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Аннотация. В Белорусской области были собраны образцы картофеля, пора-
женного черной ножкой, и выделены бактерии. Биохимический и молеку-
лярно-генетический анализы показали, что характеристики семи штаммов 
бактерий соответствуют характеристикам Pectobacterium brasiliense. Бакте-
риальные геномы были выделены и амплифицированы с использованием 
праймеров R1 и  L1r, специфичных для Pectobacterium brasiliense. Для вы-
деления генов и секвенирования всего генома был отобран один образец, 
и  его геном показал сходство с  Pectobacterium brasiliense. Идентификация 
патогена была подтверждена филогенетическим анализом с использовани-
ем генов 16S РРНК. После инокуляции растений те же симптомы наблюда-
лись на стеблях, клубнях картофеля и моркови, что подтверждает гипотезу 
Коха. Заражение Pectobacterium brasiliense было зарегистрировано в Брази-
лии, США, России и Китае. 
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Summary. Potato samples with blackleg disease were collected in the 
Belarus region, and bacteria were extracted. Biochemical and molecular 
genetic analyses revealed that the characteristics of seven bacterial 
strains were consistent with those of Pectobacterium brasiliense. 
Bacterial genomes were extracted and amplified using Pectobacterium 
brasiliense-specific primers BR1f and L1r. One sample was selected for 
gene extraction and whole genome sequencing, and its genome showed 
similarity to Pectobacterium brasiliense. Pathogen identification was 
confirmed by phylogenetic analysis using 16S RNA genes. After plant 
inoculation, the same symptoms were observed on potato stems, potato 
tubers and carrot tubers, satisfying Koch’s hypothesis. Pectobacterium 
brasiliense infection has been reported in Brazil, the USA, Russia, and 
China.
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Введение

Бактериальная мягкая гниль растений является од-
ной из наиболее острых проблем в мире. Большин-
ство возбудителей, вызывающих так называемое 

«скрытое загрязнение», относятся к  семейству Soft-rot 
Enterobacteriaceae (SRE), среди которых ключевыми ро-
дами являются Pectobacterium и Dickeya [19, с. 426]. Эти 
два рода включают многочисленные фитопатогенные 
бактерии, зарегистрированные в  различных странах 
по всему миру. Они способны вызывать серьёзную мяг-
кую гниль у  растений-хозяев. Спектр растений-хозяев 
весьма широк, включая культурные растения, фрукты, 
овощи, декоративные растения и т.д. Основные симпто-
мы заболевания включают гниение, увядание, почерне-
ние стебля и другие проявления, что приводит к значи-
тельному ущербу для сельского хозяйства [18, с. 20].

Pectobacterium brasiliense впервые был классифици-
рован в 2004 году Дуарте и соавторами как новый подвид 
Pectobacterium carotovora, вызывающий черную ножку 
и мягкую гниль картофеля [4, с. 536]. Хотя P. brasiliense был 

обнаружен относительно недавно, за последние годы он 
был выявлен на различных растениях-хозяевах в разных 
странах, где вызвал значительный ущерб сельскохозяй-
ственному производству, став важным патогеном, кото-
рый нельзя игнорировать. Бактерии вызывают склеи-
вание листьев, стеблей и клубней картофеля. В тяжёлых 
случаях наблюдаются перфорация листьев, гниение пло-
дов и увядание растений, что приводит к значительному 
снижению урожайности картофеля или даже к полному 
уничтожению урожая [4, с. 540; 12, с. 9]. Возбудитель 
был зарегистрирован в Бразилии, Канаде, США, Южной 
Африке, Новой Зеландии и других странах [5, с. 2042; 7; 
17, с. 235; 6, с. 684; 10, с. 177; 10, с. 180]. В июне 2020 года 
в Беларуси были собраны образцы растений картофеля 
с симптомами черной ножки, а проведённые биохимиче-
ские и генетические тесты патогенных бактерий подтвер-
дили их принадлежность к  Pectobacterium brasiliense.

Данная работа посвящена изучению физиологии 
и  биохимии растений, поражённых Pectobacterium 
brasiliense в Беларуси, где наблюдаются симптомы бакте-
риальной инфекции в тканях растений.
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Материалы и методы

Бактерии P. brasiliense были выделены из  образцов 
поражённых растений и культивированы на картофель-
ном агаре. Штаммы с  патогенностью к  растениям, спо-
собностью разрушать пектины, целлюлолитической 
активностью и патогенностью при инокуляции клубней 
картофеля были отобраны из общего числа выделений 
для дальнейшего изучения.

В соответствии со стандартными протоколами иден-
тификации бактерий были проведены физиологические 
и биохимические тесты (тест на активность лецитиназы, 
дегидрогеназная активность, использование органиче-
ских кислот, образование углеводов в кислотной среде 
при 28°C, рост при 37°C, образование сахарозы, восста-
новление сахара и т.д.) на отобранных штаммах [4, с. 537].

Геномы бактерий были выделены и  амплифици-
рованы с  использованием специфичных праймеров 
для P. brasiliense: BR1f (5’-gcgtgccgggttatgacct-3’) и  L1r 
(5’-carggcatccaccgt-3’) [4, с. 538]. Затем геномы штаммов 
были секвенированы, и нуклеотидные последовательно-
сти определены с помощью секвенатора Illumina MiSeq. 
Сборка генома была выполнена с  использованием он-
лайн-программы Proksee. Использовалось программное 
обеспечение Prodigal для предсказания кодирующих 
последовательностей белков (CDS) и  функциональной 
аннотации генов [13].

Для филогенетического анализа была получена по-
следовательность гена 16S рРНК целевых бактерий 
с фрагментом размером 1437 пар оснований. На основе 
опубликованных в  генбанке последовательностей гена 
16S рРНК 5 штаммов Pectobacterium: P. brasiliense штамм 
212 (NR_115173.1), P. parmentieri штамм RNS 08-42-1A 
(NR_153752.1), P. wasabiae штамм CFBP 3304 (NR_118293.1), 
P. carotovorum штамм ICMP 5702 (NR_116047.10), 
P. atrosepticum штамм LMG 2386 (NR_044980.1) и Dickeya 
oryzae штамм ZYY5 (NR_174300.1) был построен фило-
генетический дерево с использованием метода ближай-
шего соседа (Neighbor-Joining) и программного обеспе-
чения MEGA v. 10.2.6.

Для проведения инфекции картофельные клубни со-
рта «Винета» были стерилизованы снаружи 70 % этано-
лом. Бактерии выращивались в жидкой среде LB в тече-
ние ночи, центрифугировались, промывались раствором 
NaCl (0,85 %) и  ресуспендировались в  том же растворе 
до оптической плотности OD600, соответствующей плот-
ности клеток (3 × 10⁸ клеток/мл). В  20 мкл суспензии 
бактерий вводились инъекционно с  помощью шприца, 
и  ранки изолировались парафильмом. Инфицирован-
ные клубни картофеля помещались при температуре 
28°C и  относительной влажности 70 %–80 %. Через 48 
часов измерялась масса мацерированных тканей, кото-

рые затем хранились при температуре –20°C до момента 
измерения ферментативной активности. Стебли карто-
феля (сорт Винета) и клубни моркови подвергались тем 
же условиям.

Активность пектин-лиазы определялась по  методу, 
описанному в работах [15, с. 179; 14, с. 569; 15, с. 190]. Ак-
тивность целлюлазы определялась колориметрическим 
методом с  использованием диниртосалициловой кис-
лоты (DNS) [1, с. 177]. Измерение активности ферментов 
проводилось с  использованием УФ-спектрофотометра 
«Cary 50 BIO» (США).

Результаты

Бактерии были выделены из заражённых картофеля, 
моркови и  пекинской капусты, собранных в  Беларуси. 
Из  102 исследованных образцов было предварительно 
выделено 7 штаммов бактерий. Изоляты были культи-
вированы для описания их колоний на  картофельном 
агаре и  определения их рода и  морфологии. Исполь-
зовались следующие критерии: способность патогенов 
вызывать гниение клубней картофеля, гидролитическая 
активность по  отношению к  карбоксиметилцеллюлозе 
и предварительная идентификация пектиновой кислоты.

Пектинлиазы и  целлюлазы являются ферментами, 
широко присутствующими как у  сапрофитных, так и  у 
фитопатогенных микроорганизмов, и играют ключевую 
роль в патогенности последних. Основным патогенным 
фактором является пектиназа. Выделение пектиназы 
во время инфицирования патогеном способствует де-
градации и  использованию пектина в  межклеточном 
слое и  клеточной стенке, что приводит к  разрушению 
клеточной стенки, повреждению клеток и  некрозу тка-
ней [2, с. 180]. Целлюлазы в  основном разрушают цел-
люлозу в  первичной или вторичной клеточной стенке 
растительных клеток [16, с. 1525]. Основные целлюлазы, 
встречающиеся у  патогенов черной ножки, включают 
гликозидные гидролазы, такие как эндо-β-1,4-глюканаза 
и эндо-β-1,3-глюканаза [8].

На основании вышеприведённых критериев были 
отобраны 7 штаммов, которым условно присвоены 
названия 98–1, 98–2, 101-2, 126, 127, 129 и  130. Соглас-
но результатам физиологических и  биохимических 
свойств (Таблица 1), штаммы 98–1, 98–2, 101-2, 126, 127, 
129 и  130 были классифицированы как бактерии рода 
Pectobacterium.

Затем для амплификации ДНК штаммов 98–1, 98-2, 101-
2, 126, 127, 129 и 130 были использованы специфичные 
праймеры BR1f и L1r, и все штаммы были подтверждены 
как P. brasiliense (Рисунок 1). Штамм 130 был выбран для 
секвенирования полного генома (GenBank: CP092039.1), 
и  его геном был составлен с  помощью программного 
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Таблица 1. 
Физиологические и биохимические свойства изученных штаммов

Штамм 98–1 98–2 101–2 126 127 129 130

Грамм–отрицательность – – – – – – –

Форма клеток палочки палочки палочки палочки палочки палочки палочки

Подвижность + + + + + + +

O\F тест F F F F F F F

Рост при 37°C + – + – + + +

Рост при 28°C + + + + + + +

Лецитиназа – – – – – – –

Целлюлаза + + + + + + +

Дегидрогеназа + + + + + + +

Восстановление сахарозы B B B G G G G

Ассимиляция алкоголей и углеводов

Метил-α-D-глюкопираноза – – – – – – –

Лактоза + + + + + + +

Мальтоза – – – – – – –

Арабиноза + + + + + + +

Раффиноза + + + + + + +

Кислота + + + + + + +

Сорбит – – – – – – –

Дульцит – – – – – – –

Маннитол + + + + + + +

Манноза + + + + + + +

Рамноза + + + + + + +

Органические кислоты

Альфа-кетоглутаровая кислота + + + + + + +

Натрий цитрат + + + + + + +

Натрий тартрат + + + – – – –

Примечание: «+» для признака/положительной реакции, «–» для отсутствия признака/отрицательной реакции, «R» для 
красного, «G» для зеленого, «B» для синего.
Штаммы P. brasiliense: 1–98-1; 2 — 98-2; 3 — 101-2; 4 — 126; 5 — 127; 6 — 129; 7 — 130; М — маркер ДНК (ДНК Ladder 
Mix Fermentas).
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обеспечения Proksee (Рисунок 2). Филогенетический ана-
лиз на  основе последовательности гена 16S рРНК был 
проведён между штаммом 130 и пятью штаммами рода 
Pectobacterium: P. brasiliense штамм 212 (NR_115173.1), 
P.  parmentieri штамм RNS 08-42-1A (NR_153752.1), 
P. wasabiae штамм CFBP 3304 (NR_118293.1), P. carotovorum 
штамм ICMP 5702 (NR_116047.10), P. atrosepticum штамм 
LMG 2386 (NR_044980.1) и  Dickeya oryzae штамм ZYY5 
(NR_174300.1), опубликованными в базе данных GenBank. 
Штамм 130 был уверенно отнесён к P. brasiliense, как по-
казано на Рисунке 3.

Рис. 1. Электроферограмма продуктов ПЦР 
с использованием праймеров BR1f и L1r

Секвенированные чтения были собраны в  полный 
геном, который был затем оценен на  наличие спец-

ифических для P. brasiliense признаков у  штамма 130 
(CP092039.1) с  круговой хромосомой размером 5 034 
872 п.н. и средней GC-составляющей 52.05 % (Таблица 2). 
В  ходе сборки генома не  были обнаружены плазмиды. 
Программное обеспечение Prodigal предсказало, что ге-
ном включает 4391 предполагаемую кодирующую после-
довательность (CDS), охватывающую в общей сложности 
4 375 797 пар оснований (п.н.), со средней длиной гена 
997 п.н. Также было предсказано, что геном содержит 
184 тандемных повтора, общая длина которых составля-
ет 22 683 п.н., что составляет 0.45 % от всего генома. В ге-
номе было обнаружено 22 рРНК-оперона, включающих 8 
5S рРНК, 7 16S рРНК и 7 23S рРНК.

Таблица 2. 
Геномные характеристики штамма P. brasiliense 130

Характеристика Значение

Размер генома (п.н.) 5,034,872

Содержание GC (%) 52.05

Количество предполагаемых генов CDS 4391

Длина гена (п.н.) 4,375,797

Средняя длина гена (п.н.) 997

Доля генов к размеру генома (%) 86.91

Рис. 2. Геномная карта P. brasiliense 130
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Характеристика Значение

Длина межгенного региона (п.н.) 659,075

Доля межгенного региона к геному (%) 13.09

Количество тандемных повторов 184

Длина тандемных повторов (п.н.) 22,683

Доля тандемных повторов к геному (%) 0.4505

Количество минисателлитных ДНК 199

Количество микросателлитных ДНК 10

Количество рРНК 22

Количество тРНК 79

Количество сРНК 40

Бактерии были инокулированы в  картофельные 
клубни, морковь, пекинскую капусту и  лук, при этом 
симптомы заболевания появлялись в течение 2–7 дней. 
Результаты показали, что штамм 98–2 не  вызывал за-
болевания у  лука, тогда как штамм 101–2 не  вызывал 
заболевания у  моркови, пекинской капусты или лука. 
Другие растительные образцы продемонстрировали 
явные симптомы заболевания, включая некроз, почер-
нение и  водянистость клубней и  листьев. Из  заражён-
ных тканей растений были выделены бактерии. Далее 
в  инфицированных тканях были измерены активности 
пектатлиазы и целлюлазы (Таблица 3 и Таблица 4). Пек-
татлиаза считается основным фактором вирулентности 
видов рода Pectobacterium.

Таблица 3. 
Активность пектатлиазы у бактерий P. brasiliense 

в поражённых тканях растений (Е/мл).

Штамм Картофель Морковь
Пекинская 

капуста
Лук

98-1 0.113±0.013 0.106±0.009 0.378±0.098 0.005±0.002

98-2 0.151±0.021 0.087±0.023 0.411±0.056 —

101-2 0.152±0.031 — — —

126 0.543±0.02 0.021±0.01 0.594±0.14 0.005±0.002

127 0.222±0.013 0.035±0.002 0.227±0.037 0.017±0.003

129 0.23±0.117 0.106±0.044 0.334±0.072 0.052±0.023

130 0.26±0.022 0.121±0.022 0.359±0.076 0.014±0.005

Примечание: «—» для отсутствия данных о заражении.

Таблица 4. 
Активность целлюлазы у бактерий P. brasiliense 

в поражённых тканях растений (мг/1ч/1мл)

Штамм Картофель Морковь
Пекинская 

капуста
Лук

98-1 0.359±0.055 13.588±0.316 1.648±0.449 9.934±0.483

98-2 0.319±0.002 8.776±0.614 2.489±0.319 —

101-2 0.572±0.046 — — —

126 0.607±0.04 16.016±0.982 1.824±0.387 5.601±0.289

127 0.898±0.046 14.8±0.111 1.434±0.275 13±0.485

129 0.385±0.037 3.525±0.087 2.036±0.065 12.236±0.762

130 0.4±0.009 3.728±0.118 2.024±0.236 10.816±0.007

Примечание: «—» для отсутствия данных о заражении.

Рис. 3. Филогенетическое дерево, построенное путём сравнения фрагментов последовательностей гена 16S рРНК 
различных штаммов рода P. brasiliense с использованием метода ближайших соседей. Числа указывают процент 

бутстреп-значений (1000 повторений)
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Обсуждение и выводы

Бактериальная мягкая гниль растений представляет 
собой заболевание, наносящее серьёзный ущерб сель-
скому хозяйству, и  для его контроля на  сегодняшний 
день отсутствуют эффективные биологические меры. 
Pectobacterium, как основной возбудитель данного за-
болевания, вызывает большой интерес ввиду широ-
кого распространения и  многообразия видов. За  по-
следние 20 лет, благодаря развитию аналитических 
технологий, многие виды и роды бактерий из семейства 
Pectobacteriaceae подверглись пересмотру и  были за-
ново классифицированы [Li 2018; Huang 2018; Duarte 
2004].

Классификация рода Pectobacterium долгое время 
оставалась спорной, поскольку этот род бактерий де-
монстрирует высокую степень фенотипической и  ге-
нетической изменчивости, а  также патогенности, что 
позволяет им вызывать тяжёлую мягкую гниль у множе-
ства различных растений-хозяев. Наши исследования 
показали, что семь штаммов P. brasiliense были впервые 
идентифицированы в  Беларуси с  помощью молекуляр-
но-генетического анализа. Ранее этот патоген не  был 
зарегистрирован в данном регионе. Эти результаты за-
кладывают основу для дальнейшего понимания генети-

ческой информации P. brasiliense и  предоставляют важ-
ные данные для будущих исследований.

В ходе наших экспериментов этот патоген успешно 
инфицировал картофельные клубни, морковь, пекин-
скую капусту и лук, быстро распространяясь в поражён-
ных тканях. Известные данные указывают на  то, что P. 
brasiliense может поражать широкий спектр культурных 
растений, причём наибольшую опасность он представ-
ляет для паслёновых культур [9]. Учитывая его способ-
ность заражать множество сельскохозяйственных куль-
тур и  высокую вирулентность, можно предположить, 
что P. brasiliense представляет потенциальную угрозу для 
сельского хозяйства Беларуси, особенно для выращива-
ния паслёновых культур.

Наши данные подтверждают, что P. brasiliense явля-
ется значимым патогеном, представляющим серьёзную 
опасность для сельскохозяйственных культур, и  даль-
нейшие исследования его генома и патогенности позво-
лят разработать меры по  его эффективному контролю. 
Кроме того, полученные результаты подтверждают, что 
P. brasiliense демонстрирует высокую степень изменчи-
вости как на уровне генома, так и на уровне фенотипи-
ческих проявлений, что усложняет его идентификацию 
и контроль.
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