíèé пîðÿäêà Зëàêîö. быëè íàéäåíы è ó äðóгèх ðàñòåíèé пîðÿäêà Зëàêîö-
âåòíыå (Poales) [29], â òî âðåìÿ êàê ñðåäè êóëüòèâèðóåìîé ìèêðîбèîòы 
ìèêîбàêòåðèè íå îбíàðóжèâàëèñü [32]. Â öåëîì, ìèêîбàêòåðèè ÿâëÿюòñÿ 
ñàпðîфèòàìè, êîììåíñàëàìè èëè ñèìбèîíòàìè жèâîòíых, ÷åëîâåêà è пðî-
ñòåéшèх. Рÿä эíäîфèòíых Mycobacterium spp. íàéäåí â êîðíÿх ðèñà [33], 
пшåíèöы [27] è òîðфÿíîгî ìхà [34]. Â òî жå âðåìÿ ìèêîбàêòåðèè î÷åíü 
ðåäêî âыñòóпàюò эíäîфèòàìè íàäзåìíых ÷àñòåé. Нàìè íàéäåíî òîëüêî 
äâå ðàбîòы, â êîòîðых îпèñыâàюòñÿ эíäîфèòíыå ìèêîбàêòåðèè. Â îбîèх 
ñëó÷àÿх, êàê è â íàшåé ðàбîòå, ìèêîбàêòåðèè âыäåëÿëè èз ðàñòåíèé, пî-
ëó÷åííых ìåòîäîì ìèêðîðàзìíîжåíèÿ, èëè èз òêàíåâых êóëüòóð [29, 35].

Кðîìå èäåíòèфèöèðîâàííых íåêóëüòèâèðóåìых эíäîфèòîâ, íàìè 
быëè îбíàðóжåíы è íåèäåíòèфèöèðîâàííыå íåêóëüòèâèðóåìыå бàêòå-
ðèè. Нåèäåíòèфèöèðîâàííыå эíäîфèòы ó бàìбóêà быëè îбíàðóжåíы 
âпåðâыå, ÷òî, âпðî÷åì, ñêîðåå ñâÿзàíî ñ ìàëîé èзó÷åííîñòüю ìèêðîбè-
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îòы бàìбóêîâ. Нåêóëüòèâèðóåìыå эíäîфèòы îбíàðóжåíы ó зëàêîâ [28], 
êàðòîфåëÿ [36] è äð. 

Пðè àíàëèзå эíäîфèòîâ пîäзåìíîé ÷àñòè бàìбóêà P. humilis гîìîгå-
íàòы òêàíåé âыñåâàëè íà пèòàòåëüíыå ñðåäы � гëюêîзíыé àгàð è àгàðè-
зîâàííóю LB. Â хîäå èññëåäîâàíèÿ эíäîфèòîâ пîäзåìíîé ÷àñòè бàìбóêà 
P. humilis âыäåëåíî 61 êóëüòóðó ìèêðîîðгàíèзìîâ, îòëè÷àющèхñÿ пî 
îêðàñêå êîëîíèé è ìîðфîëîгè÷åñêèìè îñîбåííîñòÿìè êëåòîê. Рåзóëüòàòы 
àíàëèзà íóêëåîòèäíых пîñëåäîâàòåëüíîñòåé фðàгìåíòîâ 16� ðДНК èзî� ðДНК èзî ðДНК èзî-
ëèðîâàííых бàêòåðèé пðåäñòàâëåíы â òàбëèöå 3. 

Тàбëèöà 3 
Культивируемые эндофиты подземной части бамбука P. humilis

Table 3
cultivated rhizome endophytes of bamboo plant P. humilis

Номер 
культуры

Наиболее близкородственный 
микроорганизм

Гомология нуклео-
тидного состава ПЦР 

фрагментов 16S рДНК, 
%

2, 5, 12
Microbacterium laevaniformans 
(EU545414)

99%

24, 25 Paenibacillus chondroitinus (EU290158) 99%

8, 35, 36, 44, 53 Paenibacillus sp. 99%

9, 14, 23 Leifsonia sp. 98%

11, 26 Burkholderia sp. (B. fungorum hM113360) 99%(98%)

10 Burkholderia cepacia complex 99%

27 Agrobacterium/Rhizobium 100%

102 Pseudomonas fuscovaginae (FJ483524) 100%

107 Pseudomonas fluorescens (EU159479) 99%

Аíàëèз эíäîфèòíых бàêòåðèé, êóëüòèâèðóåìых èз пîäзåìíîé ÷àñòè 
бàìбóêà P. humilis, âыÿâèë бîëüшåå, пî ñðàâíåíèю ñ íàäзåìíîé ÷àñòüю, 
ðàзíîîбðàзèå ìèêðîîðгàíèзìîâ. Быëè âыäåëåíы è îпðåäåëåíы êóëü-
òóðы Microbacterium laevaniformans и Leifsonia sp., пðèíàäëåжàщèå 
ñåìåéñòâó Microbacteriaceae îòäåëà Actinobacteria; Paenibacillus sp. и 
Paenibacillus chondroitinus, îòíîñÿщèåñÿ ê ñåìåéñòâó Paenibacillaceae 
îòäåëà Firmicutes; à òàêжå íåñêîëüêî èзîëÿòîâ, îòíîñÿщèхñÿ ê îòäåëó 
Proteobacteria, îäèí èзîëÿò Agrobacterium/Rhizobium, пðèíàäëåжà-
щèé Alphaрroteobacteria, äâà èзîëÿòà � Pseudomonas fuscovaginae и 
Pseudomonas fluorescens, îòíîñÿщèхñÿ ê Gammaproteobacteria, è äâà 
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èзîëÿòà � Burkholderia cepacia complex и Burkholderia sp., îòíîñÿщèхñÿ 
к Betaproteobacteria.

иññëåäîâàíèå ìîëîäых òêàíåé бàìбóêîâ, âыðàщåííых â óñëîâèÿх 
in vitro, пîêàзàëî, ÷òî êóëüòóðы, пîëó÷åííыå èз гîìîгåíàòà òêàíåé 
P. atrovaginata, ñîîòâåòñòâóюò Acinetobacter calcoaceticus, â òî âðåìÿ 
êàê êóëüòóðы, пîëó÷åííыå èз гîìîгåíàòà òêàíåé P. humilis гîìîëîгè÷íы 
Achromobacter sp. Îбå âыäåëåííыå бàêòåðèè îòíîñÿòñÿ ê îòäåëó Proteo�
bacteria. A. calcoaceticus пðèíàäëåжèò ê Gammaproteobacteria, à èзîëÿò 
Achromobacter sp. � ê Betaproteobacteria. Тàêîå ñíèжåíèå ðàзíîîбðàзèÿ 
эíäîфèòíîé ìèêðîбèîòы ó in vitro ðàñòåíèé пî ñðàâíåíèю ñ ðàñòåíèÿìè, 
ðàñòóщèìè â ñóбñòðàòå, пîâèäèìîìó, ÿâëÿåòñÿ ñëåäñòâèåì òîгî, ÷òî 
îпыòíыé ðàñòèòåëüíыé ìàòåðèàë ìíîгîêðàòíî êëîíèðîâàëñÿ è íàхîäèëñÿ 
пðè эòîì â ñòåðèëüíых óñëîâèÿх [36].

Тàêèì îбðàзîì, быë пðîàíàëèзèðîâàí ñîñòàâ пîпóëÿöèè эíäîфèòíых 
ìèêðîîðгàíèзìîâ íåñêîëüêèх пðåäñòàâèòåëåé пîäñåìåéñòâà Bambusoideae 
(Тàбë. 4). 

Сðåäè эíäîфèòîâ íàäзåìíîé ÷àñòè ðàñòåíèé èäåíòèфèöèðîâàíы èñ-
êëю÷èòåëüíî гðàìпîëîжèòåëüíыå бàêòåðèè, îòíîñÿщèåñÿ ê ñåìåéñòâàì 
Bacillaceae и Mycobacteriaceae, òîгäà êàê â пîäзåìíîé ÷àñòè è â òêàíÿх, 
âыðàщåííых in vitro, îбíàðóжåíы êàê гðàìпîëîжèòåëüíыå, пðèíàäëå-
жàщèå ê ñåìåéñòâàì Microbacteriaceae и Paenibacillaceae, òàê è гðàìî-
òðèöàòåëüíыå бàêòåðèè, пðèíàäëåжàщèå ê гðóппàì Alphaрroteo bacteria, 
Betaproteobacteria и Gammaproteobacteria фèëóìà Proteobacteria. Уñòà-
íîâëåíî, ÷òî гðàìîòðèöàòåëüíыå эíäîфèòы пðåîбëàäàëè â пîäзåìíîé 
÷àñòè ðàñòåíèé. 

Пîëó÷åííыå ðåзóëüòàòы ñîâпàäàюò ñ äàííыìè èññëåäîâàíèé äðóгèх 
àâòîðîâ. Тàê, эíäîфèòы пîäзåìíîé ÷àñòè Phyllostachys edulis и Zea mays 
L. бîëåå ðàзíîîбðàзíы пî ñðàâíåíèю ñ эíäîфèòàìè íàäзåìíîé ÷àñòè 
[19, 23], à эíäîфèòы ðàñòåíèé, âыðàщåííых â ñóбñòðàòå, ìíîгîîбðàзíåå 
эíäîфèòîâ in vitro ðàñòåíèé [29, 36]. Пðåäñòàâèòåëè ðîäîâ Burkholderia 
и Agrobacterium îбíàðóжåíы ñðåäè эíäîфèòîâ пîäзåìíîé ÷àñòè P. edulis, 
Z. mays L è èзó÷åííîгî íàìè бàìбóêà P. humilis [19, 23]. Аíàëîгè÷íыå 
ðåзóëüòàòы пîëó÷åíы пðè èзó÷åíèè эíäîфèòîâ íàäзåìíîé ÷àñòè ðàñòåíèé. 
Тàê, ñðåäè эíäîфëîðы íàäзåìíîé ÷àñòè бàìбóêîâ P. humilis и F. rufa, 
êàê è ñðåäè эíäîфèòîâ ìíîгèх ðàñòåíèé, â òîì ÷èñëå è зëàêà � êóêóðóзы, 
âыÿâëåíы пðåäñòàâèòåëè ñåìåéñòâ Bacillaceae [37]. Сðåäè эíäîфèòîâ 
íàäзåìíîé ÷àñòè бàìбóêîâ íàéäåíы бàêòåðèè ñåìåéñòâà Mycobacteriaceae. 
Mycobаcterium spp. быëè îбíàðóжåíы ñðåäè эíäîфèòîâ íàäзåìíîé ÷àñòè 
ðàñòåíèé è ó äðóгèх зëàêîâ [29]. Эíäîфèò Acinetobacter calcoaceticus íàìè 
îбíàðóжåí â òêàíÿх P. atrovaginata, âыðàщåííых in vitro, â òî âðåìÿ 
êàê â êóêóðóзå Acinetobacter sp. ëîêàëèзîâàí â ñòåбëÿх [19]. 
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Таблица 4
Эндофитные бактерии представителей подсемейства Bambusoideae

Table 4
Endophytic bacteria of Bambusoideae subfamily

Расти-
тельные 
ткани

Филогенетическая 
группа

Род Вид
Вид 

бамбука

С
те

бе
ль

Firmicutes Bacillus

B. amyloliquefaciens P. humilis
F. rufaB. subtilis

B. mojavensis P. humilis

Actinobacteria Mycobacterium

M. palustre
Р. atrovaginata

M. lentiflavum

M. avium complex
Р. nigra

M. arosiense

Uncultured bacterium clones P. humilis

К
ор

ен
ь,

 р
из

ом
ы

Alphaðroteobacteria
Agrobacterium/
Rhizobium

Agrobacterium/
Rhizobium sp.

P. humilis

Betaproteobacteria Burkholderia
Burkholderia sp.

B. cepacia complex

Gammaproteobacteria Pseudomonas
P. fuscovaginae

P. fluorescens

Firmicutes Paenibacillus
Paenibacillus sp.

P. chondroitinus

Actinobacteria
Microbacterium M. laevaniformans

Leifsonia Leifsonia sp.

In
 v

it
ro Betaproteobacteria Achromobacter Achromobacter sp. P. humilis

Gammaproteobacteria Acinetobacter A. calcoaceticus P. atrovaginata

Полученные результаты продемонстрировали, что ткани исследованных 
видов бамбука, произрастающие in vitro и в субстратах для выращивания 
растений, представляют собой фитонишу, колонизируемую эндофитными 
бактериями. Определено 18 видов бактерий, колонизирующих эндосферу 
бамбуков, что пополнило список идентифицированных ранее эндофитов 
бамбуков [19]. Впервые определены как эндофиты бамбуков бактерии 
Agrobacterium/Rhizobium sp., B. amyloliquefaciens, B. subtilis, B. mo�B. mo�. mo�mo�
javensis, M. palustre, M. lentiflavum, M. avium complex, M. arosiense, 
P. fuscovaginae, P. fluorescens, P. chondroitinus, M. laevaniformans, 
Achromobacter sp. и A. calcoaceticus. Эндофиты надземной части 
представлены исключительно грамположительными бактериями, тогда 
как среди микробиоты подземной части только 44,4% эндофитов при-
надлежали к грамположительным, а 55,6% – к грамотрицательным 
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бàêòåðèÿì. Эíäîфèòы, âыÿâëåííыå â ðàñòåíèÿх in vitro, пðåäñòàâëåíы 
гðàìîòðèöàòåëíыìè бàêòåðèÿìè. 

Пîêàзàíî, ÷òî эíäîфèòíàÿ ìèêðîбèîòà пîäзåìíîé ÷àñòè ðàñòåíèé 
ìíîгîîбðàзíåå ìèêðîбèîòы íàäзåìíых ÷àñòåé, à ìèêðîбèîòà ðàñòåíèé, 
ðàñòóщèх â ñóбñòðàòå ìíîгîîбðàзíåå ìèêðîбèîòы ðàñòåíèé, ðàñòóщèх â 
óñëîâèÿх in vitro. Кðîìå êóëüòèâèðóåìых эíäîфèòîâ, â ðàñòåíèÿх бàìбóêà 
íàéäåíы è íåêóëüòèâèðóåìыå бàêòåðèè. Аíàëèз пîëó÷åííых эêñпåðèìå-
íòàëüíых äàííых è äàííых ëèòåðàòóðы пîêàзàë, ÷òî òêàíè бàìбóêîâ, 
âыðàщåííых â ðàзíых êëèìàòè÷åñêèх óñëîâèÿх, à èìåííî â óñëîâèÿх 
åñòåñòâåííîгî ìåñòîîбèòàíèÿ â Кèòàå è â пðèðîäíых óñëîâèÿх Бåëüгèè, 
êîëîíèзèðóюòñÿ òåìè жå пðåäñòàâèòåëÿìè бàêòåðèé: Paenibacillaceae 
sp., Bacillaceae sp., Pseudomonas sp., Microbacteriaceae sp., Acinetobacter 
sp. и B. cepacia complex.

Дàëüíåéшåå èзó÷åíèå ñâîéñòâ âыäåëåííых эíäîфèòíых бàêòåðèé 
бàìбóêà ìîжåò ñпîñîбñòâîâàòü ðåшåíèю ðÿäà фóíäàìåíòàëüíых è 
пðèêëàäíых пðîбëåì â îбëàñòè эêîëîгèè, öèòîëîгèè è бèîòåхíîëîгèè 
ðàñòåíèé. 
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EXTRACTION AND IDENTIFICATION OF ENDOPHYTIC 
BACTERIA FROM BAMBOO PLANTS (PHYLLOSTACHYS 

AND FARGESIA) 

Summary

Endophytic bacteria from rhizomes and culms of bamboo plants (Bam-
busoideae) have been identified by the way of DNA extraction from both 
plant tissues and isolated bacterial cultures and subsequent determination 
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of the rrs (16S rDNA) sequences. 74 endophytic strains have been isolated 
thus far, leading to the identification of 47 unique species, belonging to 
the families Bacillaceae, Mycobacteriaceae, Paenibacillaceae and Mi�
crobacteriaceae and the genera Agrobacterium, Rhizobium, Burkholderia, 
Pseudomonas, Leifsonia, Achromobacter and Acinetobacter.

K e y  w o r d s : endophytes, bamboo, identification, 16S nRNK.
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Реферат

еíäîф³òí³ бàêòåð³ї, ÿê³ êîëîí³зóюòü òêàíèíè ðîñëèí бàìбóê³â 
п³äðîäèíè Bambusoideae (Бàìбóêîâ³) ³зîëüîâàíî òà ³äåíòèф³êîâàíî шëÿ-
хîì àíàë³зó íóêëåîòèäíîгî ñêëàäó фðàгìåíò³â rrsгåí³â (гåí³â 16� ðДНК), 
щî àìпë³ф³êóâàëè ÿê з òêàíèí ðîñëèí, òàê ³ з âèä³ëåíèх êîëîí³é êóëüòóð 
åíäîф³ò³â. Âèä³ëåíî 74 шòàìè ì³êðîîðгàí³зì³â, ³з ÿêèх 47 â³äíåñåíî äî 
ðîäèí Bacillaceae, Mycobacteriaceae, Paenibacillaceae ³ Microbacteriaceae 
òà ðîä³â Agrobacterium/Rhizobium, Burkholderia, Pseudomonas, Leifso�
nia, Achromobacter ³ Acinetobacter. 

К ë ю ÷ î â ³  ñ ë î â à :  åíäîф³òí³ бàêòåð³ї, бàìбóê, ³äåíòèф³êàö³ÿ, 
16� ðДНК.


