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Реферат. Приводится оценка влияния опрыскивания растений биопрепаратами на сум-
марный микробиом семян нового урожая. Исследования проводились на трех сорта  яровой пше-
ницы отечественной селекции – Йолдыз, Бурлак и Ульяновская-105. В качестве биологических 
препаратов использовались препараты на основе штаммов эндофитных бактерий выделенных из 
семян яровой пшеницы (Bacillus mojavensis PS17, Bacillus  velezensis KS25) и ярового ячменя 
(Bacillus velezensis KS31, Bacillus subtilis KS38). Обработка посевов яровой пшеницы проводилась 
в фазу выхода в трубку с использованием нормы расхода биопрепарата 1,0 л/га. Оценку влияния 
обработок на  грибной и бактериальный микробиом проводили с использованием методов коли-
чественной ПЦР с определением тотальной (суммарной) ДНК микроорганизмов на единицу веса 
семян. В большинстве случаев применение обработки эндофитными бактериями снижает вели-
чину тотальной ДНК микромицетов на семенах. Среди изучаемых изолятов особенно выделялся 
штамм Bacillus subtilis KS-38, который обеспечил значительное (в 7,7-11,1 раз)   уменьшение  
данного показателя на всех сортах. На сорте Ульяновская 105, существенный эффект (снижение 
почти в 47 раз), оказало применение Bacillus mojavensis PS-17, а на сорте Бурлак –                                     
Bacillus velezensis KS-31. На сортах Йолдыз и Ульяновская 105 наиболее сильное снижение                 
тотальной ДНК микромицетов отмечалось для эндофитов, полученных из семян яровой пшеницы 
(Bacillus mojavensis PS-17, Bacillus  velezensis KS-25), а на сорте Бурлак – эндофитов  из семян 
ярового ячменя (Bacillus velezensis KS-31 и Bacillus subtilis KS-38). Снижение суммарной ДНК 
микромицетов в опытах был обусловлен  использованием изучаемых биопрепаратов и в меньшей 
степени сортовыми особенностями. Для бактериального микробиома проявились сильные отли-
чия между сортами. Достоверный рост показателя тотальной ДНК бактерий на всех изучаемых 
сортах был у  Bacillus mojavensis PS-17 и Bacillus velezensis KS-31. Наибольший вклад в изменчи-
вость содержание суммарной ДНК бактерий в семенах оказал сорт (29,9%), а вклад биопрепара-
тов был ниже (25,5%). В опытах не было обнаружена корреляция между показателями                                              
тотальной ДНК микромицетов и бактерий в семенах яровой пшеницы. 

Ключевые слова: микробиом, бактериальный микробиом, грибной микробиом,                      
эндофитные бактерии, семена, сорта, яровая пшеница.    

широко применяемых биоагентов биопрепара-
тов относятся и бактерии рода Bacillus, обла-
дающих широким спектром активности как в 
отношении подавления развития фитопатоге-
нов, так и в стимулировании роста и развития 
различных культурных растений [13, 14, 15].    

В последние годы, все большее                         
распространение получила концепция 
«микробиома», представляющего собой сооб-
щество микроорганизмов, тесно связанное с 
растением хозяином и оказывающее много-
стороннее влияние на его рост, развитие и 
иммунитет [16]. Одной из проблем при приме-
нении биопрепаратов становится оценка их 
влияния на микробиом растений и его различ-
ных органов. В частности, отмечено положи-
тельное влияние обработки клубней на поч-
венный микробиом растений картофеля [17]. 
Вместе с тем, недсотаточно изученным ока-
зался вопрос влияния применения биопрепа-
ратов в период вегетации на микробиом семян 
нового урожая, что и определило необходи-
мость в соответствующих исследования. 

Условия, материалы и методы. В каче-
стве объекта исследований выступали  сорта 
яровой мягкой пшеницы (Triticum aestivum L) 
отечественной селекции – Йолдыз, Бурлак и 
Ульяновская 105. Сорта выращивались                                    
в 2022 году на опытных полях кафедры                    
растениеводства и плодоовощеводства 
(руководитель проф. М.Ф. Амиров) Агробио-
технопарка Казанского ГАУ с использованием                  

Введение. Анализ существующих тен-
денций в развитии защиты сельскохозяйствен-
ных культур от фитопатогенов и абиотических 
стрессов позволяет сделать вывод о значитель-
ном увеличении значения биологических ме-
тодов контроля [1, 2, 3]. В основе применения 
биопрепаратов в биологической защите расте-
ний лежит использование различных биологи-
ческих агентов, представляющих собой раз-
личные микроорганизмы или их сочетание 
(консорциумы) [4]. Выделение и оценка                  
эффективности различных микроорганизмов – 
потенциальных биоагентов биопрепаратов из 
различных природных источников, является 
одной из основных задач, стоящих перед сель-
скохозяйственной   микробиологией и                     
биотехнологией [5, 6]. 

К числу наиболее перспективных групп 
микроорганизмов, потенциальных биоагентов 
биопрепаратов, относятся эндофитные бакте-
рии и грибы [7, 8]. Тесная связь между расте-
нием-хозяином и эндофитными микроорганиз-
мами, обусловлена той ролью, которые они 
играют в различных биохимических и физио-
логических процессах растительного                           
организма. В частности, установлено положи-
тельное влияние эндофитных бактерий                                    
на устойчивость растений   к абиотическим 
стрессам и обеспеченность азотом [9], сниже-
ние развития инфекционных болезней [10, 11] 
и повышение урожайности сельскохозяй-
ственных культур [12]. К числу наиболее       
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агротехнологий рекомендованных зональной 
системы земледелия. В фазу кущения прово-
дилось опрыскивание растений биопрепарата-
ми с нормой 1,0 л/га по следующей схеме:             
1. Контроль – без обработки; 2. Bacillus moja-
vensis PS17; 3. Bacillus  velezensis KS25;                   
4. Bacillus velezensis KS31. 5.  Bacillus subtilis 
KS38. Эндофитные бактерии Bacillus mojaven-
sis PS17 и   Bacillus  velezensis KS25 были                
выделены из семян пшеницы, а                                      
Bacillus velezensis KS31, Bacillus subtilis KS38 – 
из семян ярового ячменя. Через 2 месяца по-
сле уборки были отобраны пробы семян, полу-
ченные на каждом из изучаемых вариантов. 

Выделение тотальной ДНК из растения. 
Для выделения тотальной ДНК, растительную 
биомассу перемалывали в жидком азоте с ис-
пользованием фарфоровой ступки и пестика. 
Далее 100 мг измельченной биомассы поме-
стили в пробирку, содержавшую 1 мл буфера 
[2% ЦTAБ, 100 mM Tris-HCl (pH 8.0), 1.4 M 
NaCl и 20 mМ ЭДТА]. Смесь инкубировали 
при температуре 60 °C в течение 1 часа и цен-
трифугировали 5 мин при 10.000 об/мин. Ото-
бранный супернатант помещали в новую сте-
рильную пробирку, в которую дополнительно 
добавляли 0,7 объема фенола и 1,4 объема 
хлороформа. Для разделения фаз смесь тща-
тельно перемешивали в течение 1 мин и                   
центрифугировали в течение 5 мин                                   
при 13000 об/мин. Полученную водную фазу 
отобрали и поместили в новую стерильную 
пробирку. К водной фазе добавили 0,6 объема 
изопропилового спирта. После тщательного 
перемешивания (в течение 1 мин), ДНК оса-
ждали центрифугированием при комнатной 
температуре в режиме 13000 об/мин                                
в течение 5 мин. Осадки дважды промывали 
70%-ным  этанолом, затем однократно                   
96%-ным этанолом путем добавления, переме-
шивания и последующего центрифугирования 
при 10000 об/мин в течение 1 мин. Осадки 
высушивали в твердотельном термостате при 
температуре 55°C и растворяли в 100 мкл                
ТЕ-буфера [10 mМ Трис-НCl, 1 mМ ЭДТА        
(pH 8.0)] при 60⁰С в течение 20 минут. Для 
дальнейшей очистки ДНК использовали набор 
cleanup mini DNA (Евроген, РФ) в соответ-
ствии с рекомендациями производителя. 

Приготовление стандартных растворов 
ДНК для построения калибровочной                 
кривой. Ст андарт ные раст воры ДНК для 
построения калибровочной кривой были при-
готовлены на основе чистого фрагмента бета-
актина и вариабельного участка V4 гена                
16S-рРНК, которые были амплифицированы 
из F. oxysporum f. sp. radicis-lycopersici (Forl) 
ZUM2407 и B. mojavensis PS17, соответствен-
но. Для этого, суммарная ДНК F. oxysporum f. 
sp. radicis-lycopersici ZUM2407 и B. mojavensis 
PS17 была выделена вышеуказанным мето-
дом. Амплификацию ДНК проводили в 50 мкл 
реакционной смеси, содержавшей 10 мкл                
5X qPCRmix-HS (Евроген, РФ), 0,4 мкМ           
конечной концентрацией каждого праймера, 

10 нг матричной ДНК и воды без нуклеаз. 
ПЦР амплификация была проведена                        
с использованием прибора Thermal Cycler sys-
tem (Bio-rad) со следующими условиями: 
начальная денатурация и активация ДНК-
полимеразы при 95°С в течение 3мин, за кото-
рыми следовали 30 ПЦР-циклов включающих 
в себя этап денатурации по 10 сек при 95°С, 
отжига 30 сек при 55 °С для праймеров фраг-
мента гена бета-актина [В-аctF (5’-
ATGTGCAAGGCCGGTTTCGC-3’)/В-аctR (5’-
TACGAGTCCTTCTGGCCAT-3’)] или 58°С 
для праймеров участка V4 гена 16S-рРНК [U-
F (5’- ACTCCTACGGGAGGAGCAGT-3’)/U-R 
(5’-  GTATTACCGCGGCTGCTGGCAC-3’)], 
элонгации 30 сек при 72°С с окончательным 
удлинением при 72°С в течение 5 мин. 

Визуализация амплифицированныx фраг-
ментов проводилась в 1,25 % агарозном геле, 
содержавшем бромистый этидий (из расчета               
5 мкл на 100 мл) в 1Х TBE буфере [890 мМ 
Трис-(гидроксиметил) аминометан, 890 mМ 
борная кислота, 20 mМ ЭДТА, pH 8.3]. После 
электрофореза фрагменты вырезали и очиcти-
ли с помощью набора Cleanup mini DNA 
(Евроген, РФ) в соответствии с рекомендация-
ми производителя.  

Оценка  обработок на сообщества гри-
бов. Влияние обработ ок на раст ит ельное 
грибное сообщества оценивали путем количе-
ственной оценки общей грибковой ДНК с по-
мощью количественной ПЦР. Бета-актин был 
использован в качестве таргетного гена.                
qPCR проводили в 25 мкл реакционной смеси, 
содержавшей 5 мкл qPCRmix-HS SYBR 
(Евроген, РФ), 0,4 мкМ конечной концентра-
цией прямого и обратного В-аctF/ В-аctR,                 
10 нг матричной ДНК, и воду без нуклеаз. Ам-
плификацию проводили с использованием 
прибора CFX96 Touch Real-Time PCR                     
(Bio-rad, США) со следующими условиями: 
начальная денатурация и активация                          
ДНК-полимеразы 95°С в течение 10 мин, за 
которыми следовали 40 ПЦР-циклов включа-
ющих в себя этап денатурации по 10 сек                  
при 95°С, отжига праймеров фрагмента гена 
бета-актина 15 сек при 61 °С, элонгации 30 сек  
при 72°С с окончательным удлинением                           
при 72 °С в течение 5 мин. Анализ кривой 
плавления строили при повышении темпера-
туры от 65°С до 95°С с регистрацией интен-
сивности флуоресценции с шагом 0,5°С                  
(5 секунд на шаг). Стандартные кривые                        
строили путем построения логарифмов                  
значений шести последовательных                           
десятичных  разведений очищенного фрагмен-
та ДНК гена бета-актина. 

Влияние обработок на сообщества бак-
терии. Влияние обработ ок на бакт ериаль-
ное сообщества растений оценивали путем 
количественной оценки общей бактериальной 
ДНК с помощью количественной ПЦР. Вариа-
бельный участок V4 гена 16S рРНК бактерии 
был использован в качестве таргетного гена. 
QPCR проводили в 25 мкл реакционной смеси, 
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содержавшей 5 мкл qPCRmix-HS SYBR 
(Евроген, РФ), 0,4 мкМ конечной концентра-
цией прямого и обратного U-F/ U-R, 10 нг мат-
ричной ДНК, и воду без нуклеаз. Амплифика-
цию проводили с использованием прибора 
CFX96 Touch Real-Time PCR (Bio-rad, США) 
со следующими ПЦР-условиями: 95°С в тече-
ние 10 мин, за которой следовали 40 циклов 
включающих в себя этап денатурации                      
по 10 сек при 95°С, отжига праймеров фраг-
мента гена бета-актина 15 сек при 58°С, элон-
гации 30 сек при 72°С с окончательным                   

удлинением при 72°С в течение 5 мин. Анализ 
кривой плавления строили при повышении 
температуры от 65°С до 95°С с регистрацией 
интенсивности флуоресценции с шагом 0,5°С                 
(5 секунд на шаг). Стандартные кривые строи-
ли путем построения логарифмов значений 
пяти последовательных десятичных разведе-
ний вариабельного участка V4 гена 16S рРНК. 

Результаты и обсуждение. Результаты 
определения суммарной ДНК грибов в семе-
нах различных сортов яровой пшеницы пред-
ставлены в таблице 1  

Таблица 1 – Содержание тотальной й ДНК микромицетов в семенах яровой пшеницы                         
различных сортов (пг/нг тотальной ДНК), х 10-7 2022 г 

Вариант Йолдыз Бурлак Ульяновская 105 
Контроль 38,8 ±1,01 28,9 ± 4,97 46,5 ± 3,52 
Bacillus mojavensis PS-17 5,32 ± 0,42 25,6 ± 4,75 0,93 ± 0,06 
Bacillus  velezensis KS-25 7,23 ± 0,36 12,3 ± 4,99 2,56 ± 0,32 
Bacillus velezensis KS-31 30,1 ± 2,13 2,04 ±0,12 21,2 ± 3,64 
Bacillus subtilis KS-38 4,99 ±0,13 2,55 ± 0,27 5,3 ± 0,39 

В результате исследований было установ-
лено, что при применении эндофитных микро-
организмов при опрыскивании, в большинстве 
случаев отмечается снижение тотальной ДНК 
микромицетов на семенах, но степень такого 
воздействия различается между штаммами. 
Среди изучаемых изолятов особенно выделял-
ся штамм Bacillus subtilis KS-38, который обес-
печил значительное (в 7,7 -11,1 раз в зависи-
мости от сорта) снижение данного показателя. 
Для других штаммов, на разных сортах                 
эффект отличался. Так на сорте Ульяновская 
105, существенный эффект (снижение                     
почти в 47 раз), оказало применение                                     
Bacillus mojavensis PS-17, а на сорте Бурлак –  
Bacillus velezensis KS-31. При сравнении              
эффекта от применения штаммов с точки зре-
ния их происхождения, то также отмечаются 
различия полученных результатов по сортам. 

Так, если на сортах Йолдыз и Ульяновская 105 
наиболее сильное снижение тотальной ДНК 
микромицетов отмечалось для эндофитов, 
полученных из семян яровой пшеницы 
(Bacillus mojavensis PS-17, Bacillus  velezensis 
KS-25), то на сорте Бурлак – для эндофитов  
из семян ярового ячменя (Bacillus velezensis    
KS-31 и Bacillus subtilis KS-38). С целью оцен-
ки вклада каждого из факторов (сорта, обра-
ботка растений) применяли дисперсионный 
анализ. Результаты оценки показали, что 
вклад сорта в изменчивость показателя соста-
вил менее 1%, а вклад биопрепаратов – 69,4%. 
Таким образом, снижение суммарной ДНК 
микромицетов в опытах был обусловлен  ис-
пользованием изучаемых биопрепаратов.                 
В таблице 2 представлены данные по оценке 
влияния применения биопрепаратов на бакте-
риальный микробиом семян яровой пшеницы.  

Таблица 2 – Содержание тотальной   ДНК бактерий в семенах яровой пшеницы различных 
сортов (пг/нг тотальной ДНК), х 10-7 2022 г 

Вариант Йолдыз Бурлак Ульяновская 105 
Контроль 19,82 ± 5,86 3,93 ± 0,94 4,11 ± 0,71 
Bacillus mojavensis PS-17 38,43 ± 0,56 11,25 ± 3,15 6,29 ± 0,24 
Bacillus  velezensis KS-25 9,12 ± 1,21 3,94 ± 0,27* 5,52 ± 0,86* 
Bacillus velezensis KS-31 47,31 ± 0,73 9,35 ± 2,36 17,64 ± 3,51 
Bacillus subtilis KS-38 4,25 ± 0,27 2,47 ± 0,96* 28,11 ± 4,10 

Примечание: * – значения не достоверны в сравнении с контролем при Р=0,05. 

В отличие от показателей для микромице-
тов, для бактериального микробиома прояви-
лись значительные отличия между сортами. 
Так в контроле для сорта Йолдыз показатель 
содержания ДНК бактерий на семенах был                  
в 4,8-5,0 раз выше, чем у сортов Бурлак и       
Ульяновская 105. Между изучаемыми штам-
мами проявились отличия по влиянию                       
на показатель в зависимости от сорта. Досто-
верный рост показателя на всех изучаемых 
сортах  был у  Bacillus mojavensis PS-17 и                                                           
Bacillus velezensis KS-31. Для Bacillus                          
velezensis KS-25 показатели были ниже или            

на уровне контроля, а для  Bacillus subtilis                   
KS-38 увеличение отмечалось только на сорте 
Ульяновская 105. Анализ результатов диспер-
сионного анализа показал, что наибольший 
вклад в изменчивость содержание суммарной 
ДНК бактерий в семенах оказал сорт (29,9%), 
а вклад биопрепаратов был ниже (25,5%).                  
С точки зрения источников получения                     
эндофитных бактерий, только на сорте                              
Ульяновская 105 некоторое преимущество 
имели штаммы, выделенные из семян                         
ярового ячменя.  

Для оценки зависимости между                           
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значениями тотальной ДНК микромицетов и 
бактерий был проведен корреляционный ана-
лиз, который показал отсутствие тесной кор-
реляции между ними (r= 0,13).  

Выводы. Проведенные исследования 
показали, что опрыскивание растений яровой 
пшеницы различными биопрепаратами на ос-
нове эндофитных бактерий рода Bacillus ока-
зывает различное влияние на грибной и бакте-
риальный микробиом семян. Так, если в отно-
шении микромицетов обработка снижает  ве-
личину тотальной ДНК, независимо от сорта, 
то для бактериального микробиома, в первую 
очередь оказывает влияние сорт, а характер 

действия эндофитных бактерий определялся 
их видом. Увеличение суммарной ДНК                     
бактерий на всех сортах происходило                      
для  Bacillus mojavensis PS-17 и Bacillus vele-
zensis KS-31. Зависимость величины суммар-
ной ДНК микромицетов и бактерий в семенах 
яровой пшеницы в опытах не обнаружена. 

Работа выполнена в рамках реализации 
проекта «Генетическая технология                       
селекции микроорганизмов и конструирова-
ния консорциумов на их основе                                    
для создания       биопрепаратов в растение-
водстве» (уникальный идентификатор кон-
тракта RF-1930.61321X0001). 
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EVALUATION OF THE INFLUENCE OF THE USE OF BIOLOGICAL PREPARATIONS DURING  

THE VEGETATION PERIOD ON THE MICROBIOME OF SPRING WHEAT SEEDS 
R. J. Diabankana, R. I. Safin 

 
Abstract. An assessment is made of the effect of spraying plants with biological products on the total microbi-

ome of seeds of a new crop. The studies were carried out on three varieties of spring wheat of domestic breeding - Yoldyz, 
Burlak and Ulyanovsk-105. Preparations based on strains of endophytic bacteria isolated from seeds of spring wheat 
(Bacillus mojavensis PS17, Bacillus velezensis KS25) and spring barley (Bacillus velezensis KS31, Bacillus subtilis KS38) 
were used as biological preparations. The treatment of spring wheat crops was carried out in the phase of entry into                  
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the tube using the biological product consumption rate of 1.0 l/ha. The impact of treatments on the fungal and bacterial 
microbiome was assessed using quantitative PCR methods with the determination of the total (total) DNA of microorgan-
isms per unit weight of seeds. In most cases, the use of treatment with endophytic bacteria reduces the amount of total 
micromycete DNA on seeds. Among the studied isolates, the Bacillus subtilis KS-38 strain was especially distinguished, 
which provided a significant (7.7-11.1 times) decrease in this indicator in all varieties. Bacillus mojavensis PS-17 had                   
a significant effect (a decrease of almost 47 times) on the Ulyanovska 105 variety, and Bacillus velezensis KS-31 on the 
Burlak variety. On varieties Yoldyz and Ulyanovska 105, the most significant decrease in the total DNA of micromycetes 
was noted for endophytes obtained from spring wheat seeds (Bacillus mojavensis PS-17, Bacillus velezensis KS-25), and 
on variety Burlak, endophytes from spring barley seeds (Bacillus velezensis KS-31 and Bacillus subtilis KS-38). The de-
crease in the total DNA of micromycetes in the experiments was due to the use of the studied biological products and, to a 
lesser extent, varietal characteristics. For the bacterial microbiome, there were strong differences between varieties.                        
A significant increase in the total DNA of bacteria in all studied varieties was in Bacillus mojavensis PS-17 and                       
Bacillus velezensis KS-31. The variety (29.9%) made the greatest contribution to the variability in the content of total bac-
terial DNA in seeds, and the contribution of biological preparations was lower (25.5%). In the experiments, no correlation 
was found between the indicators of the total DNA of micromycetes and bacteria in spring wheat seeds. 

Key words: microbiome, bacter ial microbiome, fungal microbiome, endophytic bacter ia, seeds, var ieties,           
spring wheat. 
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