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Исследованы физиолого-биохимические и молекулярно-генетические свойства бактерий Bacillus pumilus, 
изолированных из растений с признаками бактериального поражения, и штаммов, выделенных из почвы на 
территории Беларуси. Установлено, что изоляты из растений незначительно отличались от почвенных штаммов 
по фенотипическим признакам, вариации касались только целлюло- и пектолитической активности. Однако 
типирование с помощью RAPD- и REP-ПЦР выявило высокую генетическую гетерогенность исследованных 
штаммов, что может свидетельствовать о вариабельности структуры геномов бактерий B. pumilus из различных 
мест обитания. 
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Physiological biochemical and molecular genetic properties of Bacillus pumilus bacteria isolated from affected plants 
and soil in Belarus have been studied. There were no significant phenotypical differences between bacteria isolated from 
plants and soil, only distinctions in cellulolytic and pectolytic activity were observed. However, RAPD- and REP-PCR 
typing revealed high genetic heterogeneity of studied isolates, which may indicate variability of genome structure of 
B. pumilus bacteria from various habitats.
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введение
В настоящее время отмечается значительный рост числа исследований, объектом которых являются 

бактерии Bacillus pumilus. Основной интерес к представителям данного вида связан со способностью 
отдельных штаммов продуцировать биологически активные вещества. Ряд внеклеточных ферментов 
B. pumilus, в том числе щелочная сериновая протеаза [1], ксиланаза [2], карбоксиметилцеллюлаза [3], 
β-маннаназа [4], лакказа [5], могут найти применение в различных областях биотехнологической про-
мышленности. Синтез вторичных метаболитов с выраженной антибактериальной активностью и физио-
логически активных регуляторов роста растений делает представителей этого вида перс пективными 
для разработки средств биологического контроля [6; 7] и препаратов, стимулирующих рост расте-
ний [8–10]. В то же время в литературе описаны случаи развития тяжелых форм бактериемии и сеп-
сиса [11–13], пищевых отравлений [14], карбункулоподобных поражений кожных покровов [15], вы-
званных B. pumilus. Обнаружены штаммы B. pumilus, являющиеся причиной заболевания растений, 
на территории Египта [16], Мали [17], Китая [18; 19], Испании [20], Турции [21], Польши [22], а в по-
следние годы и Беларуси [23; 24].

Считается, что такая широкая внутривидовая вариабельность свойств бактерий, адаптация к не-
типичным условиям обитания, приобретение новых признаков отдельными штаммами – следствие ди-
намичности и постоянной эволюции бактериального генома. Согласно современным представлениям 
внутривидовые различия обусловлены не только перестройками нуклеотидной последовательности от-
дельных генов, но и приобретением или утратой целого гена или даже кластера генов. Горизонтальный 
перенос ДНК играет значительную роль в распространении генетических детерминант, в том числе 
кодирующих факторы вирулентности [25]. Поиск генов, полученных в результате латерального перено-
са в полногеномных последовательностях 24 видов бактерий и архей, показал, что их доля колеблется 
от 1,56 до 14,47 %. Высокое содержание чужеродных генов регистрировалось у представителей вида 
Bacillus subtilis. В геномах архей и непатогенных бактерий количество заимствованных генетических 
детерминант было выше по сравнению с патогенными бактериями [26]. Например, в геноме штамма 
B. pumilus, изолированного из прибрежных вод Индии, выявлен ген cesB, кодирующий цереулидсинте-
тазу – один из ферментов, необходимых для образования термостабильного токсина цереулида [27]. Клас-
тер генов, кодирующих нерибосомный синтез токсического пептида, несет в себе плазмида pCER270, 
обнаруживаемая в клинических изолятах Bacillus cereus [28]. Присутствие гена cesB в геноме B. pumilus 
подтверждает возможность переноса ДНК между видами, относящимися к разным филогенетическим 
группам рода Bacillus.
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Первые работы, описывающие фитопатогенные свойства B. pumilus, появились относительно недавно 
(2006) [16; 21]. Ранее встречались сообщения о способности данных бактерий вызывать мягкую гниль 
в различных овощах и фруктах [29; 30], однако в связи с их повсеместным распространением и тради-
ционным отнесением к непатогенным особого внимания этим фактам не уделялось. В настоя щее время 
выявлено и изучено более десяти штаммов B. pumilus, вызывающих заболевания растений [16 –22; 24], 
но о механизмах патогенеза и свойствах, позволивших им перейти к паразитическому образу жизни, 
известно немного. До сих пор неясно, насколько специализированы в качестве фитопатогенов предста-
вители вида B. pumilus (как изменяются физиолого-биохимические свойства по сравнению со свободно-
живущими штаммами, есть ли существенные модификации в геномах данных бактерий).

Достаточно эффективными и быстрыми способами выявления внутривидового генетического раз-
нообразия бактерий являются молекулярные методы на основе ПЦР. Из них наиболее часто приме-
няются REP-ПЦР (repetitive element palindromic PCR) с использованием праймеров, комплементарных 
консервативным повторяющимся последовательностям ДНК [31], и RAPD-ПЦР (random amplification 
of polymorphic DNA), основанная на случайной амплификации полиморфной ДНК [32].

Целью настоящей работы является сравнение физиолого-биохимических и молекулярно-генетиче-
ских характеристик бактерий B. pumilus, изолированных из растений с внешними признаками заболе-
вания и из почвы на территории Беларуси.

материалы и методы исследований
В эксперименте были использованы 6 штаммов B. pumilus из фонда Белорусской коллекции не-

патогенных микроорганизмов и 34 штамма из рабочих коллекций биологического факультета БГУ 
и лаборатории «Центр аналитических и генно-инженерных исследований» Института микробиологии 
НАН Беларуси (табл. 1). Принадлежность анализируемых штаммов к виду B. pumilus была подтверж-
дена с помощью ПЦР с видоспецифическими праймерами [33].

Т а б л и ц а  1
Штаммы B. pumilus, использованные в эксперименте

Ta b l e  1
investigated in the study B. pumilus strains

Штамм Источник выделения Место выделения

36.2 Растения огурца (Cucumis sativus), 
сорт Кураж

УП «Минский парниково-тепличный комбинат», 
Минский р-н, Минская обл.

19.6 Растения томата (Solanum lycopersicum), 
сорт Эмоушен

КСУП «Светлогорская овощная фабрика»,  
Светлогорский р-н, Гомельская обл.

39.2 Растения томата (Solanum lycopersicum), 
сорт Раиса

УКАП «Фирма “Днепр”», Могилёвский р-н,  
Могилёвская обл.

39.3

32.8 Растения томата (Solanum lycopersicum), 
сорт Бомакс

44.2 Растения томата (Solanum lycopersicum), 
сорт Раиса

37.7 Растения томата (Solanum lycopersicum), 
сорт Раиса

ЧУП «Озерицкий-Агро», Смолевичский р-н, 
Минская обл.38.2 Растения томата (Solanum lycopersicum), 

сорт Зук

51.2 Растения томата (Solanum lycopersicum), 
сорт Раиса

40.2 Растения томата (Solanum lycopersicum), 
сорт Старбак

КУП «Минская овощная фабрика»,  
Минский р-н, Минская обл.

41.2 Растения томата (Solanum lycopersicum), 
сорт Раиса

61.2

Растения томата (Solanum lycopersicum), 
сорт Жеронимо

61.3
Т1
Т2
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Штамм Источник выделения Место выделения

33.4 Растение томата (Solanum lycopersicum), 
сорт Барселона

РУП «Витебскэнерго» (филиал «Весна-энерго»), 
Полоцкий р-н, Витебская обл.33.5

4Л Растения томата (Solanum lycopersicum),  
сорт Форонти УП «Агрокомбинат “Ждановичи”»,  

Минский р-н, Минская обл.
6Л Растения томата (Solanum lycopersicum), 

сорт Форонти

1MRL Растения льна-долгунца (Linum usitatissi-
mum), сорт Ива Минский р-н, Минская обл.

11-1-1 Клубни картофеля (Solanum tuberosum), 
сорт Зарница Бобруйский р-н, Могилёвская обл.

33-3 Клубни картофеля (Solanum tuberosum), 
сорт Журавинка РУП «Институт защиты растений»,  

Минский р-н, Минская обл.
21-3 Клубни картофеля (Solanum tuberosum), 

сорт Янка

17-2 Клубни картофеля (Solanum tuberosum), 
сорт Выток РСДУП «Экспериментальная база “Зазерье”», 

Пуховичский р-н, Минская обл.
6-5-2 Клубни картофеля (Solanum tuberosum), 

сорт Здабытак
63-1-3 Клубни картофеля (Solanum tuberosum), 

сорт Бриз
КСУП «Экспериментальная база  
“Натальевск”», Червенский р-н, Минская обл.63-2-2

65-4 Клубни картофеля (Solanum tuberosum), 
сорт Атлант

ОАО «Экспериментальная база “Дашковка”», 
Могилёвский р-н, Могилёвская обл.

43-3-1 Клубни картофеля, сорт неизвестен Личное подсобное хозяйство,  
д. Туры, Столинский р-н, Брестская обл.

71-4-1 Неизвестен Неизвестно

p10 Растения сосны обыкновенной 
(Pinus sylvestris) Мядельский р-н, Минская обл.

P107 Растения сосны обыкновенной 
(Pinus sylvestris) Памятник природы республиканского значения 

«Дубрава» у д. Щемыслица, Минский р-н,  
Минская обл.P109 Растения сосны обыкновенной 

(Pinus sylvestris)

p110 Растения сосны обыкновенной 
(Pinus sylvestris) д. Боровляны, Минский р-н, Минская обл.

БИМ В-171 Дерново-подзолистая почва
Полесский государственный радиационно- 
экологический заповедник, д. Кулажин,  
Брагинский р-н, Гомельская обл.

БИМ В-211 Почва березового леса
Полесский государственный радиационно- 
экологический заповедник, д. Лесок,  
Хойникский р-н, Гомельская обл.

БИМ В-369 Дерново-подзолистая почва Полесский государственный радиационно- 
экологический заповедник, Гомельская обл.

БИМ В-373 Дерново-подзолистая почва Ландшафтный заказник «Прилукский»,  
Минский р-н, Минская обл.БИМ В-401 Садово-огородная почва

БИМ В-394 Дерново-подзолистая почва агрогородок Соколище, Россонский р-н,  
Витебская обл.

Бактерии выращивали на поверхности агаризованной полноценной питательной среды (LB) или 
картофельном агаре [34] при температуре 28 °С в течение 24 ч. Физиолого-биохимическую харак-
теристику исследуемых бактерий изучали согласно стандартным методикам, принятым для видовой  

О ко н ч а н и е  т а б л .  1
E n d i n g  t a b l e  1
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идентификации бактерий [34; 35]. Способность роста в присутствии антибиотика исследовали, высе-
вая бактерии на поверхность агаризованной среды LB, содержащей эритромицин (50 мкг/мл), ампицил-
лин (50 мкг/мл), стрептомицин (50 мкг/мл), тетрациклин (5 мкг/мл) или канамицин (15 мкг/мл). 

Геномную ДНК бактерий выделяли с помощью набора реагентов «Нуклеосорб С» производ-
ства ОДО «Праймтех» согласно инструкции производителя или с применением цетилтриметилам-
мония бромида (ЦТАБ) [36]. Для выявления генетической гетерогенности изучаемых штаммов 
использовали RAPD-ПЦР с праймером 1254 (5′-ccgcagccaa-3′) и REP-ПЦР с праймером ERIC1 
(5′-atgtaagctcctggggattcac-3′). Амплификацию проводили в 20 мкл реакционной смеси, содержащей 
АМ-буфер с MgCl2 (ОДО «Праймтех»); 0,2 ммоль/л дезоксинуклеотидтрифосфатов; 0,5 мкмоль/л прай-
мера; 1 ед. Taq-полимеразы; 50 нг ДНК матрицы. Протокол амплификации включал в себя следующие 
стадии: начальную денатурацию – 5 мин при 95 °С; 4 цикла (денатурация – 5 мин при 94 °С, отжиг 
праймеров – 5 мин при 36 °С (праймер 1254) или 40 °С (праймер ERIC1), элонгация – 5 мин при 
72 °С); 35 циклов (денатурация – 1 мин при 94 °С, отжиг праймеров – 1 мин при 36 °С (праймер 1254) 
или 55 °С (праймер ERIC1), элонгация – 2 мин при 72 °С и заключительная элонгация – 10 мин при 
72 °С) [31; 32]. Электрофоретическое разделение продуктов ПЦР проводили в 1,5 % агарозном геле 
с бромистым этидием (0,5 мкг/мл) с использованием 1 х ТАЕ-буфера. При анализе профилей фрагмен-
тов ПЦР учитывали общее количество фрагментов и их размер по электрофоретической подвижности 
в агарозном геле. В качестве маркера молекулярного веса ДНК применяли GeneRuler™ DNA Ladder 
1 Kb (Thermo Fisher Scientific, США). Результаты визуализировали с помощью цифровой системы до-
кументирования видео изображения ChemiDoc MP (BioRad).

результаты исследований и их обсуждение
Одним из факторов фитопатогенности бактерий является продукция ферментов, разрушающих 

компоненты клеточной стенки растений [34]. Поэтому при исследовании физиолого-биохимических 
свойств анализируемых штаммов B. pumilus, большинство из которых были изолированы из растений 
с признаками бактериоза, особое внимание уделяли ферментативной активности гидролаз. Установ-
лено, что все исследуемые штаммы не отличаются друг от друга по большинству тестируе мых при-
знаков (табл. 2). Различия наблюдаются только по признакам целлюло- и пектолитической активности. 
Штаммы, выделенные из почвы, не проявляли целлюлолитической активности в отличие от штаммов, 
изолированных из растений (рис. 1).

Т а б л и ц а  2
Физиолого-биохимические свойства исследуемых штаммов B. pumilus

Ta b l e  2
Physiological and biochemical properties of B. pumilus strains used in the study
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36.2 – + + – – + + + + + F
19.6 – + + – – + + + + + F
39.2 – + + – – + + + + + F
39.3 – + + – – + + + + + F
32.8 – + + – – + + + + + F
44.2 – + + – – + + + + + F
37.7 – + + – – + + + + + F
38.2 – + + – – + + + + + F
51.2 – + + – – + + + + + F
40.2 – + + – – + + + + + F
41.2 – + + – – + + + + + F
61.2 – + + – – + + + + + F
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61.3 – + + – – + + + + + F
Т1 – + + – – + + + + + F
T2 – + + – – + + + + ± F

33.4 – + + – – + + + + + F
33.5 – + + – – + + + + + F
4Л – + + – – + + + + ± F
6Л – + + – – + + + + ± F

1MRL – + + – – + + + + ± F
11-1-1 – + + – – + + + + + F
33-3 – + + – – + + + + + F
21-3 – + + – – + + + + + F
17-2 – + + – – + + + + + F
6-5-2 – + + – – + + + + + F
63-1-3 – + + – – + + + + + F
63-2-2 – + + – – + + + + + F
65-4 – + + – – + + + + ± F

43-3-1 – + + – – + + + + + F
71-4-1 – + + – – + + + + + F

p10 – + + – – + + + + + F
P107 – + + – – + + + + + F
P109 – + + – – + + + + + F
p110 – + + – – + + + + + F

БИМ В-171 – + + – – + + + – + F
БИМ В-211 – + + – – + + + – ± F
БИМ В-369 – + + – – + + + – – F
БИМ В-373 – + + – – + + + – ± F
БИМ В-394 – + + – – + + + – + F
БИМ В-401 – + + – – + + + – – F
П р и м е ч а н и е. Знак «плюс» означает наличие признака; знак «минус» – отсутствие признака; знак «плюс/минус» – сла-

бую выраженность признака.

Продукция пектат-лиаз выявлена у всех исследованных штаммов B. pumilus, за исключением кол-
лекционных культур БИМ В-369 и БИМ В-401. Однако лунки на поверхности полипектатного геля 
формировались только на 3– 4-е сутки инкубации бактерий, при этом у штаммов Т2, 65-4, БИМ В-211 
и БИМ В-373 область гидролиза представляла собой узкий ореол вокруг медальона. Следует отметить, 
что по сравнению с некротрофными фитопатогенными бактериями Pectobacterium carotovorum, взя-
тыми в наших экспериментах в качестве положительного контроля, продукция (и (или) активность) 
пектат-лиаз и целлюлаз у бактерий B. pumilus была значительно ниже (см. рис. 1, а и б ). 

Проверка устойчивости бактерий к неблагоприятным факторам показала, что все исследованные 
штаммы росли в присутствии повышенного содержания хлорида натрия (до 10 %) и при пониженной 
температуре (до +10 °С).

О ко н ч а н и е  т а б л .  2
E n d i n g  t a b l e  2
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Изучение структурно-функциональной организации генома бактерий позволяет выявлять тонкие 
генетические различия и дифференцировать штаммы, не отличающиеся по своим морфологическим 
и биохимическим характеристикам. В литературе есть сведения о высокой степени генетической ге-
терогенности вида B. pumilus по сравнению с близкородственными видами [37; 38]. В наших иссле-
дованиях обнаружено, что у 18 из 40 изученных штаммов присутствует как минимум одна плазмида 
небольшого размера (6000 – 8000 п. н.) высокой копийности, достаточной для визуальной детекции на 
электрофореграммах (рис. 2). Наличие плазмидной ДНК регистрировали в препаратах геномной ДНК 
штаммов Т2, 19.6, 33.4, 36.2, 37.7, 40.2, 44.2, 33-3, 43-3-1, 63-1-3, 6-5-2, 71-4-1, 63-2-2, 1MRL, изо-
лированных из растений, и в штаммах БИМ В-171, БИМ В-373, БИМ В-394, БИМ В-401, выделен-
ных из почвы. Эти данные согласуются с ранее опубликованными сведениями о наличии небольших 
плазмид у представителей рода Bacillus [39], однако считается, что частота распространенности вне-
хромосомных генетических элементов у B. pumilus невысокая [40]. В последнее время среди грампо-
ложительных бактерий широко распространились плазмиды, несущие гены устойчивости к антибакте-
риальным веществам [41; 42], при этом известно, что большинство мелких плазмид, характерных для 
представителей рода Bacillus, являются криптическими [43]. В экспериментах, выполненных нами, не 
удалось выявить фенотипических различий между плазмидсодержащими и бесплазмидными штамма-
ми, в том числе в чувствительности к антибиотикам с различными механизмами действия.

При использовании праймера 1254 для анализа генетической гетерогенности B. pumilus получены 
16 различных RAPD-профилей, содержащих от двух до девяти ампликонов размером от 250 до 3000 п. н. 
Штаммы B. pumilus 63-2-2, T2, 61.2, 41.2, БИМ В-369, БИМ В-394, БИМ В-211, 4Л, 6Л, 1MRL характери-
зовались специфическими индивидуальными профилями, остальные штаммы разделились на шесть групп 
по типу профиля фрагментов ДНК, полученного с помощью RAPD-ПЦР (табл. 3). В самой многочисленной  

Рис. 1. Результат тестирования целлюлолитической (а)  
и пектолитической (б ) активности штаммов B. pumilus

Fig. 1. Result of cellulolytic (а) and pectolitic (b)  
activity test of B. pumilus strains

Рис. 2. Электрофореграмма препаратов геномной (1, 3, 5, 7 )  
и плазмидной (2, 4, 6, 8) ДНК штаммов B. pumilus: 1, 2 – B. pumilus Т2;  

3, 4 – B. pumilus БИМ В-171; 5, 6 – B. pumilus 33-3; 7, 8 – B. pumilus 63-2-2
Fig. 2. Electrophoregram of genomic (1, 3, 5, 7 ) and plasmid (2, 4, 6, 8) DNA  

of B. pumilus strains: 1, 2 – B. pumilus Т2; 3, 4 – B. pumilus БИМ В-171;  
5, 6 – B. pumilus 33-3; 7, 8 – B. pumilus 63-2-2
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группе оказалось десять штаммов, изолированных из растений огурца (36.2), томата (37.7, 33.4, 19.6, 
40.2, 44.2) и клубней картофеля (6-5-2, 43-3-1, 63-1-3, 71-4-1), выращенных в территориально удален-
ных районах Могилёвской, Минской, Брестской и Витебской областей. REP-профили данных штаммов 
также идентичны. Еще одной объединяющей характеристикой послужило наличие плазмидной ДНК 
размером около 8000 п. н. Вторую многочисленную группу на основании полученного отличающе-
гося RAPD-профиля составили штаммы, выделенные из растений томата (32.8, 33.5, 38.2, 39.2, 39.3, 
51.2, 61.3, Т1) и картофеля (11-1-1). По результатам REP-ПЦР в этой же группе оказался и штамм 61.2. 
По специфическим наборам фрагментов ДНК, полученным при использовании REP- и RAPD-ПЦР, 
в третью группу объединены изоляты из растений сосны (Р10, Р107, Р109, Р110). Четвертую группу 
составили почвенные штаммы БИМ В-171, БИМ В-373, БИМ В-401. Штаммы 21-3, 65-4 и 17-2, 33-3, 
изолированные из клубней картофеля, образовали пятую и шестую группы. Кроме того, по результатам 
REP-ПЦР в шестую группу попал штамм 41.2, выделенный из растений томата. Некоторые типы про-
филей имели схожий набор фрагментов и отличались только наличием или отсутст вием одной-двух 
полос на электрофореграмме (например, профили БИМ В-211 и БИМ В-369). Другие имели значитель-
ные различия в количестве и размере фрагментов, тем не менее ни в одной группе не оказались вместе 
штаммы, выделенные из растений и почвы. В целом дифференциация штаммов по профилям фрагмен-
тов ДНК, полученным методами RAPD- и REP-ПЦР, совпала, за исключением штаммов B. pumilus 61.2 
и 41.2, REP-профили которых были неуникальны и попали в две различные группы, определенные 
ранее с помощью RAPD-ПЦР. Результаты осуществленного нами типирования подтверждают опуб-
ликованные другими авторами сведения о высокой степени генетической гетерогенности бактерий 
B. pumilus и позволяют отбирать штаммы, отличающиеся структурной организацией геномов, для даль-
нейшего детального молекулярно-генетического анализа. 

Заключение
В результате проведенных исследований установлено, что бактерии B. pumilus, изолированные из 

различных источников на территории Беларуси, фенотипически представляют собой довольно одно-
родную группу. Для всех 40 протестированных штаммов характерно наличие ряда гидролаз, однако 
почвенные штаммы отличаются от изолятов из растений отсутствием целлюлолитической активности, 
а штаммы БИМ В-369 и БИМ В-401 – отсутствием продукции пектат-лиаз. Применение молекулярных 
методов RAPD- и ERIC-ПЦР выявило высокую степень генетической гетерогенности исследованных 
бактерий. Дифференцирующая способность RAPD-ПЦР с использованием праймера 1254 оказалась 
выше, чем REP-ПЦР с праймером ERIC1 для выявления генетических различий штаммов B. pumilus. 
Дифференциация изолятов B. pumilus по профилю полученных ампликонов RAPD- и REP-ПЦР пока-
зала, что сходство или различие в некоторой степени связано с источником выделения бактерий.
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