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Аннотация. Проведена молекулярно-генетическая идентификация аборигенных штаммов бак-
терий рода Pseudomonas выделенных из почвы, ризосферы и поверхности корней сахарной свёклы. 
ПЦР анализ с использованием родоспецифического праймера Pa-Gs-F/Pa-Gs-R показал, что все 
исследованные образцы чистой культуры бактерий характеризовались наличием одного амплико-
на, характерного для бактерий Pseudomonas species. ПЦР анализ с видоспецифичным праймером 
16sPsEfluF/16sPsER для идентификации P. fluorescens дал положительный результат только с ДНК 
четырёх штаммов. Проведен молекулярно-генетический анализ с использованием четырёх комбина-
ций RaPD-праймеров для выявления генетического разнообразия штаммов бактерий Р. fluorescens. 
Для четырёх изученных штаммов был выявлен специфический набор ДНК-фрагментов, отличаю-
щих их друг от друга. 
Ключевые слова: P. fluorescens, сахарная свёкла, полимеразная цепная реакция (ПЦР), RaPD-

праймеры. 

Abstract. Indigenous strains of Pseudomonas isolates from soil, rhizosphere and root surfaces of sugar 
beets were identified by molecular genetic methods. PCR analysis using a specific primer Pa-Gs-F/Pa-
Gs-R showed that all investigated samples of pure cultures have one amplicon in agarose gel as a typical 
Pseudomonas species. another analysis with a specific primer 16sPsEfluF/16sPsER for identification of 
Pseudomonas fluorescens gave positive results with only four of them. a combinations of RaPD-primers 
to detect the genetic diversity of these strains were used and analyzed. a specific set of DNa fragments that 
distinguish them from each other were showed. 
Keywords: P. fluorescens, sugar beet, polymerase chain reaction (PCR), RaPD-primers. 

К настоящему времени, в литературе накоплен 
большой материал о бактериях, обладающих со-
вокупностью полезных для растений свойств. Их 
относят к группе PGPR (Plant Growth-Promoting 
Rhizobacteria – ризобактерии, способствующие 
росту растений) [1]. Среди этой группы широко 
представлены бактерии рода Pseudomonas. Ри-
зосферные псевдомонады активно колонизируют 
корни растений, могут синтезировать разноо-
бразные антибиотики и сидерофоры, продуциро-
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вать фитогормоны, а некоторые могут обладать 
фитопатогенной активностью [2]. Большинство 
исследований посвящено изучению антагонисти-
ческого воздействия псевдомонад выделенных из 
ризосферы сахарной свёклы на фитопатогенные 
грибы за счет синтеза вторичных метаболитов, 
сидерофоров, цианида и др. Ранее было показа-
но, что штамм ML5 P. fluorescens, выделенный 
из околоплодника сахарной свёклы и штамм P. 
putida R20 предотвращают заселение перикарпа 
семян сахарной свёклы грибом Pythium ultimum 
[3]. В другой работе показано, что штамм P. flu-
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orescens F113, выделенный из ризосферы сахар-
ной свёклы, способен подавлять рост некоторых 
микроскопических грибов, в том числе и таких 
фитопатогенов как Phoma betae, Rhizopus stolon-
ifer, Fusarium oxysporum [4]. 

У ризосферных псевдомонад выявлена и хо-
рошо изучена способность к синтезу индолил-3-
уксусной кислоты, которая в свою очередь сти-
мулирует развитие корневой системы растений 
[5]. Представители рода Pseudomonas принимают 
активное участие в разложении труднодоступных 
фосфатов, осуществляя их перевод в растворимые 
соединения, тем самым оказывая положительное 
действие на фосфорное питание растений [6]. 

В течение нескольких лет полемик о том, спо-
собны ли бактерии рода Pseudomonas принимать 
участие в азотфиксации было показано, что не-
которые штаммы рода Pseudomonas могут быть 
добавлены в список азотфиксаторов на основании 
выявления у них нитрогеназной активности, а так 
же присутствия nifH гена, ответственного за азот-
фиксирующую способность [7]. 

Таким образом, установлено, что бактерии 
рода Pseudomonas могут быть использованы как 
агенты биологической защиты, продуценты раз-
личных фитогормонов и витаминов. В то же 
время выявлена и их способность улучшать фос-
форное и азотное питание растений. На данный 
момент, в литературе относительно мало данных, 
посвященных распространению и видовому раз-
нообразию бактерий рода Pseudomonas в посевах 
сахарной свёклы. 

В связи с тем, что штаммы бактерий могут об-
ладать разной способностью к колонизации кор-
ней растений, для характеристики сред обитания, 
из которых нами были выделены штаммы, мы 
придерживались терминов "ризосфера" и "ри-
зоплана". Под первым мы характеризовали слой 
почвы (2-3 мм) плотно прилегающий к корням 
растений, а под вторым – непосредственно по-
верхность корней [8]. 

Цель работы – поиск и выделение бактерий 
рода Pseudomonas из агроценоза сахарной свёклы 
и выявление среди них вида Р. fluorescens, как од-
ного из наиболее перспективных для практическо-
го использования в сельском хозяйстве из группы 
PGPR и изучение их генетического разнообразия. 

МеТОДиКА ЭКСПиРеМеНТА 
Отбор проб для выделения бактерий рода 

Pseudomonas в полевых условиях. Исследования 
были проведены в весенне-осенний период в по-

севах сахарной свёклы на базе Всероссийского 
научно-исследовательского института сахарной 
свёклы и сахара имени А. Л. Мазлумова. Почва 
– чернозем выщелоченный среднесуглинистый 
среднегумусный на лёссовидных карбонатных 
суглинках. Отбор проб осуществляли в фазе смы-
кания междурядий, начале периода интенсивного 
роста культуры и перед уборкой корнеплодов. 

Для выделения бактерий рода Pseudomonas 
пробы почвы отбирали буром в междурядьях на 
глубину 0-20 см. Для выделения новых штаммов 
из зоны ризосферы и ризопланы растения выка-
пывали целиком. Отобранные образцы помещали 
в стерильный пластиковый пакет, который в тот 
же день доставляли в лабораторию для дальней-
ших исследований. 

Выделение бактерий рода Pseudomonas в ла-
бораторных условиях. Для выделения бактерий 
из почвы навеску массой 10 г соблюдая условия 
асептики переносили в колбу с 90 мл стерильного 
изотонического раствора натрия хлорида, встря-
хивали на ротаторе 20 минут и готовили ряд раз-
ведений. Из соответствующих разведений делали 
посев на чашки Петри с селективной средой King 
B методом поверхностного посева с целью полу-
чения изолированных колоний [8,9]. Выделение 
бактерий из ризосферы осуществляли по методу 
Красильникова, а культивирование микроорга-
низмов ризопланы методом Березовой [10]. 

Спустя 24 часа после начала роста изолятов 
чашки просматривали в УФ-лучах и в случае вы-
явления колоний с флюоресцирующим пигмен-
том их переносили бактериологической петлей на 
чистую агаризированную среду для дальнейшего 
изучения. По способности бактерий к образова-
нию флюоресцирующего пигмента мы отобрали 
13 штаммов. Им присвоены в коллекции номера 
36, 67, 75, 77, 91, 91/2, 97, 103, 110, 113, 115, 116, 
117. Так же нами был выделен штамм под номе-
ром 2 с поверхности корней озимой пшеницы, как 
предшественника сахарной свёклы в севообороте, 
так же обладавший способностью к образованию 
флюоресцирующего пигмента. 

Распределение выделенных штаммов по сре-
дам обитания было следующим: штаммы под но-
мерами 67, 103 были выделены из почвы, штаммы 
36, 77, 110, 113 – выделы из ризосферы, а штам-
мы 75, 91, 91/2, 97, 115, 116, 117 – из ризопланы 
(рис.1). 

Выделение бактериальной ДНК. 2 мл суточ-
ной культуры (18 ч) центрифугировали при 8000 
g в течение 15 минут и удаляли надосадочную 
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жидкость. Ресуспендировали бактериальный оса-
док в растворе ЭДТА с сахарозой и добавляли 100 
мкл 10 %-ного sDs. Время инкубации составля-
ло 30 минут при 65°С. Добавляли 600 мкл смеси 
хлороформ:изоамиловый спирт (24:1). Переме-
шивали и центрифугировали пробу при 8000 g 10 
минут и затем переносили супернатант в новую 
пробирку. Осаждали ДНК с использованием 2 объ-
емов 96 %-ого этанола и после инкубировали при 
-20°С, удаляли супернатант и сушили осадок ДНК 
в течение 30 минут. После растворения ДНК в 50 
мкл раствора TE добавляли 20 мкл раствора РНК-
азы до конечной концентрации 50 мкг/мл и инку-
бировали пробу в течение 1 часа при 37°С. Про-
мывали пробу смесью хлороформ:изоамиловый 
спирт (24:1) и переносили верхнюю часть (содер-
жащую ДНК) в новую пробирку. ДНК осаждали с 
использованием 2 объемов 96 %-ого этанола и ин-
кубировали при -20°С 1 час. Полученный осадок 
ДНК растворяли в 50 мкл TE-буфера. Концентра-
цию ДНК оценивали по результатам электрофоре-
тического разделения (1 мкл аликвоты) в 1 %-ном 
агаразном геле [11, 12]. 

Полимеразная цепная реакция. Для проведе-
ния ПЦР использовали сухую смесь реагентов 
для амплификации («БИОКОМ»). ПЦР смесь (20 
мкл) содержала бактериальную ДНК (5 мкл), 10 
мкл Diluent буфера, 5 мкл праймера. Полимераз-
ную цепную реакцию проводили на амплифи-
каторе "Genius". Для идентификации бактерий 
Pseudomonas использовали родоспецифический 
праймер Pa Gs-F/Pa Gs-R. Ожидаемый продукт 
амплификации с данным праймером – 618 п.н. 
[13]. Условия реакции были следующие: предва-
рительная денатурация – 2 мин при 95°С; затем 25 

циклов: 20 с при 94°С, температура отжига (по табл. 
1) – 20 с, удлинение цепи – 40 с при 72°С; элонга-
ция – 1 мин при 72°С. Охлаждение пробы при 4°С. 

Для идентификации штаммов P. fluorescens 
использовали видоспецифический праймер 
16sPsEfluF/16sPsER. Ожидаемый продукт ампли-
фикации с данным праймером – 850 п.н. [14]. Ус-
ловия реакции были следующие: предварительная 
денатурация – 5 мин при 94°С; затем 30 циклов: 1 
мин при 94ºС, температура отжига (по табл. 1) – 1 
мин, удлинение цепи – 2 мин при 72°С; элонгация – 
2 мин при 72°С. Охлаждение пробы при 4°С. 

Для изучения генетического разнообразия вы-
деленных штаммов P. fluorescens нами были исполь-
зованы следующие одноцепочечные RaPD- прай-
меры: OP-aN9, aB1-4, OP-09, UBC 278 (табл. 2). 

Условия реакции были следующие: предвари-
тельная денатурация – 5 мин при 94°С; затем 40 
циклов: 45 сек при 94°С, 34.5°С – 45 сек, удлине-
ние цепи – 80 сек при 72°С; элонгация – 10 мин 

Рис. 1. Распределение бактерий рода 
Pseudomonas в системе почва – ризосфера – ризо-
плана сахарной свёклы 

Таблица 1
	
Последовательность праймеров
	

Праймер Последовательность (5'–3') Штамм Температура от-
жига, (°С) 

Размер продукта 
(п.н.) 

Pa Gs-F 
Pa Gs-R 

GaCGGGTGaGTaaTGCCTa 
CaCTGGTGTTCCTTCCTaTa 

Pseudomonas 
species 54 618 

16sPsEfluF 

16sPsER 

TGCaTTCaaaaCTGaCTG 
aaTCaCaCCGTGGTaaCCG P.fluorescens 55 850 

Таблица 2 
Последовательность RAPD-праймеров 

RaPD-праймер Последовательность (5'–3') Температура отжига, (ºС) 
OP-aN9 5'-GGGGGaGaTG-3' 34.5 
aB1-4 5'-GGaCTGGaGT-3' 34.5 

OP-aN9 5'-TCGGTCaTaG-3' 34.5 
UBC 278 5'-GaCaaCaGGa-3' 34.5 
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при 72°С. Охлаждение пробы при 4°С [15]. 
Электрофорез был осуществлен в 1.5 %-ном 

агарозном геле, в TBE-буфере и бромистого эти-
дия. Визуализация результатов проводили под 
УФ-лучами. 
ОБСУЖДеНие РеЗУЛЬТАТОВ 
Проведенный нами ПЦР анализ с родо-

специфическим праймером для определения 
Pseudomonas species показал для всех изученных 
штаммов наличие ампликона размером 618 п.н. 
Для всех образцов это был единственный ПЦР-
продукт, что свидетельствует о сходстве их гене-
тического материала. Таким образом, по результа-
там ПЦР-амплификации геномной ДНК штаммов 
под номерами 2, 36, 67, 75, 77, 91, 91/2, 97, 103, 
110, 113, 115, 116, 117 с праймером Pa Gs-F/Pa 
Gs-R был получен единственный ампликон раз-
мером 618 п.н., что позволило отнести эти штам-
мы к роду Pseudomonas sp. (рис. 2, 3, 4). 

Рис. 2 Электрофореграмма ПЦР-продуктов 
полученных с праймерами Pa-Gs-F/Pa-Gs-R 
(линия 1 – 5) и 16sPsEfluF/16sPsER (линия 6 – 
11). Линия 1 – положительный контроль (P. fluo-
rescens); линия 2 – штамм 36; линия 3 – штамм 
113; линия 4 – штамм 115; линия – 5 штамм 117; 
линия 6 – отрицательный контроль (вода); линия 
7 – положительный контроль (P. fluorescens); ли-
ния 8 – штамм 36; линия 9 – штамм 113; линия 10 
– штамм 115; линия 11 – штамм 117; М – маркер 
(100 п.н.-3000 п.н.) 

Амплификация ДНК этих же штаммов с ви-
доспецифическим праймером для выявления P. 
fluorescens показала, что только 4 штамма дали 
ожидаемый продукт амплификации размером 850 
п.н. (рис. 2, 3, 5). Сравнительный анализ получен-
ных ампликонов с этим праймером показал, что 
для остальных штаммов были выявлены допол-
нительные продукты амплификации, являющиеся 
неспецифичными для P. fluorescens. Таким обра-
зом, по результатам ПЦР-амплификации геномной 
ДНК штаммов с праймером 16sPsEfluF/16sPsER 

получен единственный ампликон размером 850 
п.н. только для штаммов под номерами 2, 36, 
116, 117, что позволило отнести их к виду P. fluo-
rescens. 

Рис. 3 Электрофореграмма ПЦР-продуктов 
полученных с праймерами Pa-Gs-F/Pa-Gs-R (ли-
ния 1 – 6) и 16sPsEflu F/ 16sPsE R (линия 7 – 12). 
Линия 1 – штамм 75; линия 2 – штамм 77; линия 
3 – штамм 91/2; линия 4 – штамм 110; линия 5 
– штамм 116; линия 6 – отрицательный контроль 
(вода); линия 7 – отрицательный контроль (вода); 
линия 8 – штамм 75; линия 9 – штамм 77; линия 
10 – штамм 91/2; линия 11 – штамм 110; линия 12 
– штамм 116; М – маркер (100 п.н.-3000 п.н.) 

Рис. 4 Электрофореграмма ПЦР-продуктов 
полученных с праймером Pa-Gs-F/Pa-Gs-R. Ли-
ния 1 – штамм 67; линия 2 – штамм 91; линия 3 
– штамм 97; линия 4 – штамм 103; линия 5 – поло-
жительный контроль (P. fluorescens); М – маркер 
(100 п.н.-3000 п.н.). 

Таким образом, штаммы под номерами 2, 36, 
67, 75, 77, 91, 91/2, 97,103, 110, 113, 115, 116, 117 
были идентифицированы как Pseudomonas sp., а 
к виду P. fluorescens были отнесены штаммы под 
номерами 2, 36, 116, 117. 

Полученные результаты свидетельству-
ют о широком распространении бактерий рода 
Pseudomonas в посевах сахарной свёклы. Причем 
большая их часть концентрируется у корней и на 
их поверхности. 
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Рис. 5 Электрофореграмма ПЦР-продуктов 
полученных с праймером 16sPsEfluF/16sPsER. 
Линия 1 – штамм 2; линия 2 – штамм 67; линия 3 
– штамм 91; линия 4 – штамм 97; линия 5 – штамм 
103; линия 6 – положительный контроль (P. flu-
orescens); линия 7 – отрицательный контроль 
(вода); М – маркер (100 п.н.-3000 п.н.). 

Для выявления генетического разнообразия 
штаммов P. fluorescens мы провели молекулярно-
генетический анализ с использованием четырех 
комбинаций RaPD-праймеров (рис. 6). 

Рис. 6 Электрофореграмма разделения ПЦР-
продуктов штаммов P. fluorescens, полученных с 
помощью RaPD-праймеров OP-aN9, aB1-4, OP-
09, UBC 278. Линия 1 – 4: штамм P. fluorescens 2 с 
RaPD-праймерами OP-aN9, aB1-4, OP-09, UBC 
278; Линия 5 – 8: штамм P. fluorescens 36 с RaPD-
праймерами OP-aN9, aB1-4, OP-09, UBC 278; 
Линия 9 – 12: штамм P. fluorescens 116 с RaPD-
праймерами OP-aN9, aB1-4, OP-09, UBC 278; 
Линия 13 – 16: штамм P. fluorescens 117 с RaPD-
праймерами OP-aN9, aB1-4, OP-09, UBC 278; М 
– маркер молекулярных масс (3000-100 п.н.). 

Проведенный ПЦР-анализ геномной ДНК 
бактерий P. fluorescens с RaPD-праймерами по-
казал высокий генетический полиморфизм ис-
следованных образцов. Всего был выявлен 61 
ДНК-фрагмент. Наибольшим полиморфизмом 

характеризовались штаммы с RaPD-праймером 
OP-aN9. Амплификация геномной ДНК бакте-
рий с этим праймером показала, что он обнару-
живает максимальное число мест отжига на ДНК-
матрице. 

Так, для штамма под номером 2 было получе-
но 7 ампликонов, под номером 36 их было выяв-
лено 6, для штамма 116 – 6, а для штамма 117 – 5. 
Суммарно по данному праймеру обнаружено 24 
ампликона. В результате амплификации геномной 
ДНК штаммов под номерами 2, 36, 116, 117 с дан-
ным RaPD-праймером был получен специфиче-
ский набор ДНК-фрагметов отличающих их друг 
от друга. Показано, что для штаммов под номе-
рами 116 и 117 было выявлено 5 одинаковых ам-
пликонов из 6, длиной приблизительно 200, 700, 
1500, 1900, 2200 п.н., что говорит об их близком 
генетическом родстве. 

Результаты амплификации ДНК штаммов P. 
fluorescens с RaPD-праймером aB1-4 показали, 
что в составе генома штаммов 116 и 117 было 
обнаружено по 4 амликона одинакового размера 
длиной приблизительно 400, 550, 2200, 2500 п.н. 
Тем временем, штаммы под номерами 2 и 36 резко 
отличались по количеству обнаруженных ампли-
конов. Так, для штамма 2 их количество равня-
лось пяти, а для штамма 36 – 2. Всего с RaPD-
праймером aB1-4 было получено 15 амликонов. 

Результат амлификации с RaPD-праймером 
OP-09 свидетельствовал о близком генетическом 
сходстве между собой штаммов 116 и 117, у кото-
рых был обнаружен один общий ампликон разме-
ром примерно 1600 п.н. Для штамма 117 выявлен 
дополнительный ампликон размером около 550 
п.н. Для двух остальных бактерий был получен 
специфический набор ДНК-фрагментов, что ука-
зывает на различие их генетического материала. 
По результатам амплификации с данным RaPD-
праймером было выявлено 9 ампликонов, что сви-
детельствует о том, что он обнаруживает мини-
мальное число мест отжига на ДНК-матрице. 

Амплификация геномной ДНК с RaPD-
праймером UBC 278 показала различие в геноме 
между собой всех четырёх изученных штаммов P. 
fluorescens. Количество полученных ампликонов 
для штамма под номером 2 составило 3, под но-
мером 36 – 4, под номером 116 – 2, а под номером 
117 – 4. Суммарное количество амликонов с дан-
ным праймером составило 13. 

Таким образом, молекулярно-генетический 
анализ штаммов P. fluorescens выделенных из по-
чвы, ризосферы, ризопланы сахарной свёклы, а 
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так же с повернхности корней озимой пшеницы 
с использованием четырех комбинаций RaPD-
праймеров при амплификации показал для всех 
изученных штаммов специфический набор ДНК-
фрагментов, отличающих их друг от друга. Несмо-
тря на то, что для штаммов P. fluorescens 116 и P. 
fluorescens 117 выделенных с поверхности корней 
сахарной свёклы показано сходство ампликонов 
по одному из RaPD-праймеров (aB1-4), осталь-
ные 3 праймера не дали одинаковый набор ампли-
конов, что свидетельствует о разнообразии штам-
мов. Полученные нами данные свидетельствуют 
о том, что все изученные аборигенные штаммы 
P. fluorescens, выделенные в агроценозе сахарной 
свёклы генетически неоднородны между собой. 

ЗАКЛЮЧеНие 
Проведенные исследования свидетельству-

ют о широком распространении бактерий рода 
Pseudomonas в посевах сахарной свёклы. По на-
шим данным, 54 % бактерий рода Pseudomonas 
были изолированы именно из ризопланы. Это 
свидетельствует что псевдомонады активно 
колонизируют корни сахарной свёклы, и, по-
видимому, используют корневые экссудаты куль-
туры в качестве источника питания. Применение 
современных молекулярно-генетических методов 
идентификации позволило выявить среди них вид 
P. fluorescens. Это подтверждает, что изученные 
бактерии широко представлены в посевах сахар-
ной свёклы и являются аборигенными для этого 
подтипа почвы. Они способны с успехом разви-
ваться на корнях культурных растений. Анализ 
полученных электрофореграмм подтверждает ге-
нетическое разнообразие штаммов P. fluorescens в 
агроценозе сахарной свёклы. 
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