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В связи с гомологичной рекомбинацией, которая может нарушать границы видов, точная иденти-
фикация бактерий рода Pantoea тяжело достижима. В настоящее время в определении видов бакте-
рий максимально эффективным является комплексный подход. Биохимическая идентификация с
помощью системы API20E, филогенетический анализ последовательностей генов 16S рРНК и MLSA
анализ на основе частичных последовательностей генов fusA, pyrG, leuS, gyrB и rpoB показал, что вы-
деленные почвенные фитат-гидролизующие штаммы являются членами рода Pantoea, а именно ви-
да Pantoea brenneri. Изучение способности штаммов к фиксации атмосферного азота позволило от-
нести их к диазотрофам.
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Род Pantoea был впервые описан французским
ученым Gavini et al. (1989) и состоял из двух видов –
Pantoea agglomerans sp. nov. и Pantoea dispersa sp.
nov. На сегодняшний день род представлен 29 вида-
ми (http://www.bacterio.net/pantoea.html). Предста-
вители рода Pantoea выделяются из различных
сред обитания, таких как почва, вода, продукты
питания, растения, животные и люди (Chen et al.,
2017). Одни из первых изолятов были признаны
патогенами растений, вызывающими галлы, увя-
дание, мягкую гниль и некрозы ряда сельскохо-
зяйственных культур (Brady et al., 2008; Herrera
et al., 2008). Другие же изоляты Pantoea, напротив,
продуцируют антимикробные соединения и ши-
роко используются в качестве коммерческих био-
препаратов (Johnson et al., 1993). Например, бак-
терии вида P. ananatis обладают способностью
разлагать гербициды без образования токсичных
побочных продуктов и могут найти применение в
биоремедиации почв (Pileggi et al., 2012). Вид
P. agglomerans был первоначально идентифициро-
ван как возбудитель болезней у широкого круга
растений, однако многие штаммы, принадлежа-
щие к этому виду, напротив, проявляют свойства,
способствующие росту и развитию растений и

биоконтролю над фитопатогенами (Dutkiewicz et al.,
2016). Повсеместность, универсальность и гене-
тическая пластичность изолятов Pantoea делают
этот род идеальной группой не только для изуче-
ния характерных для нее процессов адаптации и
оппортунизма, но и для разработки коммерче-
ских продуктов с целью применения их в медици-
не и сельском хозяйстве (Walterson, Stavrinides,
2015).

Филогенетический анализ и сравнение с дру-
гими родами семейства Erwiniaceae показал, что
род Pantoea весьма разнообразен. Биохимическая
гетерогенность внутри рода усложняет иденти-
фикацию штаммов до вида. Точная идентифика-
ция бактерий рода Pantoea тяжело достижима,
особенно учитывая тот факт, что гомологичная
рекомбинация и латеральный перенос генов мо-
гут нарушать границы видов. В настоящее время в
определении видов бактерий используется ком-
плексный подход, включающий в себя как геном-
ные, так и фенотипические характеристики
штаммов (Deletoile et al., 2009).

Использование 16S рРНК является важным
инструментом для классификации и систематики
представителей рода Pantoea. Однако последова-
тельности генов 16S рРНК демонстрируют низ-
кое разрешение на внутриродовом уровне (Gon-
zalez et al., 2013), что делает невозможной надеж-
ную идентификацию бактерий до видов и

1 Дополнительная информация для этой статьи доступна
по doi 10.31857/S0026365621010122 для авторизованных
пользователей.
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подвидов. Таким образом, определение вида но-
вых штаммов требует проведения более точного
анализа, с использованием улучшенных таксоно-
мических методов, таких как мультилокусный
филогенетический анализ (MLSA) (Gevers et al.,
2005). В настоящее время определение видов бак-
терий основано на анализе мультилокусных по-
следовательностей генов домашнего хозяйства,
таких как fusA, gyrB, leuS, pyrG, rplB и rpoB, кото-
рые регулярно используются для уточнения меж-
видовых филогенетических позиций видов из ро-
да Pantoea (Brady et al., 2008; Deletoile et al., 2009;
Palmer et al., 2017; Tambong, 2019) Установлено,
что подход MLSA, основанный на шести генах
(leuS, fusA, gyrB, pyrG, rpoB и rplB), обеспечивает
надежное разграничение видов у рода Pantoea
(Tambong, 2019). Кроме того, анализ MLSA повы-
шает качество филогенетической реконструкции
и сводит к минимуму вес событий рекомбинации
(Deletoile et al., 2009).

В данной работе мы сообщаем о таксономиче-
ской характеристике выделенных нами штаммов
Pantoea sp. 3.1, 3.2, 3.5.2 и 3.6.1 с использованием
полифазного подхода, включающего в себя фено-
типические, генотипические и филогенетические
данные. Оценивается способность штаммов к
фиксации молекулярного азота, которая, вкупе с
установленной ранее фитат-гидролизующей ак-
тивностью, может способствовать росту и разви-
тию растений.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Штаммы, питательные среды и условия культи-
вирования. Все исследуемые бактерии были выде-
лены из образцов почвы Республики Татарстан в
2009 г. по признаку максимальной фитат-гидро-
лизующей активности (Suleimanova et al., 2015).
Отбор штаммов производили на агаризованной
среде PSM (phytase-screening medium), которая
содержит фитат кальция в качестве единственно-
го источника фосфора. С помощью ряда биохи-
мических тестов штаммы были отнесены к по-
рядку Enterobacterales, а анализ последовательно-
стей генов, кодирующих 16S рРНК, позволил
идентифицировать изоляты как Pantoea sp. 3.1,
3.2, 3.5.2 и 3.6.1. Видовую принадлежность уста-
новить не удалось.

Для культивирования бактерий использовали
cреду LB (Лурия–Бертони) (г/л): триптон – 10.0,
дрожжевой экстракт – 5.0, NaCl – 5.0. Бактерии
культивировали в термостате-шейкере фирмы
“KA®KS 4000” (Германия) при 37°C и интенсив-
ности качания 200 об./мин. Оптическую плот-
ность культуры измеряли на спектрофотометре
iMark™ (“Bio-Rad”, США) при длине волны 590 нм.

Биохимические тесты проводили с использова-
нием метода API (Analytical Profile Index) 20E

“bioMеrieux” (Франция). Стрипы API 20E ис-
пользовали в соответствии с инструкцией произ-
водителя (“bioMеrieux”). Все тесты были прове-
дены в трех биологических повторностях. Профили
аналитических индексов были установлены через 24 и
48 ч инкубации при 37°C. Идентификация проводи-
лась с использованием базы данных Биохимической
идентификации “ABIS” (https://www.tgw1916.net/bac-
teria_logare_desktop.html).

Амплификация, очистка и секвенирование ДНК.
Для амплификации и секвенирования внутрен-
них участков шести генов домашнего хозяйства
fusA, gyrB, leuS, pyrG, rplB, rpoB, гена, кодирующе-
го 16S rRNA и гена repA (с плазмиды патогенно-
сти) использовали праймеры, представленные в
табл. 1 по протоколу, описанному в работе Dele-
toile et al. (2009). Олигонуклеотиды были синтези-
рованы в компании “Евроген” (Москва).

Для ПЦР-амплификации использовали
DreamTaq ДНК-полимеразу “Thermo Scientific™”
(США) (5 ед./мкл) – 0.08 мкл; 10× DreamTaq бу-
фер (с добавлением 20 мМ MgCl2) – 1.5 мкл; прай-
меры (5 мкМ) – 0.5 мкл; смесь dNTP (10 мМ) –
0.5 мкл; безнуклеазную воду “Invitrogen™”
(США) – 6.92 мкл. В качестве ДНК-матрицы ис-
пользовали ресуспендированные в стерильной
дистиллированной воде колонии свежей 18 ч
культуры бактерий, выращенной при 37°С на ага-
ризованной среде LB. ПЦР-амплификацию про-
водили с помощью амплификатора “T100™ Ther-
mal Cycler Bio-Rad” (США), условия проведения
реакций представлены в табл. 1. Полученные
продукты очищали с помощью набора для очист-
ки продуктов ПЦР GeneJET PCR Purification Kit
(“Thermo Scientific™,” США). Секвенирование
полученных ПЦР-продуктов проводили на се-
квенаторе SOLiD xl 5500 Wildfire (“Life Technolo-
gies”, США) Междисциплинарного центра кол-
лективного пользования КФУ.

Мультилокусный филогенетический анализ.
Первичный анализ полученных последовательно-
стей проводили с использованием программы
BLAST сервера NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/).
Конкатенированные последовательности генов
сравнивали с таковыми у типовых штаммов рода
Pantoea, которые указаны в базе данных BacDive
(https://bacdive.dsmz.de/). Филогенетический ана-
лиз исследуемых штаммов проводили в программе
MEGA7 (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/
27004904). Всего в исследовании использовали
последовательности генов 55 представителей ро-
да Pantoea, которые были загружены из базы дан-
ных GenBank NCBI (табл. S1). Множественное
выравнивание последовательностей было выпол-
нено, используя программу ClustalW (Thompson
et al., 1994). Выровненные последовательности
генов использовались для построения филогене-
тического дерева по методу максимального прав-
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доподобия (ML), основанного на Общей Обрати-
мой модели времени (GTR), и по методу присо-
единения соседей (NJ), с использованием модели
замен Jukes–Cantor (JC). Показатель достоверно-
сти порядка ветвления для деревьев ML и NJ оце-
нивали с помощью бутстреп-анализа (1000 по-
вторностей) и указывали в узлах ветвей в виде
процентов, при этом оставляя значения досто-

верности свыше 70%. Последовательности генов
fusA, leuS, pyrG, gyrB, rplB и rpoB всех четырех
штаммов были депонированы в базу данных Gen-
Bank NCBI под номерами: для гена fusA –
MT415378, MT415382, MT415386, MT415390;
leuS – MT415379, MT415383, MT415387, MT415391;
pyrG – MT415380, MT415384, MT415388, MT415392;
rpoB – MT415381, MT415385, MT415389, MT415393;

Таблица 1. Праймеры и условия, используемые для амплификации и секвенирования

Ген Праймер Программа 
ПЦР Последовательность (5'–3') Размер

п.о.
Назначение 
праймеров

16S rRNA

27 F 94°C – 4 мин
94°C – 1 мин
49°C – 1 мин
72°C – 1 мин
(35 циклов);
72°C –7 мин

GAGTTTGATCCTG

633

Амплификация

1492 R TACCTTGTTACGACT Реамплификация

repA

Rep23220_5 94°C – 4 мин
94°C – 30 с
45°C – 30 с
72°C – 1 мин
(30 циклов);
72°C – 5 мин

TACATCACACCAAATTAAT Амплификация

Rep25101_3 ATACTGTTAATGTAGTGATA Реамплификация

gyrB

gyrB3

94°C – 2 мин
94°C – 1 мин
60°C – 1 мин,
72°C – 1 мин
(10 циклов);
94°C – 1 мин,
50°C – 1 мин,
72°C – 1 мин
(21 цикл);
72°C – 5 мин

GCG TAA GCG CCC GGG TAT GTA

417

Амплификация

gyrB4 CCG TCG ACG TCC GCA TCG GTC AT Реамплификация

gyrB3i AAC GCW ATC GAC GAA GC Амплификация, 
секвенирование

gyrB4i TGG AAV CCR TCR TTC CAC Реамплификация, 
секвенирование

leuS
leuS3 CAG ACC GTG CTG GCC AAC GAR CAR

GT 642
Амплификация

leuS4 CGG CGC GCC CCA RTA RCG CT Реамплификация

fusA
fusA3 CAT CGG TAT CAG TGC KCA CAT CGA 633 Амплификация

fusA4 CAG CAT CGC CTG AAC RCC TTT GTT Реамплификация

pyrG
pyrG3 GGG GTC GTA TCC TCT CTG GGT AAA

GG
306

Амплификация

pyrG4 GGA ACG GCA GGG ATT CGA TAT CNC
CKA Реамплификация

rplB
rplB3 CAG TTG TTG AAC GTC TTG AGT ACG

ATC C 333
Амплификация

rplB4 CAC CAC CAC CAT GYG GGT GRT C Реамплификация

rpoB

Vic3 94°C – 4 мин
94°C – 30 с
50°C – 30 с
72°C – 30 с
(30 циклов);
72°C – 5 мин

GGC GAA ATG GCW GAG AAC CA

501

Амплификация

Vic4 GAG TCT TCG AAG TTG TAA CC Реамплификация
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gyrB – MT646765, MT646766, MT646767, MT646768;
rplB – MT646769, MT646770, MT646771, MT646772.

Способность штаммов к фиксации атмосферного
азота. Для установления азотфиксирующей спо-
собности изолятов использовали селективную
питательную среду Эшби (г/л дистиллированной
воды): K2HPO4 – 0.1; KH2PO4 – 0.4; MgSO4 – 0.2;
NaCl – 0.1; MgSO4 ∙ 7H2O – 0.08, CaCl2 – 0.02; Fe-
Cl3 – 0.01; Na2MoO4 – 0.002; сахароза – 20; pH 6.9
(Subba, 1977). Питательная среда Эшби не содер-
жит в себе источника азота, поэтому только бак-
терии, обладающие способностью фиксировать
азот из атмосферы, образуют колонии на данной
среде. Изоляты инкубировали при 37°С в течении
24 ч, затем оценивали рост микроорганизмов.

Исследовали накопление биомассы бактерия-
ми на жидкой среде Эшби. Посевным материа-
лом служил предварительно выращенный на сре-
де Эшби инокулят исследуемых штаммов. Для
посева использовали 2% инокулята и вносили в
стерильную среду. Культивирование проводили
на качалке при 37°С и 200 об./мин в течение 44 ч.
Плотность клеток измеряли на спектрофотомет-
ре iMark™ (“Bio-Rad”, США) при ОП600.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Характеристика бактериальных изолятов. Поч-

венные изоляты рода Pantoea представляют собой
грамотрицательные, факультативно анаэробные,
не образующие спор мелкие палочки. Величина
клеток односуточной культуры на питательной
среде LB составляла 3–6 × 0.6 мкм. Исследуемые
штаммы при росте на агаризованной среде синте-
зировали пигмент желтого цвета, за исключением
изолята Pantoea sp. 3.5.2, который образовывал
пигмент кремового цвета.

Вирулентность P. agglomerans, как патогена
растений, связана с плазмидой pPATH, которая
несет в себе островки патогенности (Manulis et al.,
1991). Чтобы определить наличие или отсутствие
плазмиды pPATH в исследуемых штаммах, мы
провели ПЦР-анализ с использованием прайме-
ров Rep23220_5 и Rep25101_3 (табл. 1). Данная пара
праймеров позволяет амплифицировать ген repA,
который кодирует репликазу А плазмиды pPATH.
Установили, что ни один из исследуемых нами
штаммов Pantoea sp. не несет в своем геноме ген
repA. Таким образом, плазмида pPATH в изучае-
мых изолятах отсутствует, что указывает на ави-
рулентность исследуемых нами штаммов по от-
ношению к растениям.

Биохимические свойства. На основании тестов
API 20E все почвенные изоляты имели типичные
характеристики для рода Pantoea, к которому они
относятся: они не обладали способностью ни рас-
щеплять уреазу, ни декарбоксилировать аргинин,
лизин и орнитин, ни выделять H2S из тиосульфа-

та, не образовывали индол (табл. 2). У всех штам-
мов была положительная реакция на β-галакто-
зидазу. При ферментации сахаров использовали
глюкозу, маннозу, инозит, арабинозу, также они
были способны гидролизовать желатин. Тест на
цитохром С-оксидазу у всех штаммов был отри-
цательным.

Однако штаммы отличались друг от друга по
некоторым свойствам (табл. 2). Например, при
ферментации сахаров изолят Pantoea sp. 3.2 обла-
дал способностью ферментировать рамнозу и са-
харозу, в отличие от отрицательных реакций на
данные сахара у других штаммов. В свою очередь,
штамм Pantoea sp. 3.5.2 не ферментировал мели-
биозу и амигдалин, и не обладал способностью
использовать цитрат в качестве единственного
источника углерода, в отличие от других
штаммов.

Идентификацию штаммов проводили путем
считывания шкалы API 20E, отметив каждый тест
выставленным баллом в триплетах с использовани-
ем базы данных биохимической идентификации
“ABIS” (табл. 3). Изоляты Pantoea sp. 3.1 и Pantoea sp.
3.6.1, обладающие одинаковым биохимическим
профилем, идентифицированы как Pantoea stewartii
subsp. indologenes (88 и 91% идентичности). Един-
ственный штамм, ферментирующий рамнозу и са-
харозу, Pantoea sp. 3.2, был идентифицирован как
P. ananatis (91%). Изолят Pantoea sp. 3.5.2, не исполь-
зующий цитрат как единственный источник угле-
рода и не ферментирующий мелибиозу и амигда-
лин, идентифицирован как Pantoea agglomerans
(83%) (табл. 3). Процент точности идентифика-
ции видов бактерий с помощью ABIS считается
допустимым в диапазоне от 88 до 99%.

Идентификация штаммов в системе API 20E
часто оказывается на уровне предположительной
и требует дополнительной верификации (Афана-
сьев и соавт., 2014). При использовании системы
API 20E существует ряд ограничений в интерпре-
тации результатов: оценка изменения цвета ячей-
ки может быть субъективной, длительная ручная
обработка изолятов, усложненная система архи-
вации и поиска информации в оценочных листах
API. Например, при идентификации 58 штаммов
Burkholderia pseudomallei и 23 штаммов B. mallei с
использованием данной системы корректное опре-
деление вида наблюдалось лишь в 60% случаев
(Glass, Popovic, 2005). Для более достоверной
идентификации видов необходимо дополнитель-
но применение других молекулярно-генетиче-
ских методов.

Филогенетический анализ. Идентификацию
изолятов проводили путем анализа гена, кодиру-
ющего 16S рРНК. Последовательность гена 16S
рРНК исследуемых штаммов имела высокую сте-
пень гомологии (более 99%) с генами других ви-
дов рода Pantoea: 99.8% со штаммами P. agglomer-
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Таблица 2. Биохимические свойства исследуемых штаммов Pantoea sp. 3.1, Pantoea sp. 3.2, Pantoea sp. 3.5.2, Pantoea
sp. 3.6.1

Тест Обозначение теста

Pa
nt

oe
a 

3.
1

Pa
nt

oe
a 

3.
2

Pa
nt

oe
a 

3.
5.

2

Pa
nt

oe
a 

3.
6.

1

Pa
nt

oe
a 

br
en

ne
ri

 sp
. n

ov
.

ONPG Фермент
β-галактозидаза

+ + + + +

ADH Декарбоксилирование аргинина – – – – –

LDC Декарбоксилирование лизина – – – – –

ODC Декарбоксилирование орнитина – – – – –

CIT Использование цитрата как единственного источника углерода + + – + –

H2S Производство сероводорода – – – – –

URE Фермент уреаза – – – – –

TDA Фермент триптофан-деаминаза + + + +

IND Производство индола – – – – –

VP Производство ацетоина + + + + +

GEL Разжижение желатина + + + + +

Ферментация сахаров:

GLU Глюкоза + + + + +

MAN Манноза + + + + +

INO Инозит + + + + +

SOR Сорбит – – – – –

RHA Рамноза – + – – +

SAC Сахароза – + – – –

MEL Мелибиоза + + – + –

AMY Амигдалин + + – +

ARA Арабиноза + + + + +

ОХ Тест на цитохром с оксидазу – – – – –

Таблица 3. Идентификация почвенных изолятов с помощью базы данных “ABIS”

Почвенный изолят Штамм Процент идентичности

Pantoea 3.1 P. stewartii subsp. indologenes 88

Pantoea 3.2 P. ananatis 91

Pantoea 3.5.2 P. agglomerans 83

Pantoea 3.6.1 P. stewartii subsp. indologenes 91
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ans, 99.6% co штаммами P. vagans, 99.4% со штам-
мами P. ananatis, P. conspicua и 99.2% со штаммами
P. anthophila. Таким образом, анализ последователь-
ности генов, кодирующих 16S рРНК штаммов 3.1,
3.2, 3.5.2, 3.6.1 позволил подтвердить принадлеж-
ность выделенных микроорганизмов к семейству
Erwiniaceae, роду Pantoea, но не позволил одно-
значно определить вид исследуемых изолятов.
Установлено, что порог сходства генов для клас-
сификации видов составляет 98.7–99% (Stacke-
brandt et al., 2006). Предыдущие исследования по-
казали ограничения последовательности гена 16S
рРНК как единственного маркера для сравни-
тельных филогенетических исследований – 16S
рРНК часто имеет слабую дискриминационную си-
лу, может не отражать общие взаимосвязи и может
быть неточным в идентификации некоторых ви-
дов (Janda et al., 2007). Полученные нами резуль-
таты демонстрируют, что разнообразие 16S рРНК
внутри рода Pantoea выше данного значения, под-
тверждая, что ген 16S рРНК не содержит доста-
точных вариаций для дифференциации видов в
пределах данного рода.

Мультилокусный анализ (MLSA) был предло-
жен как лучший альтернативный подход к опре-
делению филогении новых изолятов (Palmer et al.,
2017; Tambong et al., 2019), в частности, видовую
идентификацию внутри рода Pantoea. Уровень ге-
нетического полиморфизма в генах домашнего
хозяйства достаточно высок для оценки филоге-
нетического родства между микроорганизмами
(Maiden, 2006). Ген leuS кодирует лейцил-тРНК-
синтетазу, ген pyrG кодирует CTP-синтазу; ген
rpoB кодирует β-субъединицу РНК-полимеразы,
ген gyrB является структурным геном для β-субъ-
единицы ДНК-гиразы, ген fusA кодирует фактор
элонгации белковой цепи (EFG) (Holmes et al.,
2004). Мультилокусный филогенетический ана-
лиз был основан на сравнении последовательно-
стей пяти генов домашнего хозяйства – fusA, leuS,
pyrG, gyrB и rpoB (Tambong et al., 2014). Кроме вы-
шеперечисленных генов, были секвенированы
локусы гены rplB, однако использовать их для фи-
логенетического анализа не удалось, поскольку
последовательности этого гена в базе данных
представлены лишь для 28 штаммов из 55 исполь-
зуемых представителей.

Для четырех исследуемых штаммов были по-
лучены частичные последовательности пяти ко-
дирующих белок генов, которые впоследствии
были объединены в следующем порядке: fusA
(588 п.н.), leuS (642 п.н.), pyrG (372 п.н.), rpoB
(409 п.н.) и gyrB (774 п.н.). Таким образом, общая
длина конкатенированной последовательности
составила 2785 п.н. Сравнение с помощью BLAST
NCBI объединенных последовательностей иссле-
дуемых и типовых штаммов рода Pantoea позво-
лило провести идентификацию изолятов. Про-
цент гомологии среди штаммов варьировал от

80.0 до 99% (табл. S2). При этом все четыре штам-
ма показали высокий процент гомологии с типо-
вым штаммом вида P. brenneri LMG 5343 – более
99%.

Филогенетическое дерево, полученное при срав-
нении выровненных объединенных последователь-
ностей генов по методу максимального правдопо-
добия (ML), показало наличие четырех основных
филогенетических подгрупп рода Pantoea –
P. stewartii, P. ananatis, P. agglomerans и P. vagans
(рис. 1). При этом исследуемые штаммы образо-
вали отдельный кластер с представителями вида
P. brenerii – P. brenerii В024858 и P. brenerii В016381,
который четко отделен от остальных филогрупп,
демонстрируя процент достоверности узла равный
91%. Кроме того, степень достоверности данного уз-
ла так же была подтверждена построением фило-
генетического дерева по методу присоединения
соседей (NJ) (рис. 1).

Ранее, при сравнении филогенетических дере-
вьев, построенных на основе одного гена, с дере-
вьями, полученными на основе сцепленных по-
следовательностей, было выявлено, что ген leuS
является надежным филогенетическим маркером
для идентификации новых штаммов рода Pantoea
(Tambong et al., 2014). Исходя из этого, нами до-
полнительно было построено филогенетическое
дерево на основе гена домашнего хозяйства leuS,
с использованием методов NJ и ML. Дерево в це-
лом демонстрирует схожую топологию с деревом
на основе сцепленных последовательностей, од-
нако есть штаммы, которые меняют свое место-
положение (рис. S1). В данном случае исследуе-
мые штаммы образовали обособленный кластер
со всеми представителями вида P. brenneri, ис-
пользуемыми в данном исследовании. Это разли-
чие в топологии штаммов может быть следствием
различных процессов эволюции, которые претерпе-
вают гены, используемые в мультилокусном анали-
зе. Тем не менее, исходя из полученных данных,
можно предположить, что исследуемые изоляты яв-
ляются представителями вида P. brenneri.

Идентификация изолятов с помощью тест-си-
стемы API 20E не подтверждается результатами
филогенетического анализа. Виды P. stewartii
subsp. indologenes, P. ananatis и P. agglomerans обра-
зуют отдельные филогенетические кластеры, ко-
торые не включают в себя изучаемых изолятов
(рис. 1). Биохимические свойства штаммов не-
значительно отличаются друг от друга и от типо-
вого штамма P. brenneri (табл. 2). Однако извест-
но, что представителям рода Pantoea присуща
биохимическая гетерогенность даже в рамках од-
ного вида. Например, в геноме P. vagans C9-1 об-
наружены два кластера генов для утилизации сор-
битола, которые отсутствуют у других штаммов P.
vagans (Smits et al., 2011). Следовательно, эти дан-
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Рис. 1. Филогенетическое дерево 59 представителей рода Pantoea, основанное на анализе объединенных последова-
тельностей генов fusA, leuS, pyrG, gyrB и rpoB. Дерево построено в программе MEGA7 методом максимального правдо-
подобия (ML). Черными кругами обозначены узлы, которые подтверждены алгоритмом присоединения соседей (NJ).
Цифрами в узлах филогенетического дерева показана достоверность ветвления на основе бутстреп-анализа 1000 аль-
тернативных деревьев (в %), при этом значащими признаются значения больше 70%. Шкала масштаба показывает
эволюционное расстояние, соответствующее 2 заменам на каждые 100 нуклеотидов.
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ные не противоречат идентификации выделен-
ных штаммов как P. brenneri.

Способность штаммов к фиксации атмосферного
азота. Изучали способность четырех бактериаль-
ных штаммов P. brenneri к фиксации атмосферно-
го азота с помощью дифференциальной пита-
тельной среды Эшби. Рост колоний был зафикси-
рован через 12 ч культивирования при 37°С, что
говорит о способности штаммов к использова-
нию молекулярного азота, поскольку источник
азота в питательной среде отсутствовал. Исследу-
емые бактерии при росте на твердой питательной
среде Эшби образуют плоские, блестящие, глад-
кие с ровными краями колонии (рис. 2а). На дан-
ной питательной среде пигмент не образовывал-
ся, все колонии были кремового цвета.

Для подтверждения способности штаммов
P. brenneri к азотфиксации изучали динамику на-
копления биомассы на жидкой безазотной среде
Эшби, используя в качестве инокулятов 12-часовые
культуры штаммов на этой же среде. Все исследуе-
мые штаммы успешно росли в жидкой безазотной
среде, демонстрируя стандартную кривую роста
(рис. 2б). В течении первых 10 ч культивирования
наблюдался активный рост культуры, затем бак-
терии переходили в длительную стационарную фа-
зу, после которой происходило снижение уровня
накопления биомассы. Аналогичная кривая роста с
активным накоплением биомассы в первые часы
культивирования наблюдалась у штамма P. ag-
glomerans на безазотной среде Эшби (Doty et al.,
2009).

Таким образом, с помощью фенотипических
методов установили, что исследуемые бактерии
можно отнести к группе азотфиксирующих бак-
терий (диазотрофы) (Quispel, 1988). Способность

к фиксации азота бактериями рода Pantoea отме-
чается несколькими авторами (Loiret et al., 2004;
Dutkiewicz et al., 2016). Была отмечена способ-
ность к фиксации азота штаммом P. agglomerans.
Бактериальный штамм способен фиксировать азот
как в чистой культуре, так и в сочетании с растени-
ями пшеницы в гидропонике (Merbach et al., 1997).

В заключение отметим, что только с помощью
MLSA на основе частичных последовательностей
генов fusA, pyrG, leuS, gyrB и rpoB нам удалось про-
извести идентификацию почвенных изолятов до
вида – P. brenneri. Установлено, что штаммы
P. brenneri 3.1, 3.2, 3.5.2 и 3.6.1, помимо гидролиза
почвенных фитатов, также обладают способно-
стью к фиксации молекулярного азота, что может
способствовать росту и развитию растений за счет
увеличения доступности макроэлементов. Соот-
ветственно, штаммы P. brenneri 3.1, 3.2, 3.5.2 и
3.6.1 могут быть рассмотрены в качестве кандида-
тов для создания экологически чистого биопре-
парата, заменяющего ряд химических удобрений.
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Рис. 2. Рост бактериальных штаммов Pantoea sp. на дифференциальной питательной среде Эшби: a – образование ко-
лоний на агаризованной среде; б – динамика роста бактерий на жидкой безазотной среде Эшби.
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Identification of Pantoea Phytate-Hydrolyzing Rhizobacteria Based on Their Phenotypic 
Features and Multilocus Sequence Analysis (MLSA)
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Abstract—Accurate strain identification within the Pantoea genus is difficult due to homologous recombina-
tion, which may affect the species boundaries. An integrated approach is presently the most effective one in
determining the species of bacteria. Biochemical identification using the API20E system, phylogenetic anal-
ysis of the 16S rRNA gene sequences, and MLSA analysis based on partial sequences of the fusA, pyrG, leuS,
gyrB, and rpoB genes showed that the soil phytate-hydrolyzing isolates belonged to the genus Pantoea, spe-
cifically to the species Pantoea brenneri. It was also established that phytate-hydrolyzing activity of the strains
was accompanied by their ability to fix atmospheric nitrogen.

Keywords: Pantoea, identification, MLSA, API20E, nitrogen fixation
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