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Сохранение окружающей среды при интенсификации сельскохозяйственного и промыш-
ленного производства связывают с развитием экотехнологий, в том числе с биоконтролем патоге-
нов растений и биоремедиацией. Микроорганизмы — продуценты биопрепаратов и деструкторы 
углеводородов характеризуются высокой спонтанной вариабельностью, что может приводить к из-
менению их активности, поэтому при стабилизирующем отборе необходимо периодически подтвер-
ждать их штаммовую принадлежность. Молекулярно-генетические методы исследований дают воз-
можность идентифицировать возбудителей заболеваний c полной характеристикой их наследствен-
ного материала. В этой работе представлены данные о применении разработанного нами метода 
двойного расщепления и избирательного мечения (ДРИМ) для изучения генетических профилей 
бактерий-фитопатогенов родов Pseudomonas, Pectobacterium и их антагонистов Bacillus subtilis (Bs), 
подтверждена высокая биологическая эффективность двух отселектированных штаммов Bs (М-22 
и И5-12/23) против бактериальных болезней картофеля при хранении клубней в производствен-
ных условиях. Также впервые выполнена генетическая идентификация (паспортизация) штаммов 
бактерий-деструкторов рода Pseudomonas, пригодных для решения природоохранных задач. Цель 
исследований заключалась в оценке генетического разнообразия бактерий нескольких родов для 
отбора наиболее эффективных штаммов-антагонистов и штаммов-деструкторов. Примененный 
нами метод генотипирования основан на использовании двух эндонуклеаз рестрикции для расщеп-
ления геномной ДНК бактерии. Присутствующая в реакционной смеси ДНК-полимераза (Taq) 
обеспечивает мечение фрагментов ДНК биотинилированным дезоксицитозинтрифосфатом (Bio-
dCTP). Метка включается только в ДНК, имеющую 3′-усеченные концы, которые образует первый 
ферментом. Вторая эндонуклеаза рестрикции дает только тупые концы фрагментов, которые не 
способны присоединять метку. В результате переноса на фильтр визуализируются 20-50 четко раз-
личимых фрагментов ДНК, число и распределение которых характерно для каждого бактериаль-
ного штамма. Генотипирование двух близкородственных штаммов Pectobacterium atrosepticum поз-
воляет распознать около 50 фрагментов ДНК, более 20 % которых специфичны для одного из 
сравниваемых штаммов. Мы использовали две пары эндонуклеаз рестрикции — XbaI/DraI и 
XbaI/Eco24I; полученные результаты указывают на одинаковую дискриминационную способность 
ферментов при сопоставлении штаммов P. atrosepticum Д822 и Г784 по генетическим профилям. 
При генотипировании бактерий рода Pseudomonas оптимальной была пара BcuI/Eco32I, для Bs пер-
вая рестриктаза — SgsI (39 сайтов расщепления), вторая (уменьшает размер получаемых фраг-
ментов ДНК) — Eco32I. Методом ДРИМ получены генетические профили микроорганизмов родов 
Pectobacterium и Pseudomonas, характеризующие индивидуальность каждого штамма. Отмечены 
существенные генетические различия между видами Ps. fluorescens и Ps. marginalis. При этом вы-
явлены идентичные фрагменты ДНК, что указывает на родовую филогенетическую близость этих 
видов. При искусственном заражении клубней установлена высокая антагонистическая активность 
Bs И5-12/23 в отношении штаммов P. atrosepticum и P. сarotovorum subsp. catovorum. Подтвер-
ждена высокая биологическая эффективность двух отселектированных штаммов Bs (М-22 и И5-
12/23) против бактериальных болезней картофеля при хранении клубней. Штамм Bs И5-12/23 
обладал более выраженной антагонистической активностью против возбудителей мягкой бактери-
альной и кольцевой гнилей, а также фузариоза. При хранении обработка штаммами-антагонистами 
снижала пораженность почти вдвое по сравнению с контролем (30,4-35,5 % здоровых клубней против 
13,3 %). По результатам генотипирования биодеструкторов рода Pseudomonas сформирована кол-
лекция штаммов, утилизирующих трудноокисляемые соединения, включая тяжелые фракции нефти 
и полиароматические углеводороды (бензопирен, хризен, фенантрен, антрацен, хризен, нафталин), 
что позволяет составлять ассоциации штаммов-деструкторов для утилизации конкретных загряз-
нителей. Таким образом, ДРИМ-генотипирование позволяет идентифицировать бактериальные 
штаммы для подтверждения их происхождения при разработке и применении биопрепаратов раз-
личного назначения. 
 

                                                            
* Работа выполнена в соответствии с Государственным заданием на оказание государственных услуг по Раз-

делу 5. «Защита и биотехнология растений» Программы ФНИ государственных академий наук на 2013-
2020 гг., тема 15 «Молекулярно-биологические и нанотехнологические основы разработки биологических 
и химических средств защиты растений нового поколения в целях эффективного и безопасного их ис-
пользования в интегрированных системах защиты». 
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Сохранение окружающей среды при интенсификации сельскохозяй-
ственного и промышленного производства — один из глобальных совре-
менных вызовов. Решение этой задачи связывают с экотехнологиями, в том 
числе с биоконтролем патогенов растений и биоремедиацией.  

Существенные потери урожая от бактериозов составляют серьезную 
проблему для картофелеводства в Российской Федерации. Наиболее рас-
пространенным заболеванием считается черная ножка, или мягкая гниль. 
Его основной возбудитель — микроорганизмы из рода Pectobacterium (син. 
Erwinia) (1-3). Полупаразитные бактерии рода Pseudomonas (Ps. fluorescens и 
Ps. marginalis), продуцирующие пектолитические ферменты, также активно 
участвуют в процессе поражения и последующего разложения клубней, осо-
бенно в период зимнего хранения растительной продукции.  

Методы фитосанитарного мониторинга на популяционном уровне 
позволяют идентифицировать как штаммы возбудителей болезней, обуслов-
ливающих интенсивность инфекционного процесса в экосистеме, так и ин-
тродуцированные для его контроля микроорганизмы-супрессоры (4, 5). Ге-
нотипирование микроорганизмов применяют при изучении генетических 
профилей бактериальных штаммов для их идентификации и индивидуали-
зации (3, 6, 7-9). По результатам генотипирования каждому штамму можно 
присвоить «штрих-код», что крайне важно для определения видов бактерий 
и их антагонистов (6). После интродукции микроорганизма-антагониста в 
ризо- или филлосферу растения его присутствие в микробном сообществе 
подтверждают посредством молекулярно-генетических методов, опреде-
ляют степень и длительность доминирования, которые обеспечат эффек-
тивное подавление плотности популяций фитопатогенных видов и динами-
ческую устойчивость почвенных микробиоценозов. Для углубленной иден-
тификации возбудителей важно проводить генотипирование при фитосани-
тарном контроле болезней картофеля, вызываемых бактериями Pectobacte-
rium и Dickeya (10-12).  

Как показали исследования, генотипирование позволяет быстро и с 
высокой точностью идентифицировать коллекционные штаммы рода Bacil-
lus, близкие по морфолого-культуральным особенностям, но различающи-
еся по составу комплексов продуктов метаболизма. С его помощью можно 
распознать отдельные штаммы и группы близкородственных штаммов Bs 
и выявить интродуцированные микроорганизмы-супрессоры, что дает ос-
нования рекомендовать генотипирование как для контроля происхожде-
ния штаммов, так и для фитосанитарного мониторинга (13-15). 

В настоящее время антагонисты возбудителей болезней и биопрепа-
раты на их основе с успехом применяют для регуляции плотности популя-
ций фитопатогенных видов в агробиоценозах (16-18). Высокая биологиче-
ская активность биопрепаратов показана на многих сельскохозяйственных 
культурах (19-22). Подбор биопрепаратов на основе данных фитосанитар-
ного мониторинга с учетом биологических особенностей и спектра действия 
штаммов-продуцентов в значительной степени определяет эффективность 
микробиологической и интегрированной защиты картофеля от болезней 
(23, 24). Представляют интерес способы блокирования химических сигналов 
коммуникации (QS, quorum sensing) в популяциях патогенов за счет выделе-
ния определенных ингибиторов бактериями-антагонистами (25, 26).  

Наиболее эффективные и широко используемые (около 90-95 % 
рынка биопестицидов) средства борьбы с болезнями — препараты на основе 
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грамположительных спорообразующих бактерий семейства Bacilliaceae, спо-
собных синтезировать биологически активные соединения различной хи-
мической природы (27-29).  

Существенное значение имеет плотность популяций микроорганиз-
мов-супрессоров и антагонистов возбудителей заболеваний растений, ин-
тродуцированных в почвенный микробиоценоз (30-33). В этой связи для 
прогнозирования интенсивности развития болезни, оценки эффективности 
биологического контроля популяций фитопатогенных видов и корректи-
ровки регламентов применения биопрепаратов необходимо выявлять и иден-
тифицировать интродуцированные штаммы микроорганизмов-супрессоров.  

Еще одна важная область применения генетической паспортизации 
микроорганизмов связана с загрязнением окружающей среды углеводоро-
дами (утечка при нефтедобыче, разливы нефтепродуктов после аварий на 
трубопроводах и нефтеперерабатывающих заводах). Обозначенная проблема 
в последние годы обостряется, при этом все активнее применяются деструк-
торы углеводородов бактериальной природы, которые используют углерод 
таких продуктов в своем метаболизме. Отбор и генетическая паспортизация 
наиболее активных штаммов-деструкторов дает возможность эффективнее 
решать подобные экологические задачи. 

На основе ранее предложенной нами идеи двойного расщепления и 
избирательного мечения (ДРИМ) (7) был разработан метод генетической 
идентификации и паспортизации штаммов Bacillus subtilis (Bs) и некоторых 
представителей рода Streptomyces — перспективных антагонистов фитопато-
генов (6). Метод ранее был апробирован на штаммах, различающихся по 
физиолого-биохимическим признакам и составу вторичных метаболитов, 
которые определяют антибиотическую активность. Также доказана его вы-
сокая разрешающая способность. 

В этой работе представлены данные о применении метода ДРИМ 
для изучения генетических профилей бактерий-фитопатогенов родов Pseu-
domonas, Pectobacterium и их антагонистов (Bacillus subtilis). Полученные ре-
зультаты могут использоваться при разработке биопрепаратов против фито-
патогенов на основе их антагонистов и для контроля происхождения штам-
мов. Подтверждена высокая биологическая эффективность двух отселекти-
рованных штаммов Bs (М-22 и И5-12/23) против бактериальных болезней 
картофеля при хранении клубней в производственных условиях. Также впер-
вые выполнена идентификация (паспортизация) штаммов бактерий-деструк-
торов (род Pseudomonas), пригодных для решения природоохранных задач.    

Цель исследований — оценить генетическое разнообразие бактерий 
родов Bacillus, Pectobacterium и Pseudomonas для отбора наиболее эффектив-
ных штаммов-антагонистов и штаммов-деструкторов. 

Методика. Штаммы фитопатогенных бактерий, использованные в 
работе, были паспортизированы и входят в состав Государственной кол-
лекции фитопатогенных микроорганизмов и их вредителей ФГБНУ Все-
российского НИИ защиты растений (зарегистрирована в WFCC WDCM 
760, Япония, 28.01.1998). Штаммы P. atrosepticum Д822 и Г784 выделены 
из пораженных клубней картофеля на территории Ленинградской области. 
Паспортизированные штаммы P. atrosepticum 1944 и P. сarotovorum subsp. 
catovorum 481 получены из Государственной коллекции фитопатогенных 
микроорганизмов и сортов растений-идентификаторов (дифференциато-
ров) патогенных штаммов микроорганизмов ФГБНУ Всероссийского НИИ 
фитопатологии. Паспортизированный штамм Ps. fluorescens 894 получен из 
Всероссийской коллекции микроорганизмов ИБФМ Института биохимии 
и физиологии микроорганизмов им. Г.К. Скрябина РАН. Штамм Ps. mar-
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ginalis (ранее относился к группе Ps. хanthochlora) входит в состав коллекции 
фитопатогенных микроорганизмов ФГБНУ Всероссийского НИИ карто-
фельного хозяйства им. А.Г. Лорха.  

Бактерии выделяли общепринятыми в фитобактериологии методами 
(34) из растений картофеля с симптомами бактериальных гнилей. Бактерии 
идентифицировали с помощью классических физиолого-биохимических и 
молекулярных методов (рolymerase chain reaction, PCR) (34). Для рода 
Pseudomonas первичный анализ проводили по системе LOPAT (леван, окси-
даза, разжижение картофеля, аргининдигидролаза, реакция сверхчувстви-
тельности), а также по флуоресцирующему пигменту на среде Кинга Б, для 
рода Pectobacterium (патотипы carotovora и atroseptica) — по разжижению пек-
тата и мацерации тканей картофеля. 

Генотипирование бактерий родов Pectobacterium и Pseudomonas осу-
ществляли методом двойного расщепления и избирательного мечения 
(ДРИМ) (7, 8). При предварительной отработке методики на двух штаммах 
Pectobacterium и двух — Pseudomonas был проведен поиск in silico (http://in-
silico.ehu.eus/), который показал, что лучший первый фермент рестрикции 
для микроорганизмов рода Pseudomonas — BcuI (A↓CTAGT, 78 сайтов рас-
щепления в референтном геноме P. fluorescens Pf-5, «Thermo Fisher Scientific, 
Inc.», США), а для представителей рода Pectobacterium — XbaI (T↓CTAGA, 
87 сайтов расщепления в референтном геноме P. сarotovorum subsp. catovorum, 
«Thermo Fisher Scientific, Inc.», США). Для первого фермента характерно 
меньшее число сайтов расщепления в ДНК с 3′-усеченными концами, спо-
собными к связыванию меченого Bio-dCTP. Второй фермент, расщепляю-
щий ДНК в большем числе сайтов, образует тупые концы, к которым не 
может присоединиться эта метка.  

Таким образом, в реакционной смеси после ферментативного рас-
щепления присутствует ограниченное число меченых фрагментов ДНК, ко-
торые могут быть разделены и распознаны визуально. В отношении бакте-
рий рода Pseudomonas лучшим вторым ферментом следует считать Eco32I 
(GAT↓ATC, 1556 сайтов расщепления в референтном геноме, «Thermo 
Fisher Scientific, Inc.», США), для микроорганизмов рода Pectobacterium — 
DraI (TTT↓AAA, 1332 сайта расщепления, «Thermo Fisher Scientific, Inc.», 
США). Пары ферментов совместимы в одном реакционном буфере. В ка-
честве второго фермента для штаммов рода Pectobacterium проанализиро-
ваны также Msp20I (TGG↓CCA, 1028 сайтов расщепления, «Thermo Fischer 
Scientific, Inc.», США) и Eco24I (GRGCY↓C, 1314 сайтов расщепления, 
«Thermo Fischer Scientific, Inc.», США) (6).  

Анализ штаммов Bs провели с помощью пары ферментов SgsI и 
Eco32I. В геноме B. subtilis имеется 39 сайтов расщепления (GG↓CGCGCC) 
для первого фермента, при этом образуются липкие концы, которые спо-
собны присоединять Bio-dCTP с помощью Taq-полимеразы. Эта пара фер-
ментов совместима в буфере R («Thermo Fischer Scientific, Inc.», США). 

ДРИМ-реакция сводилась к внесению в пробирку типа Эппендороф 
15 мкл дистиллированной воды, 2 мкл бактериальной ДНК, 2 мкл соответ-
ствующего буфера, подходящего для обеих эндонуклеаз рестрикции, и 1 мкл 
предварительно подготовленной смеси, включающей эндонуклеазы рестрик-
ции, метку Bio-dCTP и ДНК-полимеразу, например Taq-полимеразу (6, 12).  

Реакцию проводили в твердотельном термостате Термит (ООО 
«ДНК-технологии», Россия) при 37 °С в течение 1-2 ч. Для проведения 
электрофореза использовали Tris-ацетатный буфер и 0,8 % агарозный гель, 
напряжение составляло 1,5 В/см. Вакуумный перенос фрагментов ДНК на 
нейлоновый фильтр осуществляли сразу же после электрофореза в приборе 
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VacuGene XL Vacuum Blotting System™ («GE Healthcare», США). При этом 
перевод ДНК из двухцепочечного состояния в одноцепочечное не требо-
вался, поскольку отсутствовала стадия молекулярной гибридизации. Детек-
ция фрагментов ДНК на фильтре была основана на выявлении фермента-
тивной активности щелочной фосфатазы в присутствии субстратов 5-бромо-
4-хлоро-3-индолилфосфата и хлористого нитросинего тетразолия (NBT, 
«Thermo Fischer Scientific, Inc.», США). Несвязанную метку отмывали в бу-
фере с малеиновой кислотой и солью. 

Штаммы Bs М-22 и 5-И-12/23, использованные в работе, ранее были 
отобраны по признаку высокой антагонистической активности и депони-
рованы в Государственной коллекции фитопатогенных микроорганизмов и 
их вредителей ФГБНУ ВИЗР. Бактерии выращивали на питательной среде 
(30 г/л кукурузного экстракта, 15 г/л мелассы; pH 7,2) на лабораторной ка-
чалке Biosan OS-20 («Диаэм», Россия) при 220 об/мин и 28 °С (колбы объ-
емом 750 мл с 100 мл среды) в течение 72 ч. Отбор проб и оценку развития 
культуры осуществляли с помощью светового микроскопа Axio Imager А-2 
(«Karl Zeiss», Германия) один раз в сутки. Титр жизнеспособных клеток 
определяли методом серийных разведений культуральной жидкости с по-
следующим высевом на среду СПА и подсчетом числа выросших колоний. 

Для оценки биологической активности штамма Bs 5-И-12/23 при 
искусственном заражении отбирали по 10 неповрежденных, визуально здо-
ровых клубней картофеля (Solanum tuberosum L.) сорта Сантэ в 5-кратной 
повторности для каждого варианта. На их поверхность скальпелем нано-
сили механические повреждения глубиной 10 мм, в которые капиллярным 
шприцом вводили 0,3 мл смеси бактериальных суспензий 1-суточных 
культур P. atrosepticum 1944 и P. сarotovorum subsp. catovorum 481 с тит-
рами 106 КОЕ/мл в стерильной дистиллированной воде. Затем клубни об-
рабатывали культуральной жидкостью штамма Bs 5-И-12/23 с титром 108 
и 109 КОЕ/мл. В контроле клубни обрабатывали водой, в стандарте — кон-
тактным фунгицидным протравителем Максим, КС (0,2 л/т) («Syngenta AG», 
Швейцария). Зараженность бактериозами оценивали на 8-10-е сут. Индекс 
поражения рассчитывали по формуле: 

𝑥𝑥 =
𝑑𝑑ℎ

100
 , 

где d — диаметр зоны загнивания (поражения), мм, h — глубина зоны за-
гнивания, мм. 

Биологическую активность штаммов Bs 5-И-12/23 и М-22 при хра-
нении урожая в насыпи клубней картофеля изучали в зимний период 2018-
2019 годов в картофелехранилище ФГБНУ ФИЦ картофеля им. А.Г. Лорха 
(Московская обл., п. Красково) с учетом динамики развития заболеваний. 
Для оценки антагонистической активности штамма проводили предвари-
тельный фитопатологический анализ клубней картофеля (ГОСТ 33966-2016 
«Картофель семенной. Технические условия и методы определения каче-
ства». М., 2020) (35). Чтобы оценить биологическую активность штамма в 
провокационных условиях, способствующих развитию гнилей, отбирали 
клубни из партии картофеля сорта Удача. Перед закладкой на хранение 
клубни обрабатывали культуральной жидкостью штамма Bs 5-И-12/23 с тит-
ром 108 и 109 КОЕ/мл. В контроле клубни обрабатывали водой, в стандар-
тах — культуральной жидкостью штамма Bs М-22 с титром 109 КОЕ/мл и 
контактным фунгицидным протравителем Максим, КС (0,2 л/т) («Syngenta 
AG», Швейцария), рекомендованным для обработки семенного картофеля 
перед закладкой на хранение для защиты от гнили разной этиологии, в том 
числе мокрой гнили. Масса образца клубней составляла 5 кг, расход рабо- 
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чего раствора — 3 л/т, повторность опыта 10-кратная. После подсушивания 
обработанный материал в сетках размещали в картофелехранилище в 
насыпи картофеля на глубине 20-30 см от поверхности в условия повышен-
ной влажности и температуры с целью провокации имеющейся в клубнях 
инфекции и выявления эффективности изучаемого штамма. Клубневые 
инфекции учитывали через 6 мес хранения. Оценивали распространен-
ность парши обыкновенной, кольцевой гнили, фитофтороза и фузариоза 
по доле (%) больных клубней. Биологическую эффективность рассчиты-
вали по формуле: 

БЭ =
а − б
а

 ∙ 100 %, 
где БЭ — снижение распространенности или развития болезни к контролю, 
%; а — распространенность или развитие болезни в контроле, %, б — рас-
пространенность или развитие болезни в опытном варианте, %. 

Статистическую обработку данных проводили методами дисперсион-
ного анализа с помощью пакета программ Statistica 6.0 («StatSoft, Inc.» США). 
Для статистической обработки использовали методы параметрической стати-
стики. Рассчитывали средние значения (M), стандартные ошибки средних 
(±SEM) и их 95 % доверительные интервалы по t-критерию Стьюдента. 

Результаты. Генотипирование методом ДРИМ можно кратко опи-
сать как последовательное выполнение следующих этапов: 1 — расщепле-
ние геномной ДНК одновременно двумя эндонуклеазами рестрикции и ме-
чение отдельных фрагментов ДНК (содержащих 3′-усеченные концы) остат-
ком биотина; 2 — электрофоретическое разделение фрагментов ДНК по 
длине; 3 — вакуумный перенос ДНК в дистиллированной воде на фильтр; 
4 — выявление фрагментов, меченых биотином, в цветной химической ре-
акции (6).  

Метод ДРИМ был успешно апробирован на Ps. aeruginosa, Staphylo-
coccus aureus, Salmonella spp. и других возбудителях инфекционных заболе-
ваний, представляющих интерес в медицинской и ветеринарной практике 
(7, 8). Использование теста ДРИМ также позволило выявить генетические 
профили у микроорганизмов родов Pectobacterium и Pseudomonas, характери-
зующие индивидуальность каждого из них (рис. 1) (12). Например, мы от-
мечали существенные различия между видами Ps. fluorescens и Ps. marginalis. 
Штаммы P. atrosepticum Д822 и Г784 сравнивали на основе двух комбинаций 
ферментов XbaI-DraI и XbaI-Eco24I в реакционном буфере Tango™ («Thermo 
Fischer Scientific, Inc.», США). Указанные пары ферментов помогли нам де-
тектировать у них около 50 фрагментов ДНК. Несмотря на определенные 
межвидовые различия у этих видов, генотипирование позволило обнару-
жить группу идентичных фрагментов ДНК, что указывает на родовую фи-
логенетическую близость. Обе комбинации ферментов рестрикции выявили 
определенную дифференциацию между штаммами P. atrosepticum Д822 и 
Г784 по генетическим профилям.  

Таким образом, геномный анализ методом ДРИМ количественно 
показывает как межвидовые различия, так и генетические вариации внутри 
вида на уровне отдельных штаммов (12). Например, сравнение микроорга-
низмов рода Pectobacterium выявило более 10 фрагментов ДНК, характерных 
для каждого из них. Анализ их генетических профилей позволяет сделать 
заключение о преимуществе использования пары XbaI-DraI, которая детек-
тирует, наряду с короткими фрагментами, более длинные, достигающие 
23000 п.н. и группирующиеся в верхней части фильтра (см. рис. 1). 

 



916 

 

Рис. 1. Генотипирование штаммов родов Pseudo-
monas и Pectobacterium методом двойного рас-
щепления и избирательного мечения (ДРИМ): 
1 — Ps. fluorescens 894, 2 — Ps. marginalis, 3 и 5 — 
P. atrosepticum Д822, 4 и 6 — P. atrosepticum Г784. 
Используемые эндонуклеазы рестрикции: BcuI-
Eco32I (дорожки 1 и 2), XbaI-DraI (дорожки 3 
и 4) и XbaI-Eco24I (дорожки 5 и 6). М — разра-
ботанный маркер длин фрагментов ДНК (12).  

 
Работу продолжили на группе 

штаммов бактерий — деструкторов 
углеводородов из рода Pseudomonas с 
целью их молекулярно-генетической 
паспортизации. Проведенное ранее ге-
нотипирование клинических штам-
мов Pseudomonas aeruginosa показало 
эффективность метода ДРИМ в выяв-
лении путей распространения инфек-
ции и идентификации циркулирую-
щих у пациентов бактериальных штам-
мов (7). Пара ферментов BcuI-Eco32I, 
совместимых в одном реакционном 
буфере, позволяла четко визуализи-
ровать более 40 фрагментов ДНК 
(рис. 2).  

 

 

Рис. 2. Генотипирование группы бактерий — 
деструкторов углеводородов из рода Pse-
udomonas методом двойного расщепления и 
избирательного мечения (ДРИМ) с исполь-
зованием эндонуклеаз рестрикции BcuI-
Eco32I: 1 — 1-1, 2 — 10-1, 3 — 14-2, 4 — 
ку-1, 5 — ко-1, 6 — Pр-2, 7 — лб 3-2, 8 — 
Рр-5, 9 — Рр-7, 10 — P.Pol Г+. М — раз-
работанный маркер длин фрагментов 
ДНК (12). 

 
Выполненное нами изуче-

ние бактерий-деструкторов рода 
Pseudomonas, характеризующихся 
способностью усваивать углерод 
из техногенно загрязненных поч-
венных и водных экосистем в 
разных природно-климатических 
зонах, выявило значительное ге-
нетическое разнообразие штам-
мов. На их основе были созданы 
стабильные ассоциации, эффек-
тивно и быстро окисляющие раз-  

личные токсиканты в короткий срок в разных экологических условиях. В 
состав сформированной коллекции биодеструкторов, хранящейся в ФГБНУ 
ВИЗР, входят штаммы, утилизирующие трудноокисляемые соединения, 
включая тяжелые фракции нефти и полиароматические углеводороды (в 
частности, бензопирен, хризен, фенантрен, антрацен, хризен, нафталин), 
что позволяет составлять бактериальные ассоциации для утилизации раз-
личных загрязнений. 
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Разработанная нами методика генотипирования на основе ДРИМ 
была также успешно апробирована для идентификации 13 штаммов Bs 
(табл. 1) (6), обладающих высокой антагонистической активностью в отно-
шении широкого круга фитопатогенных грибов и бактерий и входящих в 
состав Государственной коллекции микроорганизмов, патогенных для рас-
тений и их вредителей ФГБНУ ВИЗР (6, 8). В настоящее время коллекция 
включает более 8000 штаммов микроорганизмов, в том числе более 200 
отселектированных штаммов с высокой полифункциональной активно-
стью — перспективных продуцентов биопрепаратов разного целевого 
назначения (31).  

1. Характеристика штаммов Bacillus subtilis, отобранных для генотипирования 
методом двойного расщепления и избирательного мечения (ДРИМ) (6) 

Штамм Место выделения, источник Биологическая активность 
B. subtilis В-10 Ленинградская обл. (Россия), зоокомпост Фунгицидная, фиторегуляторная 
B. subtilis М-22 Украина, воздушная среда  Фунгицидная, бактерицидная, 

фиторегуляторная 
B. subtilis 1-И Индия, поверхность семян огурца  Фунгицидная 
B. subtilis 2-И Индия, поверхность семян пшеницы  Фунгицидная 
B. subtilis 3-И Индия, поверхность семян пшеницы  Фунгицидная 
B. subtilis 4-И Индия, поверхность семян фасоли Фунгицидная 
B. subtilis 5-И-12/23 Индия, поверхность семян томата  Фунгицидная, бактерицидная, 

фиторегуляторная 
B. subtilis 1-К Китай, ризосфера огурца  Фунгицидная 
B. subtilis ФР-318 Коллекция ФГБНУ Всероссийского НИИ 

сельскохозяйственной микробиологии 
Фосфатрастворяющая 

B. subtilis ФР-327 То же Фосфатрастворяющая 
B. subtilis var. niger 147/48/314 То же Фунгицидная 
B. subtilis var. niger 110/723 То же Фунгицидная 
B. subtilis var. niger 85/3/8 То же Фунгицидная 

  

С использованием метода ДРИМ мы выявили 7 групп генотипи-
чески идентичных кластеров и уникальных штаммов Bs: 1-я группа — 
147/48/314, 110/723, 85/3/8, 2-я — 1-И, 2-И, 3-И, 4-И, 5-И-12/23, 3-я — 
ФР-318, 4-я — ФР-327, 5-я — 1-К, 6-я — В-10, 7-я — М-22. Отмеченное 
распределение по генотипам несколько отличается от полученных ранее 
данных, когда мы выявили всего шесть групп генотипов (6). В генотипиро-
вании, выполненном в настоящем исследовании, штамм М-22, который ис-
пользуется в коммерческих биопрепаратах для защиты растений, имел уни-
кальный генотип, отличающийся от всех остальных. В предыдущей работе 
(6) этот микроорганизм попал в большой кластер генетически идентичных 
штаммов. Последующие эксперименты с повторным выращиванием под-
твердили опасения, что произошла контаминация при культивировании 
штамма М-22 бактериями группы И. В остальном генотипы анализируемых 
бактерий совпали с описанными нами в предыдущей работе. 

Обращает на себя внимание группа штаммов 1-И, 2-И, 3-И, 4-И, 
5-И-12/23, которые генетически не отличались друг от друга, хотя были 
выделены из разных источников и имели некоторые различия в антагони-
стической активности. Объяснением этого может быть генетическая и эво-
люционная близость штаммов при одновременном наличии разных генов, 
определяющих биологические свойства. Другими словами, геномы могут 
быть близкими, но различаться по небольшому числу структурных генов. 
При появлении все большего числа изменений в геноме в процессе эво-
люции или селекции на определенные признаки появляются видимые раз-
личия в геномной ДНК. Сравнение фрагментов ДНК на фильтре мы про-
водили визуально. Существующие программы сравнения генетических 
профилей, например BioNumerics™ (https://www.applied-maths.com/down-
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load/software), целесообразно использовать при большом числе сравнивае-
мых штаммов. Согласно инструкции к указанной программе, конечным 
этапом компьютерного сравнения становится визуальный контроль совпа-
дения фрагментов. В нашем случае, учитывая небольшое число штаммов, 
предпочтение было отдано визуальной оценке. Различия в числе и распре-
делении фрагментов ДНК дают основание утверждать, что образцы пред-
ставляют собой генетически различные штаммы. В то же время, если ДНК 
в образцах не различается, есть вероятность, что они могут иметь разный 
генетический профиль при использовании иного метода генотипирования. 

Наши исследования показали, что метод ДРИМ дает возможность 
идентифицировать как штаммы возбудителей бактериозов при развитии 
эпифитотии, так и интродуцированные в агроценоз микроорганизмы-анта-
гонисты, что позволит в дальнейшем изучать особенности отношений па-
разит—хозяин в системе растение—фитопатоген—антагонист на популяци-
онном уровне.  

2. Биологическая эффективность штамма Bacillus subtilis И-5-12/23 (Bs) по от-
ношению к возбудителям мягкой гнили Pectobacterium atrosepticum 1944 и 
P. сarotovorum subsp. catovorum 481 на картофеле (Solanum tuberosum L.) 
сорта Сантэ при искусственном заражении (N = 5, n = 10, M±SEM) 

Вариант 
Распространенность  
болезни, % 

Индекс развития 
болезни 

Биологическая 
эффективность, % 

Контроль (без обработки) 80,7±4,3 4,04±1,8  
B. subtilis, 109 КОЕ/мл  0 0 100 
B. subtilis, 108 КОЕ/л 20,4±2,8 0,02±0,01 99,5±0,3 
Максим, КС, 0,2 л/т (стандарт) 80,1±6,6 0,9±0,1 77,7±0,2 

НСР05 9,8 0,1 0.5 
 

Изучение активности Bs в отношении возбудителей бактериальных 
и грибных болезней картофеля in vitro на широком спектре тест-культур 
показало, что для защиты от бактериозов наиболее перспективен штамм Bs 
И-5-12/23 (32). В наших опытах при искусственном заражении клубней 
P. atrosepticum 1944 и P. сarotovorum subsp. catovorum 481 было отмечено су-
щественное снижение пораженности картофеля при хранении после обра-
ботки инфицированного растительного материала Bs И-5-12/23 (табл. 2). 
Индекс развития мягкой бактериальной гнили составлял 0-0,2, в кон-
троле — 4,04. Биологическая эффективность химического фунгицида Мак-
сим, КС составила 77,7 %, в вариантах с обработкой клубней суспензией 
штамма Bs И-5-12/23 — 100 %. 

3. Биологическая эффективность штаммов Bacillus subtilis И-5-12/23 и М-22 
против болезней картофеля сорта Удача при хранении (M±SEM, Московская 
обл., п. Красково, зимний период 2018-2019 годов) 

Вариант 

Доля клубней, % 

здоровых 
пораженных 

всего 
парша обык-
новенная 

кольцевая 
гниль 

фитофтороз фузариоз 

Контроль (вода) 13,3±1,1 86,7±2,5 52,3±2,2 7,4±0,3 11,8±1,2 15,2±1,5 
B. subtilis М-22, 109 КОЕ/мл 30,4±1,9 69,6±3,3 47,3±1,7 4,8±0,2 8,5±0,7 9,0±0,8 
B. subtilis И-5-12/23, 109 КОЕ/мл 32,4±1,7 67,6±1,2 53,8±4,5 2,6±0,1 8,2±0,3 3,0±0,1 
B. subtilis И-5-12/23, 108 КОЕ/мл 35,5±2,0 64,5±2,6 55,7±3,7 2,9±0,2 4,4±0,2 1,5±0,1 
Максим, КС, 0,2 л/т 30,0±1,5 70,0±4,3 54,1±3,3 3,5±0,1 8,3±0,4 4,1±0,2 

НСР05 2,3 5,4 6,6 0,4 1,4 0,2 
 

Сравнение эффективности штаммов Bs И-5-12/23 и М-22 в условиях 
хранилища показало, что первый обладал более выраженной антагонисти-
ческой активностью по отношению к кольцевой гнили, фитофторозу и фу-
зариозу (табл. 3). В отношении парши обыкновенной существенных разли- 
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чий в эффективности препаратов мы не отмечали. 
Анализ полученных данных свидетельствует, что биологическая эф-

фективность штаммов Bs в отношении развития болезней картофеля при 
хранении сопоставима с эффективностью химического фунгицида. В то же 
время количество здоровых клубней в контроле не превышало 13,3 %, в 
опытных вариантах после обработки клубней штаммами Bs — 30,4-35,5 %, 
что увеличило выход здоровой продукции более чем в 2 раза.  

Следует отметить, что при генотипировании фитопатогенных бакте-
рий, микроорганизмов-антагонистов и биодеструкторов предложенным нами 
методом ДРИМ используются пары эндонуклеаз рестрикции, которым для 
осуществления реакции требуется 1-2 ч. В последние годы появились ком-
мерческие препараты аналогичных ферментов с более коротким временем 
инкубации (до 5 мин, так называемый fast digest), например, эндонуклеазы 
рестрикции фирмы «Thermo Fischer Scientific, Inc.» (США). Они дают более 
быстрый результат, но это сопряжено с определенным риском неполного 
расщепления геномной ДНК, что искажает вид генетического профиля. 

В литературе обсуждаются различные способы генотипирования 
псевдомонад. В частности, при генотипировании 232 изолятов с помощью 
метода пульс-гель электрофореза (pulsed-field gel electrophoresis, PFGE) и 
мультилокусного анализа тандемных повторов (multiple locus variable-num-
ber tandem repeat analysis, MLVA), совпадение результатов составило всего 
91 % (36). Эти данные еще раз подчеркивают необходимость применения 
методов, обладающих высокой разрешающей способностью и позволяю-
щих детектировать большое число фрагментов ДНК в анализируемых ге-
номах. Генотипирование видов рода Pectobacterium часто проводится с ис-
пользованием мультилокусного секвенирования различного числа генов 
«домашнего хозяйства» — от четырех (37) до тринадцати (38). 

Итак, разработанный нами метод генетической паспортизации (ме-
тод ДРИМ — двойное расщепление и избирательное мечение) помогает вы-
являть и однозначно идентифицировать штаммы фитопатогенных бактерий 
родов Pectobacterium и Pseudomonas и их антагонистов в процессе фитосани-
тарного мониторинга при развитии эпифитотий бактериозов, что, в частно-
сти, необходимо для разработки научно обоснованных фитосанитарных тех-
нологий выращивания и хранения картофеля. Также метод ДРИМ генети-
чески идентифицирует штаммы бактерий-деструкторов из рода Pseudomo-
nas, что позволяет контролировать идентичность отобранных штаммов в 
процессе их коммерческого использования (паспортизация). При геноти-
пировании методом ДРИМ удается визуализировать большое число фраг-
ментов ДНК (в этой работе — более 40), распределение которых характе-
ризует и индивидуализирует бактериальный штамм. Для каждого вида 
микроорганизма необходим предварительный подбор ферментов рестрик-
ции, дающий оптимальное число и размер фрагментов ДНК на фильтре. 
Сочетание метода ДРИМ и определения биологической активности пока-
зало, что из изученных штаммов Bacillus subtilis (Bs) наиболее выраженными 
антагонистическими свойствами по отношению к возбудителям кольцевой 
гнили, фитофтороза и фузариоза обладал штамм Bs И-5-12/23. Послеубо-
рочная обработка картофеля его водной суспензией также выявила высокую 
биологическую эффективность, проявившуюся в существенном снижении 
пораженности клубней при хранении по сравнению с результатами, полу-
ченными при применении химического препарата Максим, КС. Метод 
ДРИМ может использоваться при изучении популяций микроорганизмов в 
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природных и искусственных биоценозах.  
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A b s t r a c t  
 

Intensification of agricultural and industrial production necessitates environmentally friendly 
technologies to prevent human habitat from chemical pollutions. Microbial producers of biologicals 
for biocontrol of plant pathogens and hydrocarbon destructors for bioremediation are characterized 
by high spontaneous genetic variability which can lead to a change in their activity. Therefore, in 
stabilizing selection, it is necessary to confirm strain affiliation. Here, we presents data on the 
application of the double digest and selective label (DDSL) technique developed by us to study the 
genetic profiles of plant pathogenic agents of the genera Pseudomonas, Pectobacterium, their antag-
onists Bacillus subtilis (Bs), and the hydrocarbon destructors of the genus Pseudomonas. The study 
confirmed high biological efficiency of two selected Bs strains, the M-22 and I5-12/23 against 
bacterial diseases of stored potato tubers. In addition, destructors from the genus Pseudomonas were 
genetically identified. The aim of the study was to evaluate genetic diversity among Pseudomonas, 
Pectobacterium, and Bs strains to select effective microbial antagonists and hydrocarbon destructors. 
The DDSL technique uses two restriction endonucleases for bacterial genomic DNA digestion. Taq 
DNA polymerase supplemented into reaction mix provides simultaneous labeling DNA fragments 
by biotinylated deoxycytidine triphosphate (Bio-dCTP). Only fragments digested with one of the 
restriction enzymes producing fragments with 3´-recessed ends are subjected to labeling. The second 
restriction enzyme produces only blunt ends which can not bind Bio-dCTP tag. As a result of DDSL 
reaction 20 to 50 clear DNA fragments are visualized on the filter, and their quantity and distribution 
are characteristic for each bacterial strain. Genotyping allows generating genetic profile for each 
bacterial strain, i.e., assigning a “bar-code” to the bacteria that identifies a given microbe with 
confidence. Genotyping P. atrosepticum D822 и G784 allows for identification of about 50 DNA 
fragments more than 20 % of which were specific for only one of the compared strains. We used 
two pairs of restriction enzymes — XbaI/DraI and XbaI/Eco24I. Our results indicate on equal 
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discriminatory ability of these two enzyme combinations when compared P. atrosepticum strains 
D822 и G784. We noted some advantage of XbaI/DraI enzymes because of its ability to identify 
differences in genetic profiles in a range of longer DNA fragments. The optimal enzymes for Pseu-
domonas genus genotyping were restriction endonucleases BcuI/Eco32I, for Bs the first restriction 
enzyme was SgsI (39 cleavage sites), the second was Eco32I reducing the size of the obtained DNA 
fragments. High antagonistic activity of B. subtilis strain I5-12/23 which belongs to I genotypic 
group was shown in laboratory experiments with artificial contamination of potato tubers with 
P. atrosepticum 1944 и P. carotovorum subsp. carotovorum 481. Index of development of bacterial 
soft rot disease after treatment of infected tubers by B. subtilis strain I5-12/23 was 0-0.02, in control 
the index was 4.04. Biological activity of this strain after treatment of infected tubers was up to 100 % 
whereas chemical fungicide Maxim KS gave rise to only 77.7 % value. Experiments conducted in 
potato storage houses confirmed high biological activity of two selected bacillus strains against bac-
terial diseases during potato tuber storage. B. subtilis strain I5-12/23 demonstrated highly expressed 
antagonistic activity against causal agents of bacterial soft rot, ring rot as well as fusarium dry rot 
potato diseases. Significant suppression of potato tuber diseases in comparison with control after 
treatment by selected antagonist strains was demonstrated, and this effect was comparable with that 
of chemical standard Maxim KS. Percentage of healthy tubers treated by bacillus strains was in the 
range of 30.4-35.5 % whereas in control this value did not exceed 13.3 %. Thus, yield of healthy 
products compared to control was 2.7 times higher. The most efficient B. subtilis strain I5-12/23 
effectively suppressed causal agents for ring rot and fusarium dry rot potato diseases. Prevalence of 
ring rot disease was 2.6-2.9 %, fusarium dry rot — 1.5-3.0 %, the values which are significantly 
lower than those in samples treated by B. subtilis М-22 and Maxim KS (4.8 and 3.5 %; 9.0 and 4.1 %, 
respectively). After genotyping, destructor strains of the genus Pseudomonas utilizing difficult-to-
oxidize compounds, including heavy oil fractions and polyaromatic hydrocarbons (benzopyrene, 
chrysene, phenanthrene, anthracene, chrysene, naphthalene) have been deposited in the VIZR col-
lection. The range of their activity is enough to compose associations for utilizing specific pollutants. 
Thus, DREAM genotyping identifies bacterial strains to confirm their origin in the course of devel-
opment and use of biological products for various purposes. 

 

Keywords: restriction endonucleases, genotyping, plant pathogens, microbial antagonists, bi-
odestructors, Pectobacterium, Pseudomonas, Bacillus subtilis, Solanum tuberosum L., potato.   
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