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Молекулярно-генетичний аналiз полiморфiзму

метагеномних нуклеотидних послiдовностей

ентомопатогенних бактерiй Bacillus thuringiensis

i прокарiотного комплексу грунтiв

Наведено результати щодо можливостi метагеномних дослiджень полiморфiзму нук-
леотидних послiдовностей ентомопатогенних бактерiй групи Bacillus thuringiensis i про-
карiотного комплексу грунтiв. На базi клонованих генiв 16S рРНК ентомопатогенних
бактерiй B. thuringiensis проведено порiвняльний фiлогенетичний аналiз внутрiшньови-
дових взаємозв’язкiв бiоварiантiв (var. thuringiensis, darmstadiensis та israelensis). Вста-
новлено наявнiсть штамового полiморфiзму в серединi групи дослiджуваних ентомопа-
тогенiв. Методом полiморфiзму довжин рестрикцiйних фрагментiв (tRFLP) здiйснено
порiвняльний аналiз за 16S рРНК мiкробного комплексу дерново-пiдзолистого грунту.
З’ясовано особливостi фiлогенетичних профiлiв i оцiнено рiзноманiття прокарiотних
мiкроорганiзмiв. Виявлено генотипи, якi не культивуються мiкробiологiчними мето-
дами.

У класичнiй екологiчнiй трiадi “органiзм–взаємодiя–довкiлля” наша увага була сконцентро-
вана на проблемах довкiлля, але на рубежi столiть актуальностi набули нагальнi проблеми
дослiдження та збереження бiорiзноманiття. Встановлено, що бiорiзноманiття сприяє ко-
лообiгу, очищенню природних вод, збереженню грунтiв, стабiльностi клiмату, забезпечує
функцiонування природних екосистем, населення продуктами харчування, лiками та сиро-
виною для промисловостi тощо. Пiд впливом зростаючого антропогенного навантаження на
середовище i внаслiдок швидкого розвитку негативних (дестабiлiзуючих) процесiв екологi-
чна свiдомiсть людини за короткий термiн зробила “крок” вiд “впевненостi у своїх силах”
до розумiння “залежностi нашого майбутнього вiд долi багатьох видiв тварин, рослин, мiк-
роорганiзмiв, що населяють Землю” [1, 2].
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Рiзноманiття органiзмiв (бiорiзноманiття на таксономiчному рiвнi, або видове рiзнома-
нiття) є найважливiшим показником стану бiосфери та екосистем, що її складають. Са-
ме завдяки бiологiчному рiзноманiттю створюється структурно-функцiональна органiзацiя
екологiчних систем, яка забезпечує їх стабiльнiсть i стiйкiсть до змiн навколишнього сере-
довища та антропогенного навантаження. За пiдрахунками фахiвцiв, у свiтi iснує близько
13 млн видiв рослин, тварин та мiкроорганiзмiв, якi є бiорiзноманiттям нашої планети.
Бiорiзноманiття України об’єднує понад 72 тис. видiв флори, мiкробiоти та фауни. Флора
i мiкробiота налiчує понад 27 тис. видiв, у тому числi грибiв i слизовикiв — 15, водоро-
стей — 5, лишайникiв — 1,2, мохiв — 800 i судинних рослин — 5,1 тис. видiв, включаючи
найважливiшi культурнi види. Фауна нараховує понад 45 тис. видiв, у тому числi комах —
35 тис., членистоногих без комах — 3,4, червiв — 3,2 тис.; хребетнi представленi рибами
i круглоротими (170 видiв й пiдвидiв), земноводними (17 видiв), плазунами (21 вид), пта-
хами (близько 400 видiв) та ссавцями (108 видiв) [3, 4].

За оцiнками експертiв, ще не описано одну третину видiв, здебiльшого грибiв та чле-
нистоногих. Фрагментарнi нашi знання також щодо видового та функцiонального рiзно-
манiття грунтових мiкроорганiзмiв, у тому числi тих, що можуть продукувати ферменти,
амiнокислоти, антимiкробнi метаболiти та iншi бiологiчно активнi речовини з лiкуваль-
ними, профiлактичними та захисними властивостями. За допомогою новiтнiх молекуляр-
но-генетичних методiв дослiджень встановлено, що мiкроорганiзмiв нараховується набагато
бiльше. Аналiз полiмеразно-ланцюгової реакцiї (ПЛР) — амплiфiкацiї основного фiлогене-
тичного маркера (гена 16S рРНК) дає можливiсть порiвнювати структуру мiкробних угру-
повань i оцiнювати бактерiальне рiзноманiття в грунтi, виявляти новi види мiкробiоти, якi
до теперiшнього часу не культивували на поживних елективних середовищах, а також не
видiляли в чистi культури [5]. Визначено, що домiнуюча частина мiкробних угруповань
у грунтах представлена складним комплексом рiзноманiтних морфотипiв та фiзiологiчних
груп. Нинi класичними мiкробiологiчними методами описано менше 10% бiорiзноманiття.
Отже, загальна тенденцiя в екологiї мiкроорганiзмiв — це застосування сучасних i оптимiзо-
ваних методiв молекулярної бiологiї щодо вивчення бiорiзноманiття мiкроорганiзмiв у при-
родних умовах iснування. При цьому значна увага придiляється грунту — як самостiйному
природному тiлу та живому органiзму i разом з тим як складнiй за своєю структурою
екосистемi.

З огляду на це основною метою нашої роботи було здiйснити порiвняльний фiлогене-
тичний аналiз за 16S рРНК рiзних бiологiчних варiантiв ентомопатогенних бактерiй групи
Bacillus thuringiensis i оцiнити видовi змiни прокарiотного комплексу пiдзолистих грунтiв
за умов тривалого сiльськогосподарського використання (метод полiморфiзму довжин рест-
рикцiйних фрагментiв — tRFLP) для грунтовнiшого вивчення бiорiзноманiття мiкробiоти
та екологiї мiкробних угруповань грунту.

Матерiали i методи. Як модельнi мiкроорганiзми використовували чистi культу-
ри ентомопатогенних бактерiй групи Bacillus thuringiensis рiзних бiоварiантiв (сероти-
пiв) — B. thuringiensis var. thuringiensis (H1) i B. thuringiensis var. darmstadiensis (H10),
B. thuringiensis var. israelensis (H14), якi виявляють ентомоцидну, ентомотоксичну та
ларвiцидну активнiсть стосовно комах рiзних таксономiчних видiв (колекцiя ВНДIСГМ
РАСГН).

Мiкробний комплекс грунтiв вивчали на базi тривалих стацiонарних польових до-
слiдiв, закладених в 1912 р. (Московська сiльськогосподарська академiя iм. К.А. Тiмi-
рязєва).
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Рис. 1. Фiлогенетичний зв’язок ентомопатогенiв на основi аналiзу послiдовностей генiв 16S рРНК

Вiдпрацьована оригiнальна методика екстракцiї тотальної ДНК мiкроорганiзмiв, за осно-
ву якої був взятий метод J. J. Doyle, J. L. Doyle [5–7]. Електрофоретичне роздiлення одер-
жаних зразкiв ДНК проводили в 1%-му агарозному гелi. Вiзуальну детекцiю зразкiв ДНК
i очищення грунтової ДНК вiд домiшок гумiнових кислот здiйснювали за методом D. Morei-
ra [8].

Видiлену ДНК ентомопатогенiв B. thuringiensis використовували як матрицю в ПЛР
з праймерами SSU-642-F HAATHYGTGCCAGCAGC та SSU-1445-R GTCRTCCYDCCTTC-
CTC (за стандартними протоколами). Продукти амплiфiкацiї застосовували для клонува-
ння у вектор pAL-TA [9, 10].

ПЛР з використанням грунтової ДНК проводили флуоресцентно-мiченими праймерами
Eu3. Рестрикцiю отриманих амплiконiв здiйснювали за допомогою синтетичних ендонук-
леаз (Hae III, Msp I).

Секвенування отриманих клонованих фрагментiв 16S рРНК виконували в автоматично-
му капiлярному секвенаторi CEQ 8000 Genetic Analysis System (“Beckman Coulter”, США)
згiдно з рекомендацiями виробника. Визначали iнтенсивнiсть флуоресценцiї термiнального
фрагмента i будували пiк, який був пропорцiональний кiлькостi ДНК й вiдповiдав гено-
му кожної таксономiчної одиницi у зразку. Для видової класифiкацiї фрагментiв tRFLP
використовували програму ТRFLP Fragsort. Крiм цього, аналiзували нуклеотиднi послi-
довностi та перевiряли їх iдентичнiсть з вiдповiдними послiдовностями 16S рРНК варiантiв
B. thuringiensis (база даних GenBank). Аналiз результатiв секвенування здiйснювали за
допомогою програми Vector NTI Advance. Статистичну обробку даних проводили з вико-
ристанням комп’ютерних програм iз пакета Exel.

Результати та їх обговорення. У результатi проведеного порiвняльного фiлогенети-
чного аналiзу внутрiшньовидових взаємозв’язкiв ентомопатогенних бактерiй групи B. thu-
ringiensis нами встановлено наявнiсть штамового полiморфiзму в серединi групи. На ден-
дрограмi (рис. 1) видно наявнiсть зв’язку мiж штамами 1, 10 та 14 серотипiв, а також
розподiл на три основнi кластери, якi вiдповiдають шести генотипам.

У генетичному планi найбiльш близькоспорiдненими виявилися три генотипи першого
кластеру з рiвнем спорiдненостi 90,0–94,0% (B. thuringiensis var. thuringiensis та B. thurin-
giensis var. darmstadiensis). Штами, якi мають ларвiциднi властивостi стосовно кровосисних
комарiв i мошок (B. thuringiensis var. israelensis), виявилися в 2 та 3 кластерах з найменшим
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Рис. 2. Вплив довготривалої культури Linum usitatissimum L. у сiвозмiнi з використанням мiнеральних
добрив на рiзноманiття прокарiотного комплексу дерново-пiдзолистого грунту

(до 70,0%) рiвнем спорiдненостi за 16S рРНК. Чiткого генетичного вiдокремлення B. thurin-
giensis 10 i 14 серотипiв нами не виявлено.

Аналiз профiлiв tRFLP показав наявнiсть значної рiзницi в кiлькостi i структурi роз-
подiлу виявлених генотипiв. Топологiя розподiлу на дендрограмi прокарiотiв грунтового
комплексу у варiантi “льон-довгунець + NPK” засвiдчує наявнiсть двох основних клас-
терiв. Один з них складається з шести пiдкластерiв, яким вiдповiдають 10 домiную-
чих генотипiв (у їх складi види, що не культивуються на поживних середовищах, а та-
кож ряд грунтових мiкроорганiзмiв з родiв Firmicutes, Methylorkorus, Selenomonas тощо)
(рис. 2).

У порiвняннi з варiантом “льон-довгунець + NPK” iстотно збiльшилось генетич-
не рiзноманiття прокарiотних видiв грунтового мiкробного комплексу при вирощуван-
нi у сiвозмiнi озимого жита iз застосуванням мiнеральних добрив (до п’яти основ-
них кластерiв). I найвище рiзноманiття домiнуючих видiв спостерiгалось у варiантi
“конюшина +NPK”, що пов’язано з вiдновленням сприятливого поживного режиму грунту
(рис. 3).

Варiант “чистий пар” за кiлькiстю кластерних домiнуючих видiв наближався до сiво-
змiнних варiантiв. При цьому значну частину домiнуючих генотипiв складали види, якi не
культивуються (рис. 4).

Порiвняльна оцiнка генетичних профiлiв tRFLP i одержаних на їх основi дендрограм
видового бiологiчного рiзноманiття прокарiот дерново-пiдзолистого грунту пiд посiвами
сiльськогосподарських культур показала, що в умовах сiвозмiни змiнюється видовий склад
i структура мiкробiоти та домiнуючих форм. Встановлено, що беззмiнна культура рос-
лин призводить до збiднення генетичних ресурсiв i змiни якiсного складу грунтової мiк-
робiоти. Ряд еубактерiальних фiлотипiв елiмiнує з домiнуючих форм мiкробного ценозу.
Проведений нами аналiз бiорiзноманiття грунтових мiкроорганiзмiв виявив специфiчнiсть
iснуючих природних угруповань, якi формуються пiд впливом агрофiтоценозiв та агро-
прийомiв.

Таким чином, у результатi вивчення бiорiзноманiття грунтових мiкроорганiзмiв за допо-
могою сучасних молекулярно-генетичних методiв (аналiзи фiлогенетичних взаємозв’язкiв,
полiморфiзму довжин рестрикцiйних фрагментiв) виявлено генетично однорiднi лiнiї бак-
терiй рiзних бiоварiантiв (патотипiв), полiморфiзм у серединi групи мiкроорганiзмiв (на-
приклад, одного виду) i у комплексi видiв грунтової мiкробiоти в природних екосистемах.
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Рис. 3. Вплив довготривалої культури озимого жита (а) та конюшини (б ) у сiвозмiнi з використанням
мiнеральних добрив на рiзноманiття прокарiотного комплексу дерново-пiдзолистого грунту
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Рис. 4. Вплив чистого пару на рiзноманiття прокарiот дерново-пiдзолистого грунту

Вивчення метагеномних нуклеотидних послiдовностей мiкроорганiзмiв важливо для порiв-
няння структури угруповань, виявлення новiтнiх генотипiв, оцiнки адаптивного потенцiалу
мiкрофлори грунту i з’ясування їх ролi в розвитку рослин i функцiонуваннi грунтових про-
цесiв.
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Молекулярно-генетический анализ полиморфизма метагеномных

нуклеотидных последовательностей энтомопатогенных бактерий

Bacillus thuringiensis и прокариотного комплекса почв

Приведены результаты относительно возможности метагеномных исследований полимор-
физма нуклеотидных последовательностей энтомопатогенных бактерий группы Bacillus
thuringiensis и прокариотного комплекса почв. На базе клонированных генов 16S рРНК энто-
мопатогенных бактерий B. thuringiensis проведен сравнительный филогенетический анализ
внутривидовых взаимосвязей биовариантов (var. thuringiensis, darmstadiensis и israelensis).
Установлено существование штаммового полиморфизма внутри группы исследуемых эн-
томопатогенов. Методом полиморфизма длин рестрикционных фрагментов (tRFLP) осу-
ществлен сравнительный анализ по 16S рРНК микробного комплекса дерново-подзолистой
почвы. Выяснены особенности филогенетических профилей и оценено разнообразие прока-
риотных микроорганизмов. Выявлены генотипы, которые не культивируются микробиоло-
гическими методами.

N.V. Patyka, T. I. Patyka,

Corresponding Member of the NAS of Ukraine I. P. Grygoryuk, Yu.V. Kruglov

The molecular-genetic analysis of the polymorphism of metagenomic

nucleotide sequences of entomopathogenic bacteria Bacillus

thuringiensis and a procaryotic complex of soils

Results concerning the possibility to research the metagenomic polymorphism of nucleotide sequences
of entomopathogenic bacteria of the group Bacillus thuringiensis and a procariotic complex of soils
are presented. On the basis of the cloned genes 16S rRNA of entomopathogenic bacteria B. thurin-
giensis, the comparative phylogenetic analysis of intraspecific interrelations of biovariants (var.
thuringiensis, darmstadiensis and israelensis) is performed. Presence of the polymorphism of strains
in the middle of the group of investigated entomopathogenes is established. The method of polymor-
phism of lengths of restriction fragments (tRFLP) is used in the comparative analysis of a microbic
complex of turf-podzolic soil by 16S rRNA. Features of phylogenetic profiles are found out, and a
variety of procariotic microorganisms is estimated. The genotypes which are not cultivated by the
microbiological methods are revealed.
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