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Из грунта афотической зоны пещеры Киндерлинская (Южный Урал, Россия) выделен штамм IB-
K1 факультативных хемолитотрофных бактерий, отнесенный к виду Advenella kashmirensis на основе
оценки комплекса фенотипических свойств и анализа фрагмента гена 16S рРНК (последователь-
ность гена 16S рРНК (1446 п.о.) штамма IB-K1 депонирована в GenBank NCBI под номером
OK336511). Новый изолят обнаруживал сходство с типовым штаммом вида A. kashmirensis WT 001 по
способности использовать тиосульфат в качестве источника энергии и расти в присутствии 7% NaCl. В
экспериментах in vitro штамм IB-K1 активно растворял труднодоступные органические и минераль-
ные формы фосфора (индексы солюбилизации фитина и ортофосфата кальция 7 и 5 соответствен-
но). Штамм A. kashmirensis IB-K1 проявлял высокую активность щелочной и кислой фосфатазы.
СЭМ-анализ корневой системы бактеризованной пшеницы на стадии 4-сут проростков выявил ко-
лонизацию клетками A. kashmirensis IB-К1 поверхности ризопланы в зоне всасывания. Основной
механизм ростостимулирующего действия штамма IB-K1 связан, по-видимому, с его фосфат-моби-
лизующей активностью и способностью к продукции (до 220 ± 42 нг/мл) индолилуксусной кислоты
(ИУК). Предпосевная обработка семян пшеницы Triticum durum Desf. штаммом A. kashmirensis IB-K1 до-
стоверно снижала негативное влияние солевого стресса на развитие растений при среднем уровне
засоления пахотной почвы (содержание водорастворимых солей 0.33 ± 0.06%), что выражалось в
улучшении некоторых показателей структуры урожая и повышении продуктивности. Полученные
результаты впервые демонстрируют возможность применения представителей рода Advenella для за-
щиты и стимуляции роста сельскохозяйственных растений в условиях солевого стресса.
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В настоящее время в сельском хозяйстве из-за
поливного земледелия и аридизации климата
обострилась проблема засоления пахотных почв.
Применение ростостимулирующих микроорга-
низмов (PGPR) позволяет увеличить устойчивость
растений к солевому стрессу (Емцев и соавт., 2010;
Numan et al., 2018; Chu et al., 2019). В качестве основ-
ного механизма защитного и ростостимулирующе-
го действия PGP-бактерий в условиях солевого
стресса рассматривается индукция повышенного
синтеза различных групп фитогормонов, фермен-
тов актиоксидантной системы, пирролохинолин-
хинола (PQQ) и специфических протекторных мо-
лекул (Alavi et al., 2013; Egamberdieva et al., 2017; Nu-
man et al., 2018). Защитный эффект PGPR может
проявляться через активацию процессов фотосин-

теза и поддержания ионного гомеостаза за счет уси-
ления поглощения ионов K+, Ca2+, Mg2+, Na+ и др.
(Pan et al., 2019). Эффективность ростостимули-
рующего и защитного влияния бактеризации расте-
ний в условиях засоления почв может повышаться
при использовании галотолерантных PGP-бакте-
рий, что было успешно продемонстрировано для
представителей Azospirillum, Bacillus, Burkholderia,
Pseudomonas, Rhizobium и др. (Numan et al., 2018;
Chu et al., 2019). В этом аспекте поиск и выделе-
ние новых групп галотолерантных бактерий, про-
являющих PGP-свойства, остается актуальной
задачей.

Бактерии рода Advenella семейства Alcaligenaceae
(класс β-протеобактерий), несмотря на небольшое
количество описанных видов, характеризуются
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значительным эколого-физиологическим разно-
образием и довольно широко распространены в
природных экосистемах. Род Advenella первона-
чально был предложен Coenye и соавт. (2005) для
описания грамотрицательных оксидазоположи-
тельных бактерий палочковидной или кокковид-
ной формы, выделяемых из разнообразных кли-
нических материалов человека и животных. Так,
типовой представитель рода, A. incenata, был вы-
делен из мокроты человека (Coenye et al., 2005). В
2009 г., на основе данных фенотипического и фи-
логенетического анализа к роду Advenella был
присоединен род Tetrathiobacter, предложенный
Ghosh и соавт. (2005), включающий виды T. kash-
mirensis и T. mimigardefordensis (Gibello et al., 2009).
Однако первый из них, по-видимому, остается
единственным представителем рода, проявляю-
щим хемолитотрофные свойства. Позднее были
охарактеризованы виды Advenella из образцов
грунта, активного ила, перепревшего компоста,
ризосферы культурных и дикорастущих расте-
ний, шлама из установки получения биогаза и др.
(Ghosh et al., 2005; Wűbbeler et al., 2006; Matsuoka
et al., 2012; Порошина и соавт., 2015; Wang et al.,
2016; Добровольская и соавт., 2017). Среди депо-
нированных в базе данных GenBank последова-
тельностей гена 16S рРНК A. kashmirensis и не-
идентифицированных до вида штаммов Advenella
около 18 представлено изолятами из различных
подземных местообитаний и 10 – последователь-
ностями эндофитных и ризосферных бактерий.
Естественным резервуаром подземных изолятов
Advenella spp. являются экосистемы грязевых вул-
канов, подземных вод, шахт и пещер, включая
воздушную среду, минеральные отложения и не-
которых представителей пещерной фауны.

Несмотря на то, что многие изоляты Advenella
обнаружены в составе микробных сообществ ри-
зосферы различных растений, ростостимулирую-
щая активность этих бактерий остается малоизу-
ченной. PGP-свойства частично выявлены у ряда
штаммов, таких как A. incenata VA2S3 и Advenella sp.
РВ-06, способных к солюбилизации малодоступ-
ных соединений фосфора и продуцирующих аукси-
ны (Shahi et al., 2011; Singh et al., 2014), а также у
штамма A. kashmirensis subsp. methylica PK1T, проду-
цирующего индол-производные предшественники
ауксина в среде с триптофаном (Порошина и соавт.,
2015). Устойчивые к повышенным концентрациям
селена представители рода Advenella со свойствами
PGPR описаны в составе эндофитных микроб-
ных сообществ растений-гипераккумуляторов
селена (Sura-de Jong et al., 2015). Вид A. incenata,
выделенный из ризосферы табака вместе с 33 вида-
ми других бактерий, проявлял антагонистическую
активность против фитопатогена Phytopthora nicoti-
anae (Jin et al., 2011). Эти данные свидетельствуют о
потенциале рода Advenella как источника новых
представителей PGPR-бактерий для разработки

полифункциональных микробных препаратов в
области растениеводства.

Цель настоящей работы ‒ идентификация и
характеристика нового бактериального изолята
рода Advenella, способного к солюбилизации ма-
лодоступных для растений минеральных и орга-
нических форм фосфора, а также оценка его вли-
яния на развитие растений пшеницы в условиях
умеренного засоления почвы.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Объект исследования и его выделение. Микроб-

ный изолят IB-K1 был выделен из грунта, ото-
бранного в афотической зоне (зал Бороды, 312 м
от входа) пещеры Киндерлинская (им. 30-летия
Победы, Южный Урал). Грунт (0‒5 см) отбирали
стерильно, помещали в полиэтиленовые пакеты и
далее хранили при 4°С. Выделение осуществляли
высевом суспензии грунта на среду Эндо с инкуба-
цией в течение 72 ч при 28°С. Выросшие на среде
однотипные колонии бордового цвета с металличе-
ским блеском поверхности пересевали методом се-
рийных разведений на мясопептонный агар (МПА)
для оценки чистоты культуры. В дальнейшем чи-
стую культуру IB-K1 поддерживали культивиро-
ванием на МПА при 28°С.

Фенотипическая и генотипическая характери-
стика исследуемого штамма. Культурально-мор-
фологические свойства нового изолята изучали
при его выращивании на МПА и на жидкой пита-
тельной среде G1G следующего состава (г/л):
глюкоза ‒ 10; дрожжевой экстракт ‒ 5; пептон ‒ 4;
кукурузный экстракт ‒ 1; NaH2PO4 · 2H2O ‒ 1;
K2HPO4 · 3H2O ‒ 1; дистиллированная вода ‒ 1 л;
рН 7.6‒7.8.

Физиолого-биохимические свойства штамма
изучали, руководствуясь методическими реко-
мендациями по идентификации микроорганизмов
(Герхардт и соавт., 1984). Утилизацию штаммом
ряда органических соединений (сахаров, амино-
кислот, солей органических кислот) в качестве
единственного источника углерода изучали при
его выращивании на минеральной основе жид-
кой среды Козера, содержащей 0.1 мас. % соот-
ветствующего источника углерода и 0.06 мас. %
индикатора бромтимолового синего. Метило-
трофные свойства штамма оценивали по способ-
ности развиваться в жидкой среде с метанолом
(0.5%; об./об.) в качестве единственного источ-
ника углерода (Doronina et al., 2000).

Присутствие у штамма кислой и щелочной
фосфатаз определяли, инкубируя суспензию кле-
ток, отобранных целиком с одной колонии 24-ч
культуры, в физиологическом растворе с равным
объемом 10 мМ раствора динатрий-п-нитрофе-
нилфосфата (“Sigma”, США) в фосфатно-цит-
ратном (100 мМ; рН 4.8) или глициновом (40 мМ;
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рН 10.5) буфере соответственно (Герхардт и со-
авт., 1984). Культуру инкубировали в течение 6 ч
при 37°С, центрифугировали и измеряли поглоще-
ние супернатанта при 405 нм. Степень разведения
надосадочной жидкости подбирали таким обра-
зом, чтобы значения оптической плотности нахо-
дились в интервале Δ0.1‒0.3 ед. Относительный
уровень активности кислой и щелочной фосфа-
тазы выражали в значениях средней скорости
накопления свободного п-нитрофенола (п-НФ),
мкМ/мл мин, с учетом коэффициента разведе-
ния. Концентрацию красителя рассчитывали по ка-
либровочной кривой, построенной с коммерче-
ским п-нитрофенолом (“Sigma”, США), на участке
линейной зависимости в диапазоне 10‒50 мкМ/мл.

Температурный диапазон роста IB-K1 изучали
на МПА при 4, 20, 28 и 37°С. Для оценки влияния
рН на рост штамма его культивировали в жидкой
среде Козера при 28°С в интервале рН 4‒9. Гало-
толерантность исследуемой культуры оценивали
по росту в жидкой среде Хотингера, содержащей
от 1 до 9 мас. % NaCl.

Филогенетическое положение штамма IB-K1
устанавливали на основе анализа гена 16S рРНК.
Секвенирование целевого фрагмента проводили
с применением набора реактивов “Big Dye Termi-
nator” на автоматическом секвенаторе Genetic
Analyser 3500XL (“Applied Biosystems”, США).
Поиск гомологичных последовательностей 16S
рРНК в базе данных GenBank осуществляли с по-
мощью программы BLAST. Множественное вы-
равнивание нуклеотидных последовательностей
и построение дендрограммы филогенетического
сходства методом присоединения соседей с ис-
пользованием модели Jukes-Cantor осуществляли
с помощью программы Mega X 10.0.4. Достовер-
ность ветвления оценивали с помощью бутстреп-
анализа из заданных 500 альтернативных филоге-
нетических деревьев.

Хемолитотрофный рост изолята IB-K1. Способ-
ность штамма использовать восстановленные со-
единения серы изучали, выращивая культуру на
среде с тиосульфатом (среда MST; Davidson, Sum-
mers, 1983) согласно Ghosh и соавт. (2005). Культи-
вирование штамма осуществляли в колбах Эрлен-
мейера (250 мл) на шейкере-инкубаторе Innova 40R
при 28°С и 250 об./мин в течение 6 сут. В качестве
инокулята использовали отмытую стерильным
физраствором биомассу 12-ч культуры, выращен-
ной в жидкой среде G1G при тех же условиях. В
периодической культуре рН среды поддерживали
на уровне 7.4 внесением стерильного 2 М раствора
Na2CO3. Для поддержки хемолитотрофного роста в
течение культивирования после 48 ч инкубации в
среду вносили стерильный раствор тиосульфата на-
трия в количестве, эквивалентном исходной кон-
центрации (20 мМ). Мониторинг бактериального
роста и рН культуральной среды (КЖ) проводили

каждые 24 ч в течение цикла культивирования.
Интенсивность роста бактерий оценивали по оп-
тической плотности КЖ при 600 нм.

Способность изолята IB-K1 к хемолитотроф-
ному росту оценивали также на агаризованном
варианте среды MST, добавляя в нее 0.01% феноло-
вого красного для контроля закисления среды при
накоплении продуктов окисления серы (Ghosh
et al., 2005).

Определение фосфат-мобилизующей активности
изолята IB-K1. Интенсивность роста исследуемого
штамма и его способность к солюбилизации труд-
норастворимых ортофосфатов кальция, алюминия
и железа, а также кальциево-магниевой соли ино-
зитфосфорной (фитиновой) кислоты изучали при
его культивировании на агаризованных средах
Муромцева и Менкиной, руководствуясь методи-
ческими рекомендациями (Сэги, 1983). Культуру
инокулировали уколом на поверхность питатель-
ной среды и инкубировали в течение 14 сут при
28°С, после чего измеряли диаметр бактериаль-
ных колоний и зон просветления вокруг них,
свидетельствующих о растворении фосфатов. Ин-
декс солюбилизации фосфатов (solubilization in-
dex, SI) рассчитывали по формуле SI = (Dколонии +
+ Dзоны)/Dколонии (Moawad, Vleck, 1996). Экспери-
мент проводили в 4-кратной повторности.

Способность штамма IB-K1 растворять орто-
фосфат кальция оценивали при его глубинном
культивировании в жидкой среде Муромцева в
течение 10 сут, при 28°С и 250 об./мин. Интен-
сивность мобилизации фосфатов оценивали по
изменению рН среды, уровню накопления раство-
римых фосфат-анионов в культуральной среде, а
также по степени конверсии (%) навески нерас-
творимых фосфатов. Концентрацию фосфат-ани-
онов определяли методом Фиске‒Суббароу (Лу-
рье, 1971).

Анализ продукции ауксинов (ИУК) в глубинной
культуре IB-K1. Для оценки уровня синтеза ИУК
штамм выращивали в течение 7 сут в жидкой среде
G1G при 28°С и 250 об./мин. Титр жизнеспособных
клеток в КЖ определяли методом серийных разве-
дений после двух и шести суток культивирования.
Отбор проб для анализа продукции ИУК осу-
ществляли через первые, третьи и седьмые сутки.
Отобранные образцы центрифугировали 30 мин
при 3260 g для удаления бактериальной биомассы;
осветленную КЖ подкисляли 1 н раствором HCl
до рН 2‒3 и затем подвергали двойной экстракции
диэтиловым эфиром в объемном соотношении
органической и водной фазы 1 : 3. Из объединен-
ной органической фазы ИУК реэкстрагировали
1%-ным раствором NaHCO3 в соотношении 1 : 3
(водная фаза : органическая фаза). Органическую
фазу отделяли и отбрасывали, а из водной фазы
после подкисления до рН 2‒3 фитогормоны
вновь дважды экстрагировали диэтиловым эфи-
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ром (1 : 3) и метилировали диазометаном (Veselov
et al., 1992). Содержание ИУК определяли с помо-
щью иммуноферментного анализа в соответству-
ющей тест-системе (Veselov et al., 1992).

Оценка влияния бактеризации семян штаммом
IB-K1 на продуктивность пшеницы в условиях уме-
ренного засоления почвы. Влияние бактеризации
семян на развитие и продуктивность пшеницы в
присутствии NaCl в почве изучали на твердой
яровой пшенице Triticum durum Desf. (сорт Баш-
кирская 27). Семена обрабатывали бактериаль-
ной биомассой, полученной после 48 ч глубинно-
го культивирования штамма IB-K1 в питательной
среде G1G при тех же условиях. Клетки отделяли
центрифугированием при 2486 g в течение 20 мин
и суспендировали в стерильной водопроводной
воде, создавая плотность инокулята при обработке
растений 104–106 КОЕ/семя. В качестве прилипате-
ля использовали 0.4%-ный раствор Na-КМЦ сред-
ней вязкости (“Sigma”, США). Полевой экспери-
мент проводили в 2018 г. на территории Уфим-
ского района Республики Башкортостан по
общепринятой методике (Доспехов, 1985). Почва
опыта – агрочернозем глинисто-иллювиальный,
со средней гумусированностью (6.29%), слабо-
кислой реакцией среды, высоким содержанием
поглощенных оснований с преобладанием каль-
ция и магния (Ca2+ – 350 смоль/(экв)/кг, Mg2+ –
120 смоль/(экв)/кг), средней обеспеченностью
подвижным фосфором и щелочногидролизуе-
мым азотом (175 мг/кг). Опытные делянки пло-
щадью 1 м2 располагали в одну полосу в четырех-
кратной повторности. Перед посевом на каждую
делянку вносили 1000 г NaCl в виде водного раство-
ра методом дождевания. Содержание водораство-
римых солей в почве определяли по стандартной
методике (Агрохимические методы, 1975). Оцен-
ку проводили на основе интегрального образца,
отобранного с разных точек делянки, на глубине
слоя почвы до 10 см, после уборки урожая. Ана-
лиз структуры урожая проводили по стандартной
схеме (Доспехов, 1985).

Сканирующая электронная микроскопия (СЭМ).
Оценку колонизации ризопланы растений пше-
ницы исследуемым штаммом в модельном экспе-
рименте осуществляли с помощью сканирующей
электронной микроскопии (СЭМ). Семена T. durum
Desf. (сорт Башкирская 27) обрабатывали бактери-
альным препаратом, как описано выше, за исклю-
чением того, что их предварительно стерилизовали
в 1%-ном растворе мертиолята (1 мин) и затем два-
жды (по 5 мин) промывали стерильной дистилли-
рованной водой. В качестве контроля использовали
стерилизованные проростки пшеницы, не подверг-
шиеся бактеризации. Обработанные семена прора-
щивали в течение 4 сут при температуре 22°С на
влажной фильтровальной бумаге в чашках Петри в
темноте. Проросшие корни промывали стериль-

ным натрий-фосфатным буфером (100 мМ; рН 7.3)
и фиксировали в 5%-ном (об./об.) растворе глу-
таральдегида (“PanReac AppliChem”, Испания) в
течение 5 ч. Далее образцы обезвоживали после-
довательной обработкой водными растворами
этанола возрастающей концентрации (10‒96%),
затем смесью этанола и ацетона в соотношениях
(об./об.) 3 : 1, 1 : 1 и 1 : 3 и, наконец, чистым аце-
тоном. После высушивания образцы напыляли
золотом в камере вакуумного напыления и мик-
роскопировали. Сканирующую электронную
микроскопию производили на микроскопе
TESCAN Vega 3 (Чехия) в Институте проблем
сверхпластичности металлов РАН (Уфа, Россия).

Статистическая обработка результатов. Стати-
стическую обработку данных проводили с помо-
щью стандартного пакета анализа MS Office Excel
2007 (12.0.6611.1000). В качестве данных представля-
ли значения средней арифметической и стандарт-
ное отклонение (SD). Достоверность различий оце-
нивали по t-критерию Стьюдента при p = 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Изолят IB-K1 был выделен на среде Эндо при
оценке содержания колиформных бактерий
(БГКП) в грунте пещеры Киндерлинская
(им. 30-летия Победы, Южный Урал). Формируя
колонии, сходные по типовому признаку с БГКП
(наличие металлического блеска), выделенный
штамм не рос при 37°С, как это свойственно для
данной группы. Изолят обнаруживался как ос-
новной морфотип бактерий, выделяемых на среде
Эндо из образца грунта, отобранного вдоль стены
зала Бороды. При общем титре 5.3 × 106 КОЕ/г
копиотрофных бактерий, выделенных на МПА,
титр колоний, соответствующих по морфологии
изоляту IB-K1, составлял не менее 1.7 × 103 КОЕ/г.
На богатых питательных средах штамм IB-K1
формировал круглые, непрозрачные, блестящие,
бледно-розовато-желтоватые, выпуклые колонии
однородной структуры, с гладкой поверхностью и
ровным краем. На среде Эндо колонии изолята
приобретали плоский профиль, красную пигмен-
тацию и металлический блеск поверхности при
идентичности остальных признаков. Клетки
штамма IB-K1 представляли собой грамотрица-
тельные неподвижные короткие палочки (1.75–
2.5 × 0.6–0.75 мкм), не образующие капсул и
спор. Выделенный штамм проверяли на чистоту
несколькими пересевами на МПА и далее иден-
тифицировали на основе анализа гена 16S рРНК
и сравнительной оценки ключевых физиолого-
биохимических свойств.

Анализ гена 16S рРНК выявил принадлеж-
ность штамма IB-K1 к представителям группы
β-протеобактерий, а именно к роду Advenella.
Кроме валидированных представителей A. kash-
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mirensis, в анализ были включены близкие к этому
виду штаммы, выделенные из разных экологиче-
ских ниш, в том числе с каменных поверхностей
(Sugiyama et al., 2017), железомарганцевых пещер-
ных отложений и из ризосферы высших растений.
Филогенетические связи штамма IB-K1 внутри ро-
да Advenella и ближайшего его окружения в системе
Alcaligenaceae представлены на древе (рис. 1), где
адвинеллы формируют кладу с уровнем сходства
94–99.9% и высоким показателем бутстреп-анали-
за. Максимальное сходство (99.9%) последователь-
ности гена 16S рРНК у штамма IB-K1 обнаружено
с видом A. kashmirensis (NR 074872) и меньшее ге-
нетическое сходство ‒ с A. kashmirensis subsp. me-
thylica (99.8%). Филогенетическая близость штам-
ма IB-K1 к типовому виду A. kashmirensis WT 001
(Ghosh et al., 2005), а также штаммам JCM 28735
(LC133766), clone RR1A10 (AY695719) и М66

(KC464861) подтверждается высоким сходством
последовательностей гена 16S рРНК (99.9‒100%)
и проявляется в кластеризации с высокими пока-
зателями бутстрепа. Последовательность гена 16S
рРНК (1446 п.о.) штамма IB-K1 депонирована в
GenBank NCBI под номером OK336511 (https://
www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/OK336511). Сам
штамм IB-K1 депонирован во Всероссийской
коллекции микроорганизмов (ВКМ) под номе-
ром В-3251.

Выделенный штамм являлся оксидазо- и катала-
зоположительным факультативным анаэробом, в
отсутствие кислорода воздуха был способен осу-
ществлять нитратное дыхание и сбраживать глюко-
зу. Температурный и рН-диапазон роста штамма
составляли 4–28°С и рН 5–9 соответственно. В
отличие от других представителей A. kashmirensis,
штамм IB-K1 демонстрировал также хороший

Рис. 1. Дендрограмма филогенетического положения штамма A. kashmirensis IB-K1 среди представителей рода Advenel-
la, построенная методом “neighbor-joining”. Цифрами показана статистическая достоверность ветвления 500 альтер-
нативных деревьев определенная с помощью бутстреп-анализа (приведены значения выше 50%). Масштаб показыва-
ет эволюционное расстояние, соответствующее 5 нуклеотидным заменам на каждые 1000 нуклеотидов.
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рост при концентрации в среде NaCl не менее
7 мас. % (табл. 1). Умеренная галотолерантность
A. kashmirensis IB-K1 может косвенно характери-
зовать его жизнеспособность при повышении
ионной силы почвенного раствора в условиях засо-
ления почв. В качестве единственного источника
азота штамм мог использовать соли аммония и мо-
чевину; другой его особенностью являлась способ-
ность к росту в присутствии серосодержащих со-
единений – тиосульфата и таурина. Некоторые
морфологические и физиолого-биохимические

свойства изолята IB-K1, отличающие его от ранее
охарактеризованных представителей A. kashmi-
rensis, суммированы в табл. 1; по остальным свой-
ствам он был сходен с наиболее изученными
штаммами этого вида (данные не представлены).

Изолят IB-K1, подобно типовому штамму
A. kashmirensis WT 001, был способен расти в
присутствии восстановленных соединений се-
ры, в частности, в жидкой среде с тиосульфатом
натрия (MST). В первые 24 ч глубинного культи-
вирования бактерий отмечалось защелачивание

Таблица 1. Морфологические и физиолого-биохимические характеристики штамма IB-K1 в сравнении с ранее 
описанными штаммами A. kashmirensis

Примечание. Рост (‒) ‒ отсутствует; (±) ‒ слабый; (+) ‒ хороший; (++) ‒ очень хороший; Нд ‒ нет данных; опт. – оптимум
роста.

Характеристика A. kashmirensis 
IB-K1

A. kashmirensis WT 001 
(Ghosh et al., 2005; Gibello et al., 

2009)

A. kashmirensis
subsp. methylica PK1

(Порошина и соавт., 
2015)

Форма клеток Палочки, отдельные
и в парах

Овальные или кокковидные, 
отдельные и в парах; цепи

Палочки, отдельные
и в парах

Размер клеток, мкм 2‒2.5 × 0.6‒0.7 1.0–1.8 × 0.6–1.5 0.3–0.35 × 0.4–0.45
Оксидаза + + +
Каталаза + + +

Денитрификация  до + + ‒

Денитрификация  до N2
+ ‒ ‒

Уреазная активность + + ‒
Кислая фосфатаза + + Нд
Щелочная фосфатаза + + Нд
Гидролиз крахмала ‒ ‒ +
Ассимиляция субстратов:
D-глюкоза + + +
D-лактоза + + Нд
Рамноза + + +
D-раффиноза ‒ ‒ ±
Мелибиоза + ‒ +
DL-аланин ‒ Нд +
L-аргинин + ‒ Нд
L-изолейцин + ‒ Нд
L-триптофан ‒ + Нд
Tаурин + Нд Нд
DL-лактат ++ ‒ +
Метанол + ‒ +
Тиосульфат + + ‒
Тетратионат Нд + ‒
Рост при температуре, °С 4‒28 10‒42 16‒37, опт. 29
Рост в присутствии NaCl, % ≤7 ≤6 ≤ 2; опт. 0.5
Рост при рН 4.0‒9.0 4.5‒8.5 6.5‒9.0; опт. 8.0‒8.5

3NO−
2NO−

2NO−
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среды до рН 8.6 с последующим закислением до
рН 5.5 к 48 ч, совпадающим с достижением мак-
симума роста. К 48 ч кривая роста выходила на
стабильное плато (рис. 2). В присутствии тиосуль-
фата штамм IB-K1 характеризовался довольно
быстрой динамикой и значительной интенсивно-
стью роста. Начальный титр бактерий (106 КОЕ/мл)
в среде MST достигал 109 КОЕ/мл после 120 ч
культивирования. Хотя падение рН среды MST
ко 2-м сут культивирования (рис. 2) вследствие
окисления тиосульфата происходило по сходно-
му со штаммом WT 001 сценарию, дополнитель-
ное внесение тиосульфата в среду после выхода
на плато (48 ч) не приводило к дальнейшему уве-
личению роста культуры, как описано ранее для
A. kashmirensis WT 001 (Ghosh et al., 2005). Анало-
гичный эксперимент в условиях агаризованной
среды MST с 0.01% фенолового красного, при по-
севе уколом, через 24 ч показал наличие роста
бактерий, сопровождающегося закислением сре-
ды после 48 ч культивирования (изменение
окраски индикатора в интервале снижения
рН 8.4‒6.8; данные не представлены). Получен-
ные результаты подтверждают способность
штамма IB-K1 к миксотрофному типу питания и
позволяют отнести его к факультативным хемо-
литотрофам, использующим тиосульфат в каче-
стве источника энергии.

Таким образом, по хемолитотрофным свой-
ствам изолят IB-K1 показывал сходство с типо-
вым штаммом A. kashmirensis WT 001, в геноме ко-
торого представлен полный набор генов окисле-
ния неорганической серы (soxCDYZAXWB, Ghosh
et al., 2011), и который осуществляет окисление
тиосульфата до сульфата с образованием тетратио-
ната в качестве основного интермедиата, в дальней-
шем окислении которого ключевую роль играет
глутатион (Pyne et al., 2017). Источником выделения
хемолитотрофного штамма WT 001 являлся инте-
гральный образец садовой почвы неризосферного
происхождения в умеренно-климатической зоне
союзной территории Джамму и Кашмир (Индия)
(Ghosh et al., 2005). В отличие от него, штамм IB-K1
был выделен из грунтов карбонатной пещеры с
включениями гипсов, изотопный состав которых
свидетельствует об их бактериальном происхож-
дении и указывает на наличие условий для жизне-
деятельности бактерий цикла серы (Червяцова и
соавт., 2016). В то же время, штамм A. kashmirensis
subsp. methylica PK1, не способный окислять соеди-
нения серы, был выделен из ризосферы осоки, рас-
тущей на кальцитовых травертинах (Порошина и
соавт., 2015), т.е. на минеральном субстрате.

Как и штамм A. kashmirensis subsp. methylica
PK1 (Порошина и соавт., 2015), изолят IB-K1 был
способен использовать метанол в качестве един-
ственного источника углерода, увеличивая свой
титр на два порядка (с 106 до 108 КОЕ/мл) после 6 сут

культивирования в среде с 0.5% (об./об.) метано-
ла. Метилотрофность A. kashmirensis IB-K1 свиде-
тельствует о его потенциальной способности к
симбиозу с растениями, поскольку метанол явля-
ется естественным продуктом метаболизма расте-
ний (Galbally, Kirstine, 2011; Порошина и соавт.,
2015; Доронина и соавт., 2015). Как известно,
многие метилотрофные бактерии демонстрируют
ростостимулирующую активность в отношении
одно- и двудольных растений при их колониза-
ции, подавляют развитие фитопатогенов, снижая
поражение растений бактериальными и грибны-
ми заболеваниями, нематодами и т.д. (Доронина
и соавт., 2015). Ростостимулирующий эффект ме-
тилобактерий связывают, главным образом, с
синтезом фитогормонов, витамина B12, азотфик-
сирующей и фосфатсолюбилизирующей актив-
ностью (Доронина и соавт., 2015). В связи с этим,
штамм A. kashmirensis IB-K1 был изучен по таким
показателям ростостимулирующего действия, как
фосфат-мобилизующая активность и синтез ИУК.

Штамм A. kashmirensis IB-K1 демонстрировал
высокий уровень синтеза кислой и, в особенно-
сти, щелочной фосфатазы, что свидетельствует о
его активном участии в минерализации органиче-
ского фосфора (табл. 2). По данным оценки вли-
яния некоторых PGPR-штаммов родов Bacillus и
Pseudomonas на растения томата, их ростостиму-
лирующий эффект обусловлен главным образом
повышенной продукцией фосфатаз в ризосфере
растений (Nassal et al., 2018). При культивировании

Рис. 2. Динамика роста (1) штамма A. kashmirensis IB-
K1 и изменения рН КЖ (2) в присутствии 20 мМ тио-
сульфата натрия как единственного источника энер-
гии (среда MST, 28°С, 250 об./мин). Вертикальной
стрелкой отмечено время культивирования (48 ч), ко-
гда в культуральную среду вносили раствор тиосуль-
фата натрия в количестве, эквивалентном его перво-
начальной концентрации (20 мМ), и 2 М раствор
Na2CO3 для нейтрализации рН КЖ до 7.4.
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на агаризованных средах, содержащих труднодо-
ступные минеральные и органические формы фос-
фора, штамм более активно растворял ортофосфат
кальция и фитин по сравнению с фосфатами же-
леза и алюминия (табл. 2). Высокое значение ин-
декса солюбилизации фитина на агаризованной
среде Менкиной может свидетельствовать, что про-
дуктивность штамма IB-K1, по меньшей мере, срав-
нима с максимальными значениями (0.174 ед./мл),
отмеченными ранее для представителей Advenella
(Singh et al., 2014). Индекс солюбилизации орто-
фосфата кальция составлял 5 баллов, что превос-
ходит этот показатель (равный 2‒4) у ранее опи-
санных PGP-штаммов Advenella spp. (Singh et al.,
2014). В бульонной культуре бактерий происходи-
ло полное растворение ортофосфата кальция и
частичное растворение фосфата алюминия; в
этих условиях отмечалось подкисление культу-
ральной среды от первоначального рН 7 до значе-
ний рН 4.4‒4.5, стабильно поддерживаемых на
протяжении всего цикла культивирования с 1 по
10 сут (табл. 2). Образование органических кислот
микроорганизмами рассматривается как один из
основных механизмов их фосфат-солюбилизиру-
ющей активности, хотя предлагаются также аль-
тернативные метаболические основы этого про-
цесса, связанные с освобождением протонов H+

при усвоении аммонийного азота, либо с образо-
ванием H2CO3 при дыхании (Goldstein, Krishnaraj,
2007; Khan et al., 2009). Невысокий индекс солюби-
лизации фосфатов алюминия и железа штаммом
IB-K1 может свидетельствовать о преобладании в
среде его культивирования органических кислот,
характеризующихся низкой константой стабильно-
сти образуемого комплекса с ионами этих металлов,
например, глюконовой кислоты (Khan et al., 2009).
Полученные данные позволяют предположить,
что штамм IB-K1 должен быть более эффективен
как фосфат-мобилизатор в условиях щелочных
или нейтральных почв, в которых преобладают
кальций-связанные формы фосфора, чем в кис-

лых почвах, содержащих преимущественно фос-
фаты железа и алюминия (Hu et al., 2005).

Штамм A. kashmirensis IB-К1 характеризовался
относительно высоким уровнем синтеза ИУК; мак-
симальная продукция ауксина (220 ± 42 нг/мл) ре-
гистрировалась через 72 ч от начала глубинного
культивирования в среде с 1% глюкозы (рис. 3).
Способность к продукции значительных концен-
траций ауксина штаммами рода Advenella (12–
35 мг/мл) была показана ранее в работе Singh и
соавт. (2014). Следует отметить, что питательная
среда, использованная этими авторами для куль-
тивирования, содержала высокую концентрацию
триптофана (0.05 мас. %), который является основ-
ным предшественником синтеза ИУК. Концентра-
цию гормона в КЖ исследователи определяли с по-
мощью реакции Сальковского на индольные со-
единения. Хотя этот метод относительно прост, его
специфичность невысока, что может приводить к
получению завышенных результатов (Glickman,
Dessaux, 1995). В отличие от других штаммов Ad-
venella, продуцирующих гетероауксины, исследуе-
мый нами штамм не был способен утилизировать
экзогенный L-триптофан (табл. 1), являющийся
предшественником биосинтеза ИУК, реализуемого
у бактерий в пяти известных в настоящее время
путях (Bungsangiam et al., 2019). Данный факт сви-
детельствует о наличии у штамма A. kashmirensis
IB-К1 триптофан-независимого механизма син-
теза ИУК (Prinsen et al., 1993). Продукция ИУК
бактериями, как правило, включает одновременно
несколько путей, при этом триптофан-независи-
мый синтез протекает обычно в условиях дефицита
экзогенного предшественника. Комбинированный
синтез ИУК, включающий несколько путей, наи-
более часто отмечается у ризосферных бактерий,
что позволяет им продуцировать это соединение
в более значительных количествах по сравнению
с представителями микробных сообществ из дру-
гих экосистем (Zhang et al., 2019).

Таблица 2. Продукция фосфатаз и показатели фосфатсолюбилизирующей активности штамма A. kashmirensis IB-K1

Плотная среда
(индексы солюбилизации)

Активность фосфатазы,
мкМ-экв п-НФ/мин

фитин
(C6H6Ca5MgO24P6)

Ca3(PO4)2 FePO4 ∙ 2H2O AlPO4 ∙ 3H2O кислая щелочная

7 5 1 1 60.8 ± 6.4 663.3 ± 69.8

Жидкая среда

Ca3(PO4)2 AlPO4 ∙ 3H2O

накопление
P2O5 (мг/л), 11 сут

высвобождение 
фосфора, %

рН среды,
1 и 11 сут

накопление 
P2O5 (мг/л), 11 сут

высвобождение 
фосфора, %

рН среды, 
11 сут

916 ± 23 100 ~4.85 ± 0.07/
4.45 ± 0.07

356 ± 47 76 ± 6 5.75 ± 0.35
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Способность к изменению эндогенного содер-
жания абсцизовой кислоты (АБК) под влиянием
изолята IB-К1 была показана нами ранее в поле-
вых экспериментах в условиях незасоленной поч-
вы. Оценка гормонального статуса бактеризован-
ных растений выявила 2-кратное увеличение со-
держания АБК в побегах на стадии 2-го листа.
Структурный анализ урожая показал увеличение
длины главного колоса и количества продуктив-

ных побегов. Штамм A. kashmirensis IB-К1 успешно
колонизовал ризосферу пшеницы, численность
культуры на стадии 2-го листа составляла до 7.5 ×
× 106 КОЕ/г корней и в дальнейшем снижалась на
стадии кущения до 2.5 × 105 КОЕ/г (Галимзянова
и соавт., 2018).

Анализ поверхности корней бактеризованной
пшеницы методом СЭМ на стадии 4-сут пророст-
ков подтвердил активную колонизацию их кор-
невой системы клетками A. kashmirensis IB-К1 в
зоне всасывания (рис. 4). В контрольных вариан-
тах проростков пшеницы клетки бактерий не об-
наруживались (данные не представлены).

В полевом эксперименте по оценке влияния
штамма A. kashmirensis IB-К1 на развитие и уро-
жайность яровой пшеницы в условиях солевого
стресса содержание водорастворимых солей в верх-
нем слое (10 см) почвы опытных делянок при внесе-
нии NaCl (1000 г/м2) составляло 0.33 ± 0.06%, что
соответствует пограничному значению между сред-
ним и сильным уровнем засоления (Кирюшин,
1996). В целом, при умеренном засолении наблюда-
лось снижение показателей структуры урожая пше-
ницы на 20‒35% по сравнению с растениями, вы-
росшими в нормальных условиях (табл. 3). При об-
работке семян штаммом A. kashmirensis IB-К1
продуктивность пшеницы (по показателю массы
зерен с одного растения) увеличилась в сравнении с
контрольным вариантом на 19% (табл. 3). Отмеча-
лось также возрастание количества и массы зерен
в главном колосе, тогда как различия по осталь-
ным показателям были несущественны на стадии
сбора урожая. Положительный эффект бактери-
зации может быть обусловлен как продукцией

Рис. 3. Динамика бактериального роста (1 – lg
КОЕ/мл, 2 – ОП600), накопления ИУК (3) и рН (4) в
культуральной среде штамма A. kashmirensis IB-K1
при глубинном периодическом культивировании
(7 сут, 28°С, 250 об./мин).
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Рис. 4. Сканирующая электронная микроскопия (СЭМ) корневой системы 4-сут проростков пшеницы Triticum durum
Desf. (сорт Башкирская 27), полученных после бактеризации семян 48-ч культурой A. kashmirensis IB-K1 при плотно-
сти инокулята 106 КОЕ/семя. Увеличение: ×1000 (а), ×10000 (б) и ×18100 (в). Область приближения на микрофото-
графиях (б) и (в) соответствует выделенному фрагменту на микрофотографии (а).
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ИУК штаммом A. kashmirensis IB-К1, так и его
способностью к снижению воздействия на расте-
ния оксидативного стресса, развивающегося в
условиях повышенного содержания солей, что
было показано ранее (Архипова и соавт., 2018).

Таким образом, штамм IB-К1 может быть оха-
рактеризован как первый представитель факуль-
тативно хемолитотрофного вида A. kashmirensis,
выделенный из пещерной экосистемы, проявляю-
щий PGP-свойства. Ростостимулирующее влияние
A. kashmirensis IB-К1, очевидно, обусловлено его ме-
тилотрофными свойствами, высоким фосфат-мо-
билизующим потенциалом, способностью синтези-
ровать ИУК и колонизовать ризосферу пшеницы.
Результаты полевого эксперимента свидетельствуют
о возможности эффективного использования дан-
ного штамма для стимулирования роста и разви-
тия сельскохозяйственных растений, в том числе,
в условиях повышенного содержания солей в
почве.

Авторы выражают благодарность И.И. Муса-
бирову (Институт проблем сверхпластичности
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Characterization of the Novel Plant Growth-Stimulating Strain Advenella kashmirensis 
IB-K1 and Evaluation of Its Efficiency in Saline Soil
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Abstract—The strain of facultative chemolithotrophic bacteria isolated from soil within the aphotic zone of
the Kinderlinskaya cave (Southern Urals, Russia) was identified as member of the species Advenella kashmi-
rensis based on its phenotypic characteristics and sequencing of its16S rRNA gene fragment. The novel isolate
was similar to the type strain A. kashmirensis WT 001 in its ability to utilize thiosulfate as an energy source and
to grow in the presence of 7% NaCl. The strain IB-K1 actively solubilized poorly soluble organic and mineral
phosphorous compounds in in vitro experiments (solubilization indexes for phytin and calcium orthophos-
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phate were 7 and 5, respectively). Moreover, A. kashmirensis IB-K1 exhibited high activity of alkaline and acid
phosphatases. Scanning electron microscopy of 4-days wheat seedling roots revealed active colonization of
their rhizoplane by A. kashmirensis IB-K1 in root hairs zone. The main mechanism of plant growth-promot-
ing effect caused by the strain IB-K1 is probably associated with its phosphate-mobilizing activity and in-
doleacetic acid (IAA) production (up to 220 ± 42 ng/mL). Treatment of pre-sowing wheat (Triticum durum
Desf.) seeds with A. kashmirensis strain IB-K1 reliably alleviated the adverse effect of salinity stress on plant
growth under moderate salinization level of cultured soil (at content of water-soluble salts 0.33 ± 0.06%) re-
sulting in improvement of some parameters of yield structure and increased plant productivity. These findings
are the first demonstration of the possible application of Advenella species in agricultural crop protection and
plant growth stimulation under salinity stress.

Keywords: Advenella kashmirensis, auxin, phosphate mobilization, wheat, salinity stress
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