Приложение 1
Результаты молекулярно-генетической идентификации штамма RSA-1
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             Идентификация штамма RSA-1 до вида 
                 с помощью анализа 16S РНК

Заказчик:   ФГБОУ ВО Красноярский Гау

Дата: 25.12.2020

Этапы работ
I. Рассев культуры заказчика до отдельной колонии и получение биомассы
для анализа 16S РНК
I. Выделение ДНК.
II. Выбор праймеров и режимы ПЦР.
Консервативные праймеры  для наработки 16S rDNA – 
8f – aga gtt  tga tcc tgg ctc ag
926r - ccg tca att cct ttr agt tt
с режимами реакции:
95оС -3мин.
35 циклов
      95оС -30 сек.
      57оС -30 сек.
      72оС- 1 мин. 30 сек. 
3.   72оС - 5мин
III. Секвенирование 16S rDNA, сравнение секвенсов 
Секвенирование проводится на автоматическом секвенаторе АЕ3000.
Для анализа секвенсов используются специализированные филогенетические компьютерные программы.
Стабильность воспроизведения результатов. Проводится не менее трех повторов ПЦР-реакций.
Условия электрофореза ПЦР исследуемых образцов.
1,0% агарозный гель, электрофорез при напряженности электрического поля 5 В/см     

1. Секвенирование вариабельных участков 16S rDNA. 

  При секвенировании вариабельных участков 16S rDNA получена следующая собранная нуклеотидная последовательность для исследуемого штамма:
AGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTGCAGCACTAAGGGGCGGAAACCCCCTAACACTTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCGCTCCCCACGCTTTCGCTCCTCAGCGTCAGTTACAGACCAGAGAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCACATCTCTACGCATTTCACCGCTACACGTGGAATTCCACTCTCCTCTTCTGCACTCAAGTTCCCCAGTTTCCAATGACCCTCCCCGGTTGAGCCGGGGGCTTTCACATCAGACTTAAGAAACCGCCTGCGAGCCCTTTACGCCCAATAATTCCGGACAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTGGTTAGGTACCGTCAAGGTGCCGCCCTATTTGAACGGCACTTGTTCTTCCCTAACAACAGAGCTTTACGATCCGAAAACCTTCATCACTCACGCGGCGTTGCTCCGTCAGACTTTCGTCCATTGCGGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGATCACCCTCTCAGGTCGGCTACGCATCGTYGCCTTGGTGAGCCATTACCTCACCAACTAGCTAATGCGCCGCGGGTCCATCTGTAAGTGGTAGCCGAAGCCACCTTTTATGTTTGAACCATGCGGTTCAAACAAGCATCCGGTATTAGCCCCGGTTTCCCGGAGTTATCCCAGTCTTACAGGCAGGTTACCCACGTGTTACTCACCCGTCCGCCGCTAACATCAGGAGCAAGCTCCCATCTGTCCGCTCGACTTGCATGTATTAGGCACGCCGCCCAGCGTTCGTCCTGAGCAGG

б) Аназиз результатов секвенирования и построение дерева родства.
Первичный скрининг по базе данных GenBank и RDP-II показал, что исследуемый штамм  принадлежит к следующим систематическим группам Bacteria; Firmicutes; Bacillales; Bacillaceae; Bacillus, причем гомология с некоторыми видами рода Bacillus составляет 99%.
Последовательности были выровнены с соответствующими последовательностями ближайших видов бактерий, доступными из базы данных GenBank.
Результаты обработки секвенсов при помощи компьютерной программы находящейся на сайте RDB II (Ribosomal Database Project II), предназначенной для определения родства микроорганизмов и построения филогенетических деревьев,  представляются в графическом виде.

S000012241     0.997 0.987 1440  Bacillus vallismortis (T); DSM11031; AB021198
S000014133     0.999 0.973 1426  Bacillus atrophaeus (T); JCM9070; AB021181
S002222255     0.996 0.980 1447  Bacillus amyloliquefaciens (T); DSM7; FN597644
S002222257     0.996 0.980 1447  Bacillus amyloliquefaciens (T); DSM7; FN597644
S002222259     0.996 0.980 1447  Bacillus amyloliquefaciens (T); DSM7; FN597644
S002222261     0.996 0.980 1447  Bacillus amyloliquefaciens (T); DSM7; FN597644
S002222263     0.996 0.980 1447  Bacillus amyloliquefaciens (T); DSM7; FN597644
S002222267     0.996 0.980 1447  Bacillus amyloliquefaciens (T); DSM7; FN597644
S002222270     0.996 0.980 1447  Bacillus amyloliquefaciens (T); DSM7; FN597644
S004067892     0.996 0.980 1456  Bacillus amyloliquefaciens (T); DSM7; FN597644
S004067893     0.996 0.980 1456  Bacillus amyloliquefaciens (T); DSM7; FN597644

Дальнейший анализ по RDP II 16S рРНК базе данных показал гомологию с теми же видами бактерий. 
Критерием отнесения микроорганизма к тому или иному виду считается гомология не менее 97%. По этому критерию исследуемый штамм можно отнести к нескольким видам рода Bacillus.
Для точной идентификации исследуемых штаммов был использован метод идентификации с помощью видоспецифических праймеров.
      Идентификация с помощью видоспецифических праймеров
При проведении реакции ПЦР были использованы следующие праймеры.
Таблица1

	Название микроорганизма
	 Праймерй для идентификации
	 T отжига праймеров
	Размер амплификата, н.п.

	Bacillus subtilis 
	secYsubF TTATATCACGGCTTCGAT
secYsubR CGGTAGTTTCGTTTCACCA
	57 C
	1050

	Bacillus amyloliquefaciens
	Bamy-f AAATCTGCCCGTATCGTCGGT
Bamy-r GTGAGCATTGGCGTCACGGCG
	60 С
	747

	Bacillus licheniformis
	secYlichF TTACATCACAGCTTCTAT
secYlichR CGATAGTTTCGTTTTACCA
	57 С
	1050

	Bacillus atrophaeus
	Batr-f CACCCTCACGGAGATTCCGCA
Batr-r  AATTCTTTCTTTCCCTGATGG
	54 С
	541

	Bacillus mojavensis
	Bmoj-f CGTTATCGTATCCCGGGCA
Bmoj-r AAAATTCTTTCTTTCCCTGAC
	60 С
	685

	Bacillus vallismortis
	Bval-f СGGATGTTCGTGACGGTTTAC
Bval-r  CCGCAGTCGGGAAGTCAGGA
	60 С
	538

	Bacillus sonorensis
	Bson-f CTTGTTCAAGGCCATGGG
Bson-r CCAAATGATGTTTGAAGT
	57 С
	684



Режим амплификации:

1) Денатурация:            t=940С, τ=5 минут
2)    . Lyzaeентируется чстичном аниятрации а) Денатурация:        t=940С, τ=40 секунд
       б) Отжиг: 
 (
30 циклов
)Условия отжига:
Температура отжига для пары праймеров см. таблицу 1
Время отжига 30 секунд
       в) Достраивание цепи: t=720С, τ=20секунд
3)    Достраивание цепи:     t=720С,  τ=5 минут

Электрофоретическое разделение фрагментов. 
Чтобы увидеть амплификат провели электрофорез при напряжении 5V/см
3  в течение 30 минут. Для этого готовят 1% агарозу. В качестве электрофоретического
буфера использовали 1 кратный раствор ТАЕ (на 1 л 50х ТАЕ : трис основной 242г, ледяная уксусная кислота 57мл, ЭДТА 14, 6г  pH-8.0). 1 г агарозы на 100 мл ТАЕ буфера нагревали
до полного растворения. Затем немного остывшую агарозу разливали в планшеты с гребенкой до
застывания. Сверху застывшего геля заливали 1х разбавленный раствор ТАЕ. В
лунки агарозы вносили 5 мкл исследуемого образца, который окрашивали
загрузочным буфером «loading buffer».

    Результаты работы представлены на рисунке 1 

Рисунок 1 ПЦР-анализ исследуемого штамма с использованием видоспецифических праймеров 


  1     2                       
1. PCR-фрагмент при использовании праймеров Batr-f  иBatr-r  
2 . Маркер 1kb DNA GeneRuler (10000, 8000, 6000, 5000, 4000, 3500, 3000, 2500, 2000, 1500, 1000, 750, 500, 250 п.н., снизу вверх)      

     Наработка фрагмента размером 541 п.н. при использовании праймеров Batr-f  иBatr-r  свидетельствует о том, что исследуемый штамм можно отнести к виду Bacillus atrophaeus.        
ЗАКЛЮЧЕНИЕ
По результатам проведенного анализа секвенсов вариабельных участков генов, кодирующих 16S рРНК, а также ПЦР анализа с использованием видоспецифических праймеров тестируемый штамм наиболее близок к виду Bacillus atrophaeus.
Для  исследования использовалась следующая литература:
1.Выделение ДНК для ПЦР
  PCR Protocols. A Guide to methods and applications . 
Innis M, Gelfand D., Sninsky J.p.14-15.
2. Условия ПЦР 
Каталог  MBI Fermentas 1998\1999, 146-157.
Pavlicek A et al "Fre-Tree-freeware program for construction of phylogenetic trees on the basis of distance data and bootstrap\jackknife analysis of tree robustness. " Application in the RAPD analysis of genus Frenkelia Folia Biol (Praha) 1999 45(3) 97-9.
3.Ribosomal Database Project II (http://www.cme.msu.edu)
4.International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology. 2001 51:1671-1679
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Приложение 2
Результаты молекулярно-генетической идентификации штамма RSA-13
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Идентификация штамма RSA-13 до вида с помощью анализа 16S РНК

Заказчик:   ФГБОУ ВО Красноярский Гау

Дата: 28.12.2020

Этапы работ
II. Рассев культуры заказчика до отдельной колонии и получение биомассы
для анализа 16S РНК
I. Выделение ДНК.
II. Выбор праймеров и режимы ПЦР.
Консервативные праймеры  для наработки 16S rDNA – 
8f – aga gtt  tga tcc tgg ctc ag
926r - ccg tca att cct ttr agt tt

с режимами реакции:
95оС -3мин.
35 циклов
      95оС -30 сек.
      57оС -30 сек.
      72оС- 1 мин. 30 сек. 
3.   72оС - 5мин
III. Секвенирование 16S rDNA, сравнение секвенсов 
Секвенирование проводится на автоматическом секвенаторе АЕ3000.
Для анализа секвенсов используются специализированные филогенетические компьютерные программы.
Стабильность воспроизведения результатов. Проводится не менее трех повторов ПЦР-реакций.
Условия электрофореза ПЦР исследуемых образцов.
1,0% агарозный гель, электрофорез при напряженности электрического поля 5 В/см     

1. Секвенирование вариабельных участков 16S rDNA. 
  При секвенировании вариабельных участков 16S rDNA получена следующая собранная нуклеотидная последовательность для исследуемого штамма:
GCSCACACYYAKTTCCYWACGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTAWCTAATCCTGTTCGCTCCCCACGCTTTCGCTCCTCAGCGTCAGTATCGGCCCAGAGATCCGCCTTCGCCACCGGTGTTCCTCCTGATATCTGCGCATTTCACCGCTACACCAGGAATTCCGATCTCCCCTACCGAACTCTAGCCTGCCCGTATCGAATGCAGACCCGGGGTTAAGCCCCGGGCTTTCACATCCGACGTGACAAGCCGCCTACGAGCTCTTTACGCCCAATAATTCCGGACAACGCTTGCGCCCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGGCGCTTCTTCTGCAGGTACCGTCACTTTCGCTTCTTCCCTGCTGAAAGAGGTTTACAACCCGAAGGCCGTCATCCCTCACGCGGCGTCGCTGCATCAGGCTTTCGCCCATTGTGCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGGTCGCCCTCTCAGGCCGGCTACCCGTCGTCGCCTTGGTAGGCCATCACCCCACCAACAAGCTGATAGGCCGCGGGCTCATCCTTCACCGCCGGAGCTTTCCACCACCAGACCATGCGGTCGGTGGTCGTATCCGGTATTAGACCCCGTTTCCAGGGCTTGTCCCAGAGTGAAGGGCAGATTGCCCACGTGTTACTCACCCGTTCGCCACTAATCCCCTCCCGAAGGAGGTTCATCGTTCGACTTGCATGTGTTAAGCRCGCCGCCAGCGTTCGTTCTTGAGCAGARAATCRAAACTCT

б) Аназиз результатов секвенирования
Первичный скрининг по базе данных GenBank и RDP-II показал, что исследуемый штамм  принадлежит к следующим систематическим группам: Bacteria; Actinobacteria; Streptomycetales; Streptomycetaceae; Streptomyces.

Последовательности были выровнены с соответствующими последовательностями ближайших видов бактерий, доступными из базы данных GenBank.
Результаты обработки секвенсов при помощи компьютерной программы находящейся на сайте RDB II (Ribosomal Database Project II), предназначенной для определения родства микроорганизмов и построения филогенетических деревьев,  представляются в графическом виде:  
[bookmark: _Hlk60139814]S000005383     0.995 0.955 1384  Streptomyces platensis (T); JCM 4662; AB045882
S000271819     0.999 0.965 1394  Streptomyces tubercidicus (T); type strain: DSM 40261; AJ621612
S000271820     0.999 0.970 1397  Streptomyces catenulae (T); type strain: DSM 40258; AJ621613
S000544230     0.999 0.955 1370  Streptomyces libani (T); type strain:LMG 20087; AJ781351
S000652138     0.999 0.955 1356  Streptomyces libani (T); NBRC 13452; AB184414
S000652203     0.999 0.969 1376  Streptomyces hygroscopicus (T); NBRC 13786; AB184479
S000652364     0.999 0.977 1378  Streptomyces caniferus (T); NBRC 15389; AB184640
S000711658     0.989 0.950 1388  Streptomyces sioyaensis (T); NRRL B-5408; DQ026654
S000711666     0.997 0.952 1389  Streptomyces ramulosus (T); NRRL B-2714; DQ026662
S000775866     0.992 0.954 1412  Streptomyces ruanii (T); NRRL B-12176T; DQ442530
Критерием отнесения микроорганизма к тому или иному виду считается гомология не менее 97%. По этому критерию исследуемый штамм можно отнести к нескольким видам рода Streptomyces.
Анализ филогенетического родства, построенный с использованием типовых штаммов близкородственных бактерий, с учетом биохимических и морфологических свойств показал, что наиболее близким к исследуемому штамму является вид Streptomyces hygroscopicus 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
По результатам анализа секвенсов вариабельных участков генов, кодирующих 16S рРНК, тестируемый штамм наиболее близок к виду Streptomyces hygroscopicus (99%). 
Для  исследования использовалась следующая литература:
1.Выделение ДНК для ПЦР
  PCR Protocols. A Guide to methods and applications . 
Innis M, Gelfand D., Sninsky J.p.14-15.
2. Условия ПЦР 
Каталог  MBI Fermentas 1998\1999, 146-157.
Pavlicek A et al "Fre-Tree-freeware program for construction of phylogenetic trees on the basis of distance data and bootstrap\jackknife analysis of tree robustness. " Application in the RAPD analysis of genus Frenkelia Folia Biol (Praha) 1999 45(3) 97-9.
3. Ribosomal Database Project II (http://www.cme.msu.edu)
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Приложение 3
Публикация авторского коллектива по теме "Разработка биопрепарата для защиты сои от грибных болезней в условиях Сибири" в журнале перечня ВАК
https://www.elibrary.ru/item.asp?id=43037690
[image: ]DOI: 10.36906/2311-4444/20-2/01




























Приложение 3 (продолжение)
[image: ]https://agris.fao.org/agris-search/search.do?recordID=R22020200146
 

Приложение 4
Публикация авторского коллектива по теме "Разработка биопрепарата для защиты сои от грибных болезней в условиях Сибири" в издании, входящем в базу Scopus
https://www.elibrary.ru/item.asp?id=43968959
DOI: 10.1088/1755-1315/548/4/042054 	
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Приложение 5
Публикации авторского коллектива по теме "Разработка биопрепарата для защиты сои от грибных болезней в условиях Сибири" в изданиях, входящих в базу РИНЦ
https://www.elibrary.ru/item.asp?id=44398982
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Приложение 5 (продолжение)
https://www.elibrary.ru/item.asp?id=44535090
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ELIBRARY ID: 43963359 DOL: 10, 1088/1755-1315/548/4/042054

BACTERIAL STRAINS FOR BIOLOGICAL CONTROL OF FUSARIUM ROOT ROT OF
‘SOVBEAN IN SIBERIA-

RODOVIKOV S A%, CHURAKOV A A, POPOVA N 11, ABDURATHMOV P O, KHIZHNYAK S Vi

Ekrasnoyarsk State Agrarian University, Krasnoyarsk, Russia

Tum: CraTon 5 cBoprye TpyaoS Korbeperym  Sobik: anWiGR]  Ton usnams: 2020
Crpau: 42054

CTOMHAK:

10P CONFERENCE SERIES: EARTH AND ENVIRONMENTAL SCIENCE
Il International Scentiic Conference: AGRITECH-III-2020: Agribusiness, Environmental Engineering
and Biotechnologies, Krasnoyarsk Scence and Technology City Hal of the Russian Urion of Scentiic and
Engieering Associtions. 2020

VsaaTenscreo: Insttute of Physics and 10P Publshing Liited

KOHOEPEHLIVS:

I INTERNATIONAL SCIENTIFIC CONFERENCE: AGRITECHIIT-2020: AGRIBUSINESS, ENVIRONMENTAL
ENGINEERING AND BIOTECHNOLOGIES
Volgograd, Krasnoyarsk, 18-20 woris 2020 roa

AHOTALMS:

Two strains of bacteria olated from agricutural soi n Yerisey Sieria were tested for ther abity
to suppress Fusarium root rot of soybean (Glycine max (L) Mer.) invitr . The strain RSA-1 statitically
sinificantly (7<0.001) reduced the disease inddence by 25 percentage poins in case of naturaly
infected soybean seeds and by 29 percentage points in case of artfically infected seeds. The strain
RSA-13 statitically signficantly (0<0.001) reduced the disease incidence by 32 percentage points in
case of naturally infected soybean seeds but did not affect the disease inddence in case of artfially
infected seeds. Both strains statisticall significantl stmulated growth of nfected plans. RSA-1s Gram-
posiive, mote, aerobic, rod-shaped spore forming bacterium belonging to. the Baclaceze famiy.

RSA-13 Is Gram-positive, aerobic, flamentous actinobacterium belonging to the Actnomycetaceae.
famiy. Both stains can be recommended for bidogical control of Fusarium root rot of soybean n Sieria

BBTVIOMETPUHECKVIE MOKASATENV:

© BxoanT 5PUHUS: 2z © Wmwposarwii s PUHU®: 0

© BxoauT 5 °apo PUHLS: 2z © Uvrvposarwit us aapa PUHLLS: 0

@ BxoauT 5 Scopus®: 2z © Wmuposarui s Scopus®: 0
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1 Hop. wiTHpyeNoCTS o Hanpasnero: © Bewns s peiiTunre no Hanpasnero:

© Temamiseckoe Hanpasnenve: Agriculture, forestry, fisheries
© Pybiovka [PHTU:  Cenacoe  necioe xo3siicTso / PacrenieBoacrao. (1anerirs)
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NEPCIIEKTHBbI HCIO/Ib30BAHIIS ABTOXTOHHDIX BAKTEPHIT /L1151
BHOTIOTHECKOH SALLINTBI COM OT FPHBHBIX GOMESHEI B NIPHEHHCEIICKOT CHENPH

PO/10BMKOB C. A.1%, OBCSHKMHA C. B.1, XUDKHSIK C. B.1, 4YPAKOB A. A1

£ Kpacospoai rocyaspCTBeHb arpapHe yBEpOITET

Tum: CraTos 5 cBoprye TpyaoS KoreperyM ik pycoust  [on wanas: 2020
Crpamus: 112-114
aK: s7.64

CTOMHAK:

VICCTIE/IOBAHIS MOTIOfIBX YEHX B B/O/IOMA M SKOMOMA
BoprK Hay-sx CTaTel N0 MaTepHana I MexayHapoaroli  XII PerHonansHoli Hay-Hoi
KOHEPEHIM, NOCSAENHOf 75-7Tino M106e! 5 Bevikoi OTexecTaerHof Sojte. Caparos, 2020
V313TensCTa0; OBLECTSO ¢ Orparierofi OTBETCTBEHHOCTL0 “AwpyT” (Capaos)

KOHOEPEHLIVS:

VICCTIE/IOBAHAS MOTIOfIBX YUEHX B B/OTIOMA M 3KOMOMA
Capatos, 13-17 anpens 2020 oz

KTIOHEBHIE CTIoBA:

(COS), TPYIHSIE BONESH, BUONIOYHECKVE MPEMAPATH, VONIOMVHECKVE METOLA,
AHTATOHVICTSI, SALLYATA PACTEHWIH

BBTVIOMETPUHECKVIE MOKASATENV:

© BxoanT 5PUHUS: 2z © Wmwposarwii s PUHU®: 0

© BxoauT 5 Aapo PUHLS: reT © Uvrposarwit us aapa PUHLLS: 0

© BxoauT 5 Scopus®: © Wmuposarwii s Scopus®:

© BxoauT 5 Web of Science®: @ Wymposarwii s Web of Science®:

1 Hop. wiTHpyeNoCTS o Hanpasnero: © Bewns s peiiTunre no Hanpasnero:

© Tenatnueckoe Hanpasnerve: Biological sciences.
© Pybovka [PHTU:  Bvonorya | TeopeTueckas Bonorua. (131er4r7)
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BJIMAHNE BAKTEPHASTbHBIX LUTAMMOB-AHTATOHHCTOB HA PASBHTHE
©Y3APHOZA  OBPAZOBAHHE KJYBEHBKOB ¥ COM

4YPAKOB AH/IPEH AHEIPEEBI, PO[OBUKOB CEPTEI ANEKCAHZPOBUYY,
TIONI0BA HATAJIbS! MXATTIOBHAL, XYDIHSIK CEPTEF BUTATIbEBMUL

£ Kpacospoai rocyaspCTBeHb arpapHe yBEpOITET

Tum: CraTos 5 cBoprye TpyaoS KoreperyM ik pycoust  [on wanas: 2020
Crpaus 138-141
aK: s7.64

CTOMHAK:

HAYHHO-TPAKTUHECKUE ACTEKTS PASBITUS AT
Marepuans: reoraneof Hay o Konbepertu. KpacHosper, 2020
ViaTencroo; Kpaciompau ocyaepeToera rpaprist yioeparTeT (Kpaciospes)

KOHOEPEHLIVS:

HAYUHO-TPAKTVMECKVE ACTIEKT PASBUTUAR ATIK
Kpacospos, 12 Hos6pa 2020 rona

KTIOHEBHIE CTIoBA:

COS), GY3APHO3, LUTAVME-AHTATOHVICTS, HORYIALIS, SOYBEAN, FUSARIOSIS, BACTERIAL
ANTAGONISTS, NODULATION

AHOTALMS:

BaKTEPASILS CoM COA SSAETEHHS 13 NECTHIX WAKPOBHX COOBUECTS wTamami-
SHTAOMACTaNN  CTATUCTIMEGW MB4NO CHIWIS PaBWTHE BY3apHOS3 M B ORHON Cyae
crimymposana HoaynaLuo
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BCepOCCHICKAR KOMINEKUR  MPOMBILINIEHHEIX
MUKpoOpranusMos (EPLl  BKIIM)
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