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Аннотация. Предпосевная обработка семян возделываемых бобовых культур препаратами клубеньковых 
бактерий является стандартной агрономической практикой, активно используемой при выращивании сои, 
эффективные микросимбионты которой часто отсутствуют в почве. В то же время, как показали многие 
исследования, эффект от применения биопрепарата во многом зависит от выживаемости ризобиальных клеток 
на семенах при высыхании. В настоящей работе проведен анализ жизнеспособности у трех производственных 
штаммов Bradyrhizobium japonicum, 643б, 640 и RZ300, на семенах сои Glycine max L. разного происхождения 
(сорта ЭН Аргента, Бара и Пруденс) в опытах, различающихся по разным параметрам: концентрациям 
инокулянта (10 и 100 %), температурам высушивания (5, 15, 25 °C) и составам защитных полимерно-углеводных 
композиций. В результате экспериментов обнаружено, что сорт сои не оказывал заметного влияния на 
жизнеспособность изучаемых штаммов ризобий, в  то время как штаммы существенно различались по этому 
признаку. Наибольшую устойчивость к высыханию на семенах сои показал штамм RZ300. Сравнительный анализ 
генома этого штамма с геномом слабо устойчивого к высыханию штамма B. japonicum 634б позволил выявить 
наличие у штамма RZ300 гена opgC (кодирует белок ОpgC, участвующий в биосинтезе осморегулируемых 
периплазматических глюканов (OPGs)), который отсутствует у штамма 634б и, возможно, может определять 
повышенную устойчивость клубеньковых бактерий к высыханию на семенах. При изучении эффекта различных 
защитных композиций было отмечено, что лучшими защитными свойствами обладают составы на основе 
50  % раствора сахарозы, а наибольшая устойчивость ризобий к высыханию проявляется при температуре 
+5 °C. Полученные в этой работе результаты могут быть использованы как в селекции эффективных штаммов-
инокулянтов, так и в технологическом сопровождении при создании биопрепаратов. Данные, полученные при 
изучении геномов штаммов, представляют интерес как для разработки систем генетического скрининга при 
поиске перспективных штаммов, так и для изучения возможности введения генетических конструкций с геном 
opgC в перспективные штаммы ризобий для улучшения их технологичности, т. е. обеспечения возможности 
эффективной заблаговременной инокуляции семян.
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Abstract. Pre-sowing treatment of cultivated legume seeds with nodule bacteria preparations is a standard  
agronomic practice. This is particularly important in soybean cultivation, as effective microsymbionts of soybeans are 
often absent from the soil. However, as many studies have shown, the efficacy of biopreparations depends largely on 
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A production strain of soybean nodule bacteria RZ300  
B. japonicum, resistant to drying on the seed surface

the survival of rhizobial cells on seeds during drying. In this study, we analyzed the viability of three production strains 
of Bradyrhizobium japonicum Kirchner (634b, 640 and RZ300) on soybean (Glycine max L.) seeds of various origins 
(varieties: EN Argenta, Bara and Prudence). The experiments evaluated several parameters: inoculant concentrations 
(10 and 100  %), drying temperatures (5, 15, and 25 °C), and protective polymer-carbohydrate formulations. The 
experiments revealed that the soybean variety had no noticeable effect on the viability of the studied rhizobial 
strains, while the strains themselves differed significantly in this regard. The RZ300 strain demonstrated the 
highest resistance to drying on soybean seeds. A comparative genomic analysis of this strain and the less resistant 
B. japonicum strain 634b revealed the presence of the opgC gene in the RZ300 strain (encodes the ОpgC protein 
involved in the biosynthesis of osmoregulated periplasmic glucans (OPGs)). This gene is absent in strain 634b and 
may potentially determine the increased resistance of nodule bacteria to drying on seeds. An evaluation of various 
protective formulations demonstrated that formulations based on 50 % sucrose provide the best protection, with 
rhizobia showing the highest resistance to drying at +5 °C. The results obtained in this study can be used both in 
the selection of effective inoculant strains and for providing technological support in the development of biological 
products. The genomic data support the development of genetic screening systems to identify promising strains and 
the potential introduction of the opgC gene into promising rhizobial strains to improve their manufacturability, i. e. to 
enable effective early seed inoculation.
Key words: nodule bacteria; soy Glycine max L.; Bradyrhizobium japonicum; microbial biologics; osmotic stress; 
genome-wide sequencing; osmotic stress resistance genes
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Введение
Важная агробиологическая особенность сои заключается 
в способности к формированию азотфиксирующего бобо-
во-ризобиального симбиоза с клубеньковыми бактериями 
(Вавилов, Посыпанов, 1983; Regar et al., 2017). При этом 
эффективный симбиоз образуется только при наличии в 
почве активных вирулентных бактерий-симбионтов сои 
в достаточном количестве, что редко встречается в по-
левых условиях и, таким образом, снижает урожайность 
бобовой культуры (Lamptey et al., 2014). Соответственно, 
для наиболее полной реализации потенциала бобово-ризо-
биального симбиоза необходимо искусственное внесение 
симбиотически эффективных штаммов клубеньковых 
бактерий в ризосферу бобовой агрокультуры, что в сель-
скохозяйственной практике осуществляется посредством 
предпосевной инокуляции семян сои биопрепаратами, 
созданными на основе клубеньковых бактерий-иноку-
лянтов (Вashan et al., 2014). В отечественном сельском 
хозяйстве активно применяется биопрепарат на основе 
штамма Bradyrhizobium japonicum 634б под торговой мар- 
кой Ризоторфин, обеспечивающий высокие прибавки уро
жайности на различных сортах сои (Васильчиков, Гурьев, 
2018; Volobueva et al., 2023). Во многих работах по изу
чению эффективности новых штаммов он выступает в 
качестве референсного штамма, в частности при оценке 
эффективности штамма 640 (Магомедов и др., 2011).

При анализе эффективности ризобиальных штаммов 
инокуляцию семян осуществляют в день посева, так как 
известно, что клубеньковые бактерии чувствительны к вы
сыханию. Однако в сельскохозяйственной практике по тех-
нологическим и экономическим причинам предпосевную 
обработку семян проводят заблаговременно, что может 
приводить к гибели нанесенных ризобий  еще до мо- 
мента заделки семени. Обзор этой проблемы осуществлен 
J. Vriezen с коллегами (2007). Еще в 1932 г. E.B. Fred с 
коллегами сообщили о снижении численности жизне-

способных клеток клубеньковых бактерий на семенах и 
предположили, что состав питательной среды, pH и тем
пература являются факторами, определяющими устойчи-
вость клеток к высыханию. 

Позже J.M. Vincent с коллегами (1961) изучали куль-
туру Rhizobium trifolii во время ее сушки на стеклянных 
шариках и предположили, что снижение числа жизне-
способных ризобий обусловлено «факторами семян» и 
фактором собственно высыхания. В их работе показано, 
что отрицательный эффект сушки может быть частично 
компенсирован добавлением сахаридов, в частности маль-
тозы, что указывает на то, что доступность питательных 
веществ, а возможно, и других растворенных веществ, 
влияет на выживаемость бактериальных клеток. 

В ряде исследовательских работ продемонстрировано 
различие динамик жизнеспособности клубеньковых бак-
терий на матриксах разного состава (стеклянные шарики, 
семена, почва, нитроцеллюлозные фильтры и т. д.) (Vriezen 
et al., 2006). Одна из возможных причин наблюдаемых 
различий – сухие инокулированные семена имеют актив-
ность воды от 0.45 до 0.6 (Smith, 1992) и, таким образом, 
все еще содержат относительно большое ее количество, 
в отличие от абсолютно сухих поверхностей стеклянных 
бусин или нитроцеллюлозных фильтров.

С практической точки зрения, учитывая высокую 
чувствительность клубеньковых бактерий к высыханию, 
важно либо обеспечить высев семян в день обработки 
(Васильчиков, Гурьев, 2018), либо использовать специ-
альные полимерные и углеводные протекторы, повышаю
щие устойчивость бактерий к осмотическому стрессу 
(Skorupska et al., 2006; Deaker et al., 2007; Reina-Bueno et 
al., 2012). В частности, нами ранее показано, что водорас-
творимый полимер поливинилпирролидон в композиции с 
активированным углем существенно повышает выживае-
мость ризобий на инокулированных семенах. Эффектив-
ность такой композиции выше, чем при использовании 
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поливинилпирролидона без угля, и на 20–30 % уменьшает 
гибель бактерий на инокулированных семенах после пер-
вых 5–7 суток хранения семян (Лактионов и др., 2019). 

Наконец, следует отметить, что исследования выживае
мости ризобий при предпосевной инокуляции должны 
стать важным элементом селекции эффективных штам-
мов-инокулянтов. Ключевой элемент при этом – изучение 
механизмов устойчивости ризобий к высыханию. В миро-
вой литературе ряд работ посвящен исследованию молеку-
лярно-генетических аспектов осмотической устойчивости 
клубеньковых бактерий (Vriezen et al., 2007), особенно в 
рамках проблемы изменения климата (Zhang et al., 2024). 
Но относительно мало исследований по оценке жизнеспо
собности коллекционных штаммов микроорганизмов на 
семенах зернобобовых культур, а также по способам, с по
мощью которых можно повысить устойчивость клеток к 
осмотическому стрессу (Лактионов и др., 2019).

Цель нашей работы заключалась в оценке устойчиво
сти трех производственных штаммов клубеньковых бак
терий сои: штамма 634б (используется для получения 
инокулянтов марки Ризоторфин), штамма 640 (в ряде ра
бот определен как более эффективный по сравнению со 
штаммом 634б) и нового перспективного штамма RZ300 
на семенах сои различных сортов, при различных темпе
ратурных режимах хранения и использовании протектор-
ных полимерно-угольных композиций различного соста
ва, а также в выяснении механизмов устойчивости штам
мов к высыханию с применением методов сравнительной  
геномики.

Материалы и методы
В работе использовали штаммы 634б, 640 и RZ300 B. japo­
nicum из сетевой биоресурсной коллекции в области гене-
тических технологий для сельского хозяйства.

Штамм 634б выделен из клубеньков сои сорта Колхида 4 
в Грузии на Цхакайской станции. Он применяется для 
производства инокулянта под сою под торговой маркой 
Ризоторфин (Васильчиков, Гурьев, 2018; Volobueva et al., 
2023). Штамм 640 получен из клубеньков сои сорта Смена 
на лугово-черноземной почве Амурской области в 1976 г. 
во Всероссийском НИИ сои. В ряде работ штамм опре-
делен как более эффективный по сравнению со штаммом 
634б (Магомедов и др., 2011). Штамм RZ300 выделен в 
Краснодарском крае из клубеньков сои сорта Бара в 2022 г. 
и до настоящего времени почти не изучен. Этот штамм 
отличается стабильностью образования клубеньков в ве
гетационных и полевых опытах при нормальных и экс-
тремальных условиях (наличие химических пестицидов, 
недостаток влаги). По штамму RZ300 получен патент 
№ 2806593 «Способ культивирования клубеньковых бак-
терий сои Bradyrhizobium japonicum RZ300».

Выращивание штаммов 634б, 640 и RZ300 B. japonicum 
для инокуляции осуществляли в жидкой полусинтетической 
среде следующего состава (Yadav et al., 2011): маннит – 
10.0 г/л; дрожжевой экстракт – 1 г/л; K2HPO4 – 0.5  г/л; 
MgSO4*7H2O – 0.2 г/л; NaCl – 0.1 г/л; CaCO3 – следы, в 
течение 7 суток при 28 °С в стеклянных колбах с ватной 

пробкой объемом 250 мл на орбитальном шейкере при 
180 об./мин. По окончании культивирования колбы снима-
ли с качалки и помещали в холодильник на хранение при 
+5 °С. Для получения опытных жидких культур посевной 
материал из колб асептически переносили в лабораторный 
ферментер BIORUS. Объем инокулюма составлял 2 % от 
объема среды. Состав питательной среды инокулюма соот-
ветствовал ранее указанному (Yadav et al., 2011). 

Культивирование микроорганизмов производили до 
стационарной фазы, в которой клетки наиболее устойчивы 
к осмотическому стрессу (Soria et al., 2006), в периодиче-
ском режиме в течение 7 суток при +28 °С при скорости ме-
ханического перемешивания 150 об./мин и интенсивности 
аэрации 1 л возд./1 л среды в мин. Полученные опытные 
препараты асептически разливали по предварительно про-
стерилизованным стеклянным колбам с ватной пробкой и 
помещали в холодильник на хранение. Для определения 
титра полученных бактериальных суспензий готовили се
рию их последовательных 10-кратных разведений с по-
следующим посевом на чашки Петри с агаризованной пи- 
тательной средой указанного ранее состава (Yadav et al., 
2011), инкубировали в течение 10 суток при +28 °С и под-
считывали число образовавшихся колоний.

Для изучения устойчивости штаммов к высыханию 
использовали стеклянные шарики и семена сои Glycine 
max L. трех перспективных сортов: ЭН Аргента (Деригла-
зова, Морозов, 2022), Бара (Парахин и др., 2017), Пруденс 
(Бобкова, 2020), различающихся по происхождению.

Динамику жизнеспособности клубеньковых бактерий 
при высыхании изучали при обработке семян и стеклян-
ных шариков сходного размера (для определения влияния 
«фактора семян») препаратами ризобий в течение 24 ч 
после инокуляции. Препараты наносили в концентрациях: 
10 % (водный раствор) и 100 % (неразведенный иноку-
лянт) из расчета 10 л на 1 т семян, принятых в сельско-
хозяйственной практике возделывания полевых культур 
(Кинчарова, Матвиенко, 2021). Избыток инокулянта в виде 
неразведенного препарата наносили для оценки влияния 
вносимых с ним экзополисахаридов и остатков среды, а 
также более высокой плотности клеток на их устойчивость 
к высыханию на семенах. Обработку семян и шариков 
вариантами баковых растворов с последующей оценкой 
динамики жизнеспособности бактерий с течением вре-
мени проводили по авторской методике (Лактионов и др., 
2019), повторность опыта – трехкратная.

Для оценки эффективности полимерно-углеводных ком
позиций в качестве протекторов бактерий на семенах, вы
сыхающих при различных температурах, готовили сле-
дующие составы: 1 % раствор карбоксиметилцеллюлозы 
(КМЦ); 50 % раствор сахарозы; смесь 1 % раствора КМЦ, 
50 % раствора сахарозы; смесь 1 % раствора КМЦ, 50 % 
раствора сахарозы и 1 % активированного угля.

Чистоту микробных культур в процессе работы опре-
деляли как по морфологическим признакам (морфология 
колоний на чашках и клеток ризобий в фиксированном 
мазке), так и с помощью молекулярно-генетической иден-
тификации (анализ последовательностей гена 16S рРНК). 
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ДНК ризобий выделяли методом CTAB (Doyle J.J., 
Doyle J.L., 1987, 1990). Секвенирование общей ДНК штам-
мов RZ300 (BioProject PRJNA1266151) и 634б (BioProject 
PRJNA1334995) осуществляли методом 3-го поколения 
(Oxford Nanopore Technologies, Великобритания). Сборку 
и аннотацию полногеномных данных выполняли с при-
менением современных биоинформатических методов: 
flye, SPAdes, mauveAligner, GeneMark, Prokka, EggNOG-
mapper.  По  результатам биоинформатического анализа 
произвели аннотирование в Генбанк полногеномных по-
следовательностей штаммов.

Статистическую обработку данных проводили с исполь-
зованием библиотеки SciPy, а визуализацию результатов – 
с помощью библиотеки matplotlib языка Python.

Результаты
На первом этапе исследований был определен титр клеток 
изучаемых штаммов в соответствующих бактериальных 
суспензиях на момент приготовления рабочих растворов. 
Он составлял: 1.8 ± 0.24 млрд КОЕ/мл для штамма 634б; 
1.77 ± 0.29 млрд КОЕ/мл для штамма 640; 2.0 ± 0.19 млрд 
КОЕ/мл для штамма RZ300.

Для демонстрации специфического влияния на выжива-
емость изучаемых штаммов в процессе их высыхания про-
ведена оценка жизнеспособности ризобий на семенах сои 
сорта ЭН Аргента и на стеклянных шариках (результаты 
представлены на рис. 1). Показано, что на стеклянных ша-
риках жизнеспособные клетки сохраняются в количестве 
нескольких тысяч КОЕ на один шарик лишь в течение 3 ч 
после инокуляции и почти полностью погибают уже через 
сутки после обработки. В то же время на семенах сохраня-
ются десятки тысяч жизнеспособных клеток спустя сутки 
после обработки. При этом разница в жизнеспособности 
клеток разных штаммов не является статистически зна-
чимой; рассчитанная F-статистика (2.67) < критического 
значения F (3.89) при 5 % уровне значимости.

На втором этапе исследований изучали возможное влия
ние семян трех сортов сои на динамику жизнеспособности 
клубеньковых бактерий без добавления защитных ком
позиций (рис. 2). При обработке семян 10 % раствором 
инокулянта в норме 10 л/т спустя 168 ч после инокуляции 
клетки штамма RZ300 сохраняются на семенах сои сор
тов ЭН Аргента, Бара и Пруденс в количестве 16, 14 и 
21 тыс. КОЕ на одно семя соответственно. В то же время 
для штаммов 634б и 640 этот показатель не превышал 
(соответственно) 3, 6 и 2 тыс. КОЕ на одно семя.

Анализ жизнеспособности трех штаммов B. japonicum 
на разных сортах сои через 168 ч после обработки по-
казал, что для сорта ЭН Аргента количество жизнеспо-
собных клеток штамма RZ300 (X = 15.67 тыс. КОЕ/ семя) 
статистически значимо превышает (НСР = 5.19; p < 0.05) 
таковое у штаммов 634б (X = 2.00 тыс. КОЕ/семя) и 640 
(X = 2.67 тыс. КОЕ/семя). Аналогичные закономерности 
наблюдались для сортов Бара и Пруденс. Штамм RZ300 
продемонстрировал статистически значимо более высокую 
жизнеспособность клеток на сортах Бара (X = 14.00 тыс. 
КОЕ/семя; НСР = 4.85) и Пруденс (X = 21.33 тыс. КОЕ/

Рис. 1. Жизнеспособность клеток изучаемых штаммов на 
семенах сои сорта ЭН Аргента и стеклянных шариках спустя 
24 ч после инокуляции.

семя; НСР = 3.20) по сравнению со штаммами 634б и 640, 
между которыми существенных различий не обнаружено. 
Через 336 ч число бактерий штамма RZ300 на семенах всех 
сортов исчислялось тысячами КОЕ/семя, в то время как 
жизнеспособные клетки штаммов 634б и 640 выделить с 
семян не удавалось. Схожая закономерность наблюдалась 
и для 100 % растворов инокулянтов изучаемых штаммов, 
с поправкой на изначально большее количество нанесен-
ных клеток.

На третьем этапе исследования было изучено влияние 
различных защитных композиций и температурного ре-
жима на жизнеспособность клеток штамма RZ300, про-
демонстрировавшего лучшие показатели выживаемости 
на инокулированных семенах. На рис. 3 показано, что с 
ростом температуры увеличивается скорость гибели кле
ток. При этом карбоксиметилцеллюлоза является относи-
тельно малоэффективным протектором клеток, в то время 
как сахароза и композиции на ее основе существенно уве
личивают устойчивость бактерий к высыханию на семе
нах. Для температуры +5 °С, демонстрирующей наимень-
ший контраст между средними значениями по вариантам 
протектора, показано, что варианты с сахарозой обеспе-
чивают жизнеспособность клеток достоверно выше (при 
5 % уровне значимости) по сравнению с 1 % карбокси-
метилцеллюлозой, при этом разница между различными 
вариантами с сахарозой была незначима. Таким образом, 
можно предположить, что именно сахароза оказывает наи
больший защитный эффект в отношении бактерий, подвер- 
гающихся высыханию на семенах. Соответственно, по-
средством композиций на основе сахарозы можно еще 
больше повысить устойчивость штамма RZ300 к высы-
ханию на семенах.

Наконец, с целью выявления особенностей генома 
штамма RZ300, которые могут быть ответственны за его 
устойчивость к высыханию, был выполнен сравнительный 
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анализ его полного генома с геномом менее устойчивого 
штамма 634б. 

Результаты полногеномного секвенирования штамма 
RZ300 депонированы в NCBI (BioProject PRJNA1266151). 
Размер кольцевой хромосомы – 9 199 961 п. о. Общее число 
генов равно 9643, из них кодирующие – 5736, значительная 
часть – 3842 – относится к псевдогенам. Результаты пол
ногеномного секвенирования штамма 634б также депо-
нированы NCBI (BioProject PRJNA1334995). Сравнение 
геномов штаммов RZ300 и 634б было выполнено с помо-
щью программного обеспечения – RAST (Rapid Annotation 
using Subsystem Technology) server. В таблице приведены 
дифференциально представленные гены, специфические 
для изученных штаммов. 

Обсуждение
В сельскохозяйственной практике потенциал продуктив-
ности бобово-ризобиального симбиоза возможно реали-
зовать только при обеспечении высокой выживаемости 
бактерий на инокулированных семенах до их высева в 
почву. При этом, несмотря на высокую прикладную зна-
чимость вопроса устойчивости клубеньковых бактерий 
к высыханию на семенах, это направление исследований 
остается малоизученным как в отечественной, так и в за-
рубежной научной литературе.

При использовании стеклянных шариков выявлено, 
что поверхность семян – более благоприятная среда для 
клубеньковых бактерий, чем инертная поверхность стекла. 
Это свидетельствует о том, что эволюционная история 

80

60

40

20

0

800

600

400

200

0

80

60

40

20

0

800

600

400

200

0

60

50

40

30

20

10

0

600

400

200

0

КО
Е*

10
3 /с

ем
я

КО
Е*

10
3 /с

ем
я

6346

640

RZ300

4 4 424 24 2448 48 4872 72 7296 96 96168 168 168336

Время,  прошедшее с  момента иннок уляции семян,  ч

ЭН Аргента (10 % инокулянт) Бара (10 % инокулянт) Пруденс (10 % инокулянт)

ЭН Аргента (100 % инокулянт) Бара (100 % инокулянт) Пруденс (100 % инокулянт)

336 336

Рис. 2. Динамика жизнеспособных клеток на семенах сои сортов ЭН Аргента, Бара, Пруденс, инокулированных 10 и 100 %  
растворами препаратов без добавления защитных композиций.

2000

1500

1000

500

1500

1000

500

0

2000

1500

1000

500

0

КО
Е*

10
3 /с

ем
я

Время,  прошедшее с  момента инок уляции семян,  ч

5 °C 15 °C 25 °C

24 24 2448 48 4872 72 72168 168 168240 240 240336 336 336

1

2

3

4

Рис. 3. Динамика жизнеспособности клеток RZ300 на семенах сорта ЭН Аргента в течение двух недель хранения при разных 
температурных режимах (5, 15, 25 °С) и составе полимерных протекторов (1 – 1 % КМЦ; 2 – 50 % сахароза; 3 – 1 % КМЦ + 50 %  
сахароза; 4 – 1 % КМЦ + 50 % сахароза + 0.5 % активированный уголь).



Yu.V. Kosulnikov, A.A. Kryukov, K.N. Berdysheva 
A.I. Kovalchuk, A.P. Yurkov, Yu.V. Laktionov

440 Вавиловский журнал генетики и селекции / Vavilov Journal of Genetics and Breeding • 2026 • 30 • 3

A production strain of soybean nodule bacteria RZ300  
B. japonicum, resistant to drying on the seed surface

симбиоза, кроме широко известных функций, связанных 
с вирулентностью и азотфиксацией, возможно, включала 
и развитие специфических функций, связанных с сохране-
нием жизнеспособности ризобий на поверхности семян, 
что, очевидно, имеет большое значение для обеспечения 
стабильности симбиоза. 

Интересно отметить, что по данным, полученным в на- 
стоящем исследовании, сорт семян не влияет на динамику 
снижения числа клеток, тогда как штаммы бактерий зна-
чительно различаются по устойчивости к высыханию. Это 
указывает, во-первых, на консервативность механизмов 
(со стороны растения), обеспечивающих сохранность ри
зобий на поверхности семян, а во-вторых, – на перспек-
тивность селекции штаммов инокулянтов по признаку 
устойчивости к высыханию как способа повышения их 
технологичности, т. е. интеграции с существующими агро-
технологическими схемами, на что до настоящего времени 
обращали очень мало внимания.

В настоящем исследовании мы показали, что в обеспе
чение выживаемости ризобий на инокулированных семе
нах значительный вклад может внести подбор эффектив

ных защитных композиций и методов обработки семян. 
Так, повышение нормы расхода инокулянта в 10 раз при- 
водило к пропорциональному увеличению числа жизне
способных клеток на семенах на всем протяжении иссле
дуемого периода. Однако общая динамика гибели клеток 
оставалась схожей с таковой при использовании 10 % рас-
творов. Это позволяет предположить отсутствие выражен-
ного защитного эффекта экзополисахаридов, вносимых 
с увеличенным объемом инокулянта, на осмотическую 
устойчивость штаммов.

Обнаружено, что динамика сокращения числа жизне-
способных бактерий на семенах замедляется со снижением 
температуры, а также при условии добавления защитных 
полимерно-углеводных композиций, в частности на основе 
50 % сахарозы. Таким образом, понижением температуры 
и добавлением сахарозы при обработке семян сои можно 
добиться увеличения числа жизнеспособных клеток на 
семени к моменту его заделки в почву.

При сравнительном анализе геномов штаммов RZ300 
и 634б выявлены следующие различия. По группе генов 
«реакции на стресс» устойчивый к высыханию RZ300 

Сравнительный анализ генов по функциональным группам у устойчивого и чувствительного к высыханию  
штаммов RZ300 и 634б B. japonicum

Функциональная группа генов Имеются только 

у штамма RZ300 у штамма 634б

Реакция на стресс opgC, opgG2, bphP, hflX LTC4S, katA, tehA

Углеводы nagE, nagB, nagA, hatA, livK, malF, thiH, 
hbd, bdh, ribB, gadh, gcdC, gcd, deoC

bkdA, bkdВ, bkdC, bkdD, actP, hpr, ppsA, malK, 
fixX, xylR

Подсистемы на основе кластеризации tseT, rny, fixО, trmE, dgkA aepA, rtxC, minE, rad50, mre11

Метаболизм ДНК vsr yieH, yrrC, rep, pcrA, hup

Метаболизм РНК rpoE, mucD rpoH3, rnpA, mbl

Азотный обмен narB, narK, ntrC, norB nosD, nosF, nosR, nosL, nosY, nosZ, cynD, cynB, cynA

Метаболизм белков lgt, trnV hypC, ere

Мембранный транспорт oppF, oppD, oppA, dppC, livH, livM, livG, livF, 
nhaA

mgtA, trbB, trbC, trbD, trbE, trbJ, lapB, lapC, lapE, 
flpA, hrcU

Аминокислоты и производные potA, potI, urtA, ureJ, tdh prpA, atzA, arcA, arcD, odc, antA, hmg

Дыхание cydA, resA hupV, hupU, hoxX, hoxT, hoxA, hoxJ

Жирные кислоты, липиды, изопреноиды hbd –

Метаболизм ароматических соединений mucI, estA, hbaP, maoA bkdA

Вирулентность, болезнь и защита lodB, lodA, czcD, cusA, czcA, nccB, merR, cueO –

Метаболизм серы gshT, trkA –

Метаболизм железа tonB, fhuA –

Кофакторы, витамины, простетические 
группы, пигменты

pdhA, btuB bcd

Фаги, профаги terL –

Подвижность и хемотаксис cheA fliS

Разное cdhA, gpmA –

Примечание. Жирным шрифтом выделены гены, предположительно имеющие отношение к повышенной устойчивости штамма RZ300 
к стрессам.
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обладает генами opgC и opgG2, отвечающими за синтез 
осморегулируемых периплазматических глюканов, что 
напрямую объясняет его способность противостоять ос-
мотическому стрессу, в то время как осмочувствительный 
634б лишен этих генов. OpgC – белок, участвующий в 
биосинтезе осморегулируемых периплазматических глю
канов (OPGs), характерных для ряда бактерий. Эти глю-
каны играют важную роль в адаптации к осмотическому 
стрессу, а также участвуют в поддержании целостности 
клеточной оболочки, формировании биопленок и патоген-
ности. Возможно, именно роль этого гена в формировании 
биопленок и определяет устойчивость бактерий к высыха-
нию на семенах. Мутации в гене opgC могут приводить к 
изменениям в синтезе OpgC, что, в свою очередь, влияет 
на выживаемость бактерий в условиях осмотического 
стресса (Bontemps-Gallo, Lacroix, 2015). 

Среди других генов, которые потенциально могли бы 
быть вовлечены в контроль устойчивости к стрессу, у 
штамма RZ300 присутствует ген, кодирующий ГТФ-свя
зывающий белок, родственный HflX. Результаты послед-
них исследований указывают на роль HflX в определении 
устойчивости бактерий к макролидам и линкозамидам 
(Rudra et al., 2020). Обращает на себя внимание наличие у 
штамма RZ300 гена dgkA. Известно, что экспрессия гена 
dgkA связана с ускорением роста и выживаемости бакте-
рий в ответ на воздействие неблагоприятных факторов 
окружающей среды (Baker et al., 2021). В контексте мем-
бранного транспорта, устойчивый к высыханию штамм 
RZ300 демонстрирует более развитые системы импорта, 
включая транспортеры для олигопептидов (гены oppA, 
oppD, oppF), дипептидов (ген dppC) и аминокислот (livH, 
livM, livG, livF), а также имеет ген nhaA для регуляции 
Na+/H+-антипорта. Примечательно, что регуляция гена 
nhaA кишечной палочки Escherichia coli используется для 
получения трансгенных растений риса (Oryza sativa L. ssp. 
japonica) с повышенной устойчивостью к засолению, но 
пониженной – к засухе (Wu et al., 2005). 

Заметной особенностью RZ300 является наличие гена 
lgt, кодирующего фермент, участвующий в биосинтезе 
липопротеинов, что критически важно для поддержания 
целостности клеточной оболочки, а следовательно, и для 
устойчивости к стрессовым факторам. Показано, что сни-
жение уровня Lgt в клиническом штамме уропатогенной 
кишечной палочки приводит к повышению проницаемо-
сти внешней мембраны и увеличению чувствительности 
к сыворотке и антибиотикам (Diao et al., 2021). Наконец, 
у штамма RZ300 обнаружены ген cdhA, кодирующий 
холиндегидрогеназу, и ген gpmA, отвечающий за фосфо-
глицератмутазу, которые указывают на его способность 
поддерживать целостность клеточных мембран. 

В ряде исследований выявлено, что патогенные бак-
терии, мутантные по гену cdhA, обладают пониженной 
вирулентностью и устойчивостью к антибиотикам, воз-
действующим на клеточную стенку (Pancholi et al., 2010). 
Известно, что делеция в гене gpmA у E. coli приводит к 
специфической гиперчувствительности к H2O2, сравнимой 
с делецией основного гена-поглотителя H2O2 katG. При 
воздействии H2O2 транскрипция gpmA усиливается, что 

подчеркивает его роль в защите от окислительного стресса. 
В соответствии с этим, ген gpmA можно определить как 
элемент механизма защиты бактерий от окислительного 
стресса (Roth et al., 2022).

Таким образом, по результатам проведенного анализа 
генетических различий между осмоустойчивым штаммом 
RZ300 и осмочувствительным 634б было показано, что 
среди дифференциально представленных генов можно 
выделить большую группу, которая предположительно 
могла бы быть связана с контролем устойчивости. Из этих 
генов наибольший интерес представляют opgC и opgG2, 
отвечающие за синтез осморегулируемых периплазма-
тических глюканов, которые могут играть важную роль 
в определении устойчивости клубеньковых бактерий к 
высыханию на инокулированных семенах. Эти данные 
не только открывают перспективу в исследовании меха-
низмов устойчивости ризобий к высыханию, но и дают 
направления для экспериментов с переносом генетических 
конструкций, содержащих эти гены, в симбиотически эф
фективные штаммы ризобий для обеспечения их соответ-
ствия требованиям современных агротехнологий. 

Заключение
В настоящем исследовании детально изучена проблема 
обеспечения устойчивости ризобиальных штаммов-ино-
кулянтов к высыханию на поверхности инокулированных 
семян сои. Показано, что выживаемость штаммов ризобий 
на семенах сои, во-первых, существенно выше, чем на ней-
тральном носителе (стеклянных шариках), а во-вторых, не 
зависит от сорта сои. Выявлено, что главные различия по 
выживаемости связаны с самими штаммами, что указывает 
на важность селекции перспективных штаммов-инокулян-
тов именно по этому признаку. Разработаны оптимальные 
технологии применения защитных композиций, повышаю
щих устойчивость штаммов к высыханию на семенах. 
Для выяснения механизмов устойчивости штаммов к вы-
сыханию проведен сравнительный анализ полных геномов 
устойчивого и менее устойчивого штаммов. Обнаружены 
гены-кандидаты, которые потенциально могут быть во-
влечены в контроль данного признака. 

Особый интерес представляет наличие у устойчивого 
штамма RZ300 гена opgC, который отсутствует у менее 
устойчивого штамма 634б и, вероятно, играет роль в 
формировании устойчивости бактерий к высыханию на 
семенах. Предполагается, что ген opgC может служить 
молекулярным маркером устойчивости к высыханию 
бактерий на семенах и быть использован в будущем для 
целенаправленной селекции или генной модификации ри
зобиальных штаммов, применяемых в составе микробных 
препаратов.
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