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Аннотация. Исследована антагонистическая и цитотоксическая активность штамма Bacillus 
methylotrophicus SA77, выделенного с побега яблони сорта Голден Делишес в Саратовской области. 
Наиболее высокую антагонистическую активность Bacillus methylotrophicus SA77 проявил по от-
ношению к фитопатогенным грибам Aspergillus tubingensis и Fusarium tricinctum. Установлена вы-
сокая антибактериальная активность экстракта продуктов метаболизма исследованного штамма в 
концентрации 0.01 мг/мл ДМСО в отношении Staphylococcus aureus ATCC 25922 и умеренная анти-
бактериальная активность в отношении Mycobacterium tuberculosis. Показано умеренное цитоток-
сическое действие экстракта продуктов метаболизма на клетки мышиной лимфомы линии L 5178У.

Ключевые слова: Bacillus methylotrophicus, антагонистическая активность, цитотоксическая 
активность.

Abstract. In this work we studied the antagonistic and cytotoxic activity of Bacillus methylotrophicus 
SA77, selected and isolated from Golden Delicious apple shoots in Saratov region. The results showed 
that the highest antagonistic activity of Bacillus methylotrophicus SA77  against phytopathogenic fungi 
Aspergillus tubingensis and Fusarium tricinctum, our results also showed highly antibacterial activity of 
crude extract against Staphylococcus aureus ATCC 25922, and moderate activity against Mycobacterium 
tuberculosis, at concentration 0.01 mg/ml DMSO. As well as bacterial crude extract exhibited moderate 
cytotoxic effects against mouse lymphoma cell line L5178Y.
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Известно, что надземные части растений на-
селены разнообразными бактериями, дрожжами и 
грибами. Некоторые виды микроорганизмов мо-
гут быть локализованы на поверхности здоровых 
растений, другие –  внутри растительных тканей. 
Богатая микрофлора характерна как для репро-
дуктивных частей растений (бутоны, цветы) [1, 
2], так и для вегетативных [3,4]. Наиболее тесные 
взаимоотношения характерны для растений и эн-
дофитных микроорганизмов за счет совместных 
эволюционных процессов [5]. Внутри растений 
эндофиты имеют мало конкурентов среди микро-
организмов [5] и, как правило, не вызывают види-
мых симптомов у растений [6,7]. 

Между микроорганизмами, заселяющими 
растения, часто складываются антагонистические 
отношения. Штаммы, способные подавлять раз-
витие  других микроорганизмов, чаще всего вы-
являются среди представителей родов Bacillus, 
Pseudomonas, Paenibacillus и Streptomyces. [8].

Виды Bacillus широко распространены на по-
верхности и во внутренних тканях различных ви-
дов растений [9]. Bacillus секретируют множество 
вторичных метаболитов, в том числе антибиоти-
ки, противогрибковые вещества и сидерофоры. 
Метаболиты, продуцируемые Bacillus, могут по-
давлять развитие широкого круга фитопатогенов 
или стимулировать иммунные реакции самого 
растения [10, 11]. Уже сегодня многие метаболи-
ты  бацилл используются как альтернатива хими-
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ческим методам борьбы с фитопатогенами [8]. 
Кроме того, их метаболиты могут быть исполь-
зованы в качестве безопасных и эффективных 
терапевтических веществ при лечении болезней 
человека и животных [12]. Несмотря на наличие  
большого количества уже выявленных штаммов 
бактерий-антагонистов, поиск новых продуцен-
тов по-прежнему остаётся актуальным в связи 
с постоянным появлением новых резистентных 
штаммов возбудителей.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Выделение и идентификация штаммов ми-

кроорганизмов. B. methylotrophicus SA77 был 
выделен на картофельной среде при изучении 
микрофлоры побегов яблонь сорта Голден Де-
лишес в Саратовской области. Первоначальная 
идентификация штамма проводилась с исполь-
зованием морфологических, биохимических и 
физиологических тестов в соответствии с микро-
биологическим определителем Берджи [4]. Мо-
лекулярную идентификацию B. methylotrophicus 
SA77 осуществляли после экстракции геномной 
ДНК. 16S рРНК амплифицировали с универ-
сальными праймерами эубактерий 16S-27F (5'- 
AGAGTTTGATCNTGGYTCAG -3') и 16S-907R2 
(5'- CCGTGAATTCHTTTRAGTTT -3'). Ампли-
фикацию проводили в термоциклере (CS Cleaver, 
Scientific Ltd., TC 32/80CS). Использовали следу-
ющие температурные циклы: один цикл денатура-
ции при 94° С в течение 1 мин, затем 40 циклов 
денатурации при 94° С в течение 1 мин, отжиг при 
45° С в течение 1 мин  и полимеризация при 72°С 
в течение 1 мин. Амплификация была завершена 
элонгацией при 72° С в течение 7 мин. Ампли-
фикаты секвенировали. Определение гомологии 
последовательности 16S рРНК данного изолята 
проводили с использованием программы BLAST 
базы данных Genbank (HTTP: www.ncbi.nlm.gov/
BLAST/), B. methylotrophicus является широко 
распространенным представителем бактерий ри-
зосферы и филлосферы многих растений, сооб-
щается, что данные микроорганизмы могут кон-
тролировать многие патогенные микроорганизмы 
посредством синтеза вторичных метаболитов, 
включая антибиотики [13].

Использованные в работе грибные изоляты 
Aspergillus tubingensis (A103), Alternaria alternata 
(A104), Fusarium incarnatum equiseti species 
complex (A105), Fusarium tricinctum (F106), 
Phoma fungicola (AT100), Trichoderma harzianum 
(T104), Cladosporium cladosporioides (C102), 

были выделены нами при исследовании тех же 
побегов яблонь, сапрофитические и фитопатоген-
ных грибов. Идентификацию проводили молеку-
лярными методами с использованием праймеров 
ITS 1 (TCCGTAGGTGAACCTGCGG) и ITS 4 
(TCCTCCGCTTATTGATATGC). 

Определение фунгицидной активности. Куль-
тура B. methylotrophicus SA77 засевалась газо-
ном на ГРМ-агар, культивировалась при 28° С в 
течение  двух суток. Культуры грибов засевали 
аналогичным образом на среду PDA, культивиро-
валась при 28° С в течение  пяти суток. Затем из 
полученных газонов вырезали диски диаметром 5 
мм и накладывали их на чашку Петри со средой 
PDA. На каждую чашку накладывали один диск с 
культурой B.  methylotrophicus SA77 и один диск с 
культурой тестируемого гриба. Расстояние между 
дисками составляло 7 см. Чашки с дисками куль-
тивировали при 28° С в течение  семи суток. Ми-
кробные взаимодействия оценивали по наличию 
зоны ингибирования роста гриба [5].

Выявление антибактериальной активности. 
Бактериальный неочищенный экстракт (0.5 мг 
экстракта / 50 мкл ДМСО) исследовали на ак-
тивность против S. aureus ATCC 25922 и M. tu-
berculosis (клинический штамм). Несколько 
колоний (от 3 до 10) тестируемых организмов 
пересевали в триптозо-соевый бульон (4 мл) и 
инкубировали от 2-х до 5 часов. Суспензию раз-
бавляли стерильным физиологическим раство-
ром. Стандарты готовили с помощью добавле-
ния 0.5 мл 1%-ного BaCl2 к 99.5 мл 1% H2SO4 
(0.36 N). Приготовленный бактериальный бу-
льон (0.1 мл) наносили на чашку с агаризован-
ной средой Мюллера-Хинтона и рассеивали с 
помощью стерильных бусинок. На стерильные 
диски из бумажных фильтров наносили 500 
мкг подготовленного неочищенного экстракта 
B. methylotrophicus SA77. Пропитанные диски 
помещали на чашки с агаром, предварительно 
засеянные выбранными тестируемыми организ-
мами. В качестве контроля использовали диски 
без культуры, пропитанные только раствори-
телем. Подготовленные таким образом чашки 
инкубировали при 37°С в течение 24 часов. 
Антимикробную активность регистрировали по 
наличию прозрачных зон отсутствия роста во-
круг дисков с экстрактом B.  methylotrophicus 
SA77.

Выявление цитотоксической активности. 
Бактериальный неочищенный экстракт тести-
ровали на цитотоксичность против клеточной 
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линии мышиной лимфомы L5178Y. (IC50> 10 мг/
мл) с помощью анализа микрокультуры тетра-
золия (МТТ). Клетки L5178Y лимфомы мыши 
выращивали в минимальной поддерживающей 
среде Игла с добавлением 10% лошадиной сыво-
ротки в пробирках в культуре роллерного типа. 
Для определения цитотоксичности, L1578Y 
высевали на 96-луночные планшеты -  50.000 
клеток/лунка. Клеткам позволяли закрепляться 
в течение 24 часов, а затем обрабатывали раз-
личными концентрациями кахалалидов в тече-
ние 24 часов. После этой обработки носитель 
был изменен, и клетки инкубировали в течение 
3 часов в условиях клеточной культуры с МТТ 
(3- (4.5-диметил-2-тиазолил)-2.5-дифенил-2Н-
тетразолия бромид) в концентрации 20 мкг/мл. 
После этой инкубации клетки фиксировали на 
пластине с водным раствором, содержащим 1% 
формальдегида и 1% хлорида кальция и затем 
лизировали с 95% изопропиловым спиртом-5%-
ной муравьиной кислотой. 

Выделение  и идентификация метаболитов. 
Бактериальный штамм культивировали на твер-
дой среде с рисом (100 г риса и 100 мл воды). Фер-
ментацию проводили в течение 3-х недель при 
комнатной температуре. После ферментации про-
дукты метаболизма экстрагировали этилацетатом 
(2 х 400 мл). Полученный неочищенный экстракт 
из рисовой среды (1.1 г) распределяли между 
н-гексаном и 90%-ным водным раствором МеОН. 
Метанольный экстракт подвергали хроматогра-
фии на колонке с Сефадексом LH-20 с использо-
ванием MeOH в качестве элюента. Масс-спектры 
были измерены с помощью LC-MS HP1100 Agilent 
Finnigan LCQ Deca XP Thermoquest, масс-спектры 
высокого разрешения (HRESIMS) регистрировали 
на масс-спектрометре FTHRMS-Orbitrap (Thermo 
Finnigan). ВЭЖХ-анализ проводили с помощью 
системы Dionex P580, соединенной с детектором 
с фотодиодной матрицей (UVD340S). Детектиро-
вание было установлено ​​на уровне 235, 254, 280 
и 340 нм. Аналитическая колонка (125 мм 4 мм, 
Li.d.) была внесена в соответствующее поле с 
Europhere 10 С18 (Knauer, Германия). Разделение 
ВЭЖХ проводили на полупрепаративной системе 
ВЭЖХ LachromMerck Hitachi (насос L7100, УФ-
детектор L7400; колонка Europhere 100 С18, 300 
мм 8 мм, Кнауэр, Германия) со скоростью пото-
ка 5.0 мл/мин. Колоночную хроматографию про-
водили с использованием 60 M (0.04-0.063 мм) 
силикагеля Merck MN или Sephadex LH-20 в ка-
честве стационарной фазы. Для тонкослойной 

хроматографии (TLC) и препаративной TLC пла-
стины Merck предварительно покрывали силика-
гелем 60 F254 с последующим обнаружением при 
УФ 254 и 366 нм или после того, как проводили 
опрыскивание реагентом (анисовым альдегидом). 
Растворители очищали перед использованием, и 
для спектроскопических измерений использовали 
спектральные градиентные растворители.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Как показали наши исследования, B. 

methylotrophicus широко распространён и на по-
верхности, и во внутренней среде побегов яблонь. 
Его количественные показатели составляли 106-
107 КОЕ/г. Широкому распространению этого 
вида в значительной степени способствуют его 
широкие адаптационные возможности, выявлен-
ные при фенотипической идентификации изоля-
тов, в том числе и  B. methylotrophicus SA77 (Та-
блица 1). Молекулярные исследования показали, 
что ген 16S рРНК B. methylotrophicus SA77 ампли-
фицировался с праймером 16S-27F-16S-907R2. 
Последовательность ДНК имела 99% сходство с 
B. methylotrophicus. 

B. methylotrophicus SA77 проявил различную 
антагонистическую активность по отношению 
к тестируемым штаммам грибов. Для удобства 
сравнения результатов нами была введена следу-
ющая шкала интенсивности антагонистической 
активности:
•	 отсутствие ингибирования роста гриба;
•	 слабое ингибирование роста гриба: быстрый 

рост гриба на среде, блокировка роста про-
исходит только вокруг диска бактериальной 
культуры;

•	 умеренное ингибирование роста гриба: гриб-
ной рост распространяется на половину чаш-
ки Петри;

•	 сильное ингибирование роста гриба: гриб не 
даёт роста на чашке.

Штамм B. methylotrophicus SA77 не проявил 
антагонистической активности по отношению к 
C. cladosporioides  и F. equiseti. Слабое ингибиро-
вание роста было отмечено для P. fungicola  и T. 
harzianum, умеренное – для A. alternatа (Таблица 2).

Сильную антагонистическую активность B. 
methylotrophicus SA77 проявил по отношению 
к A. tubingensis и F. tricinctum (Рис. 1). Столь ак-
тивное подавление исследованным штаммом этих 
фитопатогенных грибов позволяет рассматривать 
его как возможную основу для создания противо-
грибкового биопрепарата.
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Tаблица 1.
Морфологические и биохимические характеристики 

B. methylotrophicus SA77
Характеристики Результат

М
ор

фо
ло

ги
че

ск
ие

 
те

ст
ы

Окрашивание по Грамму Положительный

Клеточная морфология Палочки

Подвижность Положительный

Спорообразование Положительный

Окрашивание Кремовый белый

Би
ох

им
ич

ес
ки

е 
те

ст
ы

Активность каталазы Положительный

Активность оксидазы Положительный

Анаэробный рост Отрицательный

VP - тест Положительный

Утилизация цитрата Отрицательный

Редукция нитрата Положительный

Гидролиз желатина Положительный

Гидролиз крахмала Положительный

П
ро

ду
ци

ро
ва

ни
е 

ки
сл

от
 и

з

Глюкоза Положительный

Арабиноза Отрицательный

Ксилоза Положительный

D-рафиноза Отрицательный

Маннитол Положительный

Сорбитол Положительный

Сахароза Отрицательный

Лактоза Положительный

Ро
ст

 п
ри

6.5 % NaCl Положительный

10 % NaCl Положительный

15 % NaCl Отрицательный

Ро
ст

 п
ри

pH 5 Положительный

pH 6 Положительный

pH 9 Положительный

pH 10 Положительный

Неочищенный экстракт B. methylotrophicus 
SA77 показал сильную антибактериальную актив-
ность в отношении Staphylococcus aureus ATCC 
25922 и умеренную активностью в отношении 
Mycobacterium tuberculosis (Таблица 3). Рост S. 
аureus подавлялся неочищенным бактериальным 
экстрактом в концентрации 25 мг/мл, M. tubercu-
losis – 100 мг/мл.

Рис. 1. Ингибирование роста A. tubingensis 
(слева) и F. tricinctum (справа) B. methylotrophicus 
SA77

Таблица 2.
Антагонистическая активность B. methylotrophicus 

SA77 в отношении фитопатогенных грибов

Микроорганизмы B. methyloprophics SA77

Гр
иб

ы

A. tubingensis +++
P. fungicola +
T. harzianum +
C. cladosporioides -
F. tricinctum +++
F. equiseti -
A. alternatа ++

Таблица 3.
Результаты тестов на биоактивность B. 

methylotrophicus SA77

Тестируемый 
штамм

Концентрация бактери-
ального неочищенного 

экстракта мг/мл Контроль

100 50 25 12.5
S. aureus 
ATCC 25922 + + + - -

M. tuberculosis + - - - -
- наличие роста бактерий
+ ингибирование роста бактерий

Кроме того, обнаружен умеренный цитоток-
сический эффект в отношении клеточной линии 
лимфомы мыши L5178Y. Рост клеток снижался до 
77.9 % при обработке экстрактом B. methylotrophi-
cus SA77 в концентрации 10 мкг/мл со значением 
LC50 12.78 г/мл.

Результаты ВЭЖХ анализа бактериального 
экстракта B. methylotrophicus SA77 представле-
ны на рисунке 2. Лишь некоторые пики ВЭЖХ-
хроматограммы совпали по УФ-видимой области 
спектра и времени удерживания с эталонными 
соединениями, имеющимся в базе данных. Эти 
пики были идентифицированы как цитринин 
гидрат (пик № 4), и метил стеарат, (пик № 11). 
Цитринин гидрат описывается как микотоксин, 
а метил стеарат является токсичным и антибак-
териальным соединением. Это первые данные, 
указывающие на синтез данных метаболитов 
(цитринин гидрата и метил стеарата) бактериями 
B. methylotrophicus.

Мохамед Х. А., Петерсон А. М., Ибрахим В. И.
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Рис. 2. ВЭЖХ – хроматограммы неочищенных экстрактов B. methylotrophicus SA77
Таким образом, штамм B. methylotrophicus 

SA77 представляет существенный интерес для 
биотехнологии. Его высокая антагонистическая 
активность по отношению к некоторым возбуди-
телям болезней растений и животных позволяет 
рассматривать его как перспективную основу для 
создания новых биопрепаратов.
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