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Â ðîáîò³ âñòàíîâëåíî ñèñòåìàòè÷íå ïîëîæåííÿ øòà-
ìó Bacillus sp. 20F – àíòàãîí³ñòà ô³òîïàòîãåííèõ
áàêòåð³é ³ ì³êðîì³öåò³â ç âèðàæåíèìè ôîñôàòìîá³ë³-
çóâàëüíèìè âëàñòèâîñòÿìè. Ïîêàçàíî, ùî çà ñóêóïí³ñ-
òþ êóëüòóðàëüíî-ìîðôîëîã³÷íèõ ³ ô³ç³îëîãî-á³îõ³ì³÷-
íèõ âëàñòèâîñòåé øòàì íàëåæèòü äî ãðóïè Bacillus 
subtilis. Æèðí³ êèñëîòè êë³òèííèõ ñò³íîê øòàìó ïðåä-
ñòàâëåí³ ïåðåâàæíî ðîçãàëóæåíèìè ïîõ³äíèìè ³çî- òà 
àíòå³çî- Ñ15:0 ³ Ñ17:0 æèðíèìè êèñëîòàìè (ïðèáëèçíî 
82 %), ùî õàðàêòåðíî äëÿ âèäó Bacillus amyloliquefa-
ciens. Çà ðåçóëüòàòàìè àíàë³çó íóêëåîòèäíî¿ ïîñë³äîâ-
íîñò³ ãåíà 16S ðÐÍÊ, à òàêîæ ïðè âèâ÷åíí³ ïðîô³-
ëþ ïîë³ìîðôíèõ íóêëåîòèä³â øòàì â³äíåñåíî äî âèäó 
Bacillus velezensis. 

Êëþ÷³â³ ñëîâà: Bacillus sp. 20F, êóëüòóðàëüíî-ìîðôî-
ëîã³÷í³ îçíàêè, ô³ç³îëîãî-á³îõ³ì³÷í³ âëàñòèâîñò³, æèð-
íîêèñëîòíèé ñêëàä, ìîëåêóëÿðíî-ãåíåòè÷íèé àíàë³ç, 
³äåíòèô³êàö³ÿ, ñèñòåìàòè÷íå ïîëîæåííÿ. 

Âñòóï. Äåÿê³ ðèçîñôåðí³ áàêòåð³¿ ðîäó Bacillus 
(PGPR-áàêòåð³¿), ùî ñòèìóëþþòü ð³ñò ðîñëèí, 
ïîçèòèâíî âïëèâàþòü íà íàãðîìàäæåííÿ ¿õ á³î-
ìàñè ³, â³äïîâ³äíî, íà ïðîäóêòèâí³ñòü ñ³ëüñü-
êîãîñïîäàðñüêèõ êóëüòóð (Beneduzi et al, 2012).
Òàê³ ðåçóëüòàòè äîñÿãàþòüñÿ çàâäÿêè ñèíòåçó 
áàêòåð³ÿìè ðîäó Bacillus àíòèì³êðîáíèõ âòî-
ðèííèõ ìåòàáîë³ò³â (àíòèá³îòèê³â), åôåêòèâí³é 
êîíêóðåíö³¿ çà åêîëîã³÷íó í³øó ³ ïîæèâí³ ðå-
÷îâèíè, à òàêîæ çäàòíîñò³ äî ñòèìóëÿö³¿ ñèñ-
òåìíî¿ ñò³éêîñò³ ðîñëèí çàâäÿêè ñèíòåçó ïåâ-
íèõ åêçîìåòàáîë³ò³â (Ongena et al, 2008). Òîìó
áàêòåð³¿ ðîäó Bacillus ââàæàþòüñÿ ïåðñïåêòèâ-
íèìè àãåíòàìè á³îêîíòðîëþ õâîðîá ðîñëèí, ³
ìîæóòü âèêîðèñòîâóâàòèñü ó ñêëàä³ á³îïðåïà-
ðàò³â äëÿ ñ³ëüñüêîãîñïîäàðñüêîãî ðîñëèííèö-
òâà. Íåîáõ³äíîþ óìîâîþ äëÿ òàêîãî âèêîðèñ-
òàííÿ áàêòåð³é ðîäó Bacillus º âèçíà÷åííÿ ñèñ-
òåìàòè÷íîãî ïîëîæåííÿ äîñë³äæóâàíèõ øòàì³â. 

Äëÿ öüîãî âèêîðèñòîâóþòü ð³çí³ ìåòîäè äî-
ñë³äæåíü. Îäíàê ³äåíòèô³êàö³ÿ áàêòåð³é ðîäó
Bacillus äî âèäó óñêëàäíþºòüñÿ ÷åðåç ïîä³á-
í³ñòü äåÿêèõ âèä³â öèõ ì³êðîîðãàí³çì³â çà ìîð-
ôîëîã³÷íèìè, á³îõ³ì³÷íèìè òà ãåíåòè÷íèìè õà-
ðàêòåðèñòèêàìè.

Ç ðîçâèòêîì ìîëåêóëÿðíî-ãåíåòè÷íèõ ìå-
òîä³â äîñë³äæåíü, ñèñòåìàòèêà áàöèë ³ñòîòíî
çì³íèëàñÿ. Òàê, ç 2011 ðîêó øòàìè B. amylo-
liquefaciens áóëè ðîçä³ëåí³ ì³æ ï³äâèäàìè B. amy-
loliquefaciens subsp. amyloliquefaciens ³ B. amy-
loliquefaciens subsp. plantarum íà îñíîâ³ àíàë³çó
ïîâíîãî ãåíîìó (Borriss et al, 2011). Îêð³ì òîãî,
ïîð³âíÿëüíèé ãåíåòè÷íèé àíàë³ç B. amylolique-
faciens subsp. plantarum ³ B. methylotrophicus çà-
ñâ³ä÷èâ, ùî ¿õ ãåíîìè äóæå ñõîæ³ (95 %), ç 
íåçíà÷íèìè â³äì³ííîñòÿìè â ïåâíèõ ïîñë³äîâ-
íîñòÿõ ãåí³â (Dunlap et al, 2015). Òîìó, âèä
B. amyloliquefaciens subsp. plantarum áóâ â³äíå-
ñåíèé äî B. methylotrophicus (Dunlap et al, 2015),
à B. methylotrophicus – äî âèäó B. velezensis ÷å-
ðåç âèñîêó ôåíîòèïîâó ³ ãåíîòèïîâó ³äåíòè÷-
í³ñòü òàêñîí³â (Dunlap et al, 2016). Òîìó äëÿ
âèçíà÷åííÿ ñèñòåìàòè÷íîãî ïîëîæåííÿ äîñë³ä-
æóâàíèõ øòàì³â, çîêðåìà áàêòåð³é ðîäó Bacillus, 
íåîáõ³äíèì º âèêîðèñòàííÿ êîìïëåêñó ìåòîä³â 
òàêñîíîì³÷íîãî àíàë³çó, äî ñêëàäó ÿêîãî âõî-
äÿòü âèçíà÷åííÿ êóëüòóðàëüíèõ, ìîðôîëîã³÷-
íèõ, ô³ç³îëîãî-á³îõ³ì³÷íèõ âëàñòèâîñòåé, âèçíà-
÷åííÿ ñêëàäó æèðíèõ êèñëîò êë³òèííî¿ ñò³íêè 
áàêòåð³é, à òàêîæ ìîëåêóëÿðíî-ãåíåòè÷í³ ìåòî-
äè, çîêðåìà ñèêâåíñ ãåíà 16S ðÐÍÊ. 

Ðàí³øå íàìè çà ðåçóëüòàòàìè ñêðèí³íãó, 
ñåðåä 50 øòàì³â ðèçîñôåðíèõ áàöèë áóâ â³-
ä³áðàíèé øòàì Bacillus sp. 20F, ÿê åôåêòèâ-
íèé àíòàãîí³ñò ô³òîïàòîãåííèõ ì³êðîì³öåò³â 
òà áàêòåð³é ç âèðàæåíèìè ôîñôàòìîá³ë³çó-
âàëüíèìè âëàñòèâîñòÿìè. Òîìó ìåòîþ íàøî¿ 
ðîáîòè áóëî âñòàíîâëåííÿ éîãî âèäîâî¿ íà-
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Òàêñîíîì³÷íèé àíàë³ç øòàìó Bacillus sp. 20F ôîñôàòìîá³ë³çóâàòîðà ç àíòàãîí³ñòè÷íèìè

ëåæíîñò³ ç âèêîðèñòàííÿì ð³çíèõ ìåòîä³â òàê-
ñîíîì³÷íîãî àíàë³çó. 

Ìàòåð³àëè òà ìåòîäè. Îá’ºêòîì äîñë³äæåíü 
áóâ øòàì Bacillus sp. 20F, â³ä³áðàíèé íàìè, ÿê 
ïðîäóöåíò ïîçàêë³òèííî¿ ô³òàçè òà àíòàãîí³ñò 
ô³òîïàòîãåííèõ áàêòåð³é ³ ãðèá³â. 

Êóëüòóðàëüíî-ìîðôîëîã³÷í³ âëàñòèâîñò³ âè-
â÷àëè ïðè âèðîùóâàíí³ áàêòåð³é íà àãàðèçî-
âàíîìó ñåðåäîâèù³ Nutrient Broth (Netrusov et 
al, 2005). 

Ô³ç³îëîãî-á³îõ³ì³÷í³ õàðàêòåðèñòèêè øòàìó 
âèâ÷àëè â³äïîâ³äíî äî ìåòîäè÷íèõ ðåêîìåíäà-
ö³é ç âèä³ëåííÿ òà ³äåíòèô³êàö³¿ áàêòåð³é ðîäó 
Bacillus (Reva et al, 2001), êåðóþ÷³ñü äèôåðåíö³-
éîâàíèìè õàðàêòåðèñòèêàìè âèä³â áàöèë, íàâå-
äåíèìè ó âèçíà÷íèêó Áåðã³ (de Vos et al, 2009), 
à òàêîæ çà äîïîìîãîþ òåñò-íàáîð³â API 20E òà 
MICROLATEST ENTERO-Rapid 24. 

Äëÿ åëåêòðîííî-ì³êðîñêîï³÷íîãî äîñë³ä-
æåííÿ á³îìàñó ñóñïåíäóâàëè â ô³ç³îëîã³÷íîìó 
ðîç÷èí³ òà àäñîðáóâàëè íà ì³äíèõ ñ³òî÷êàõ ç 
ôîðìâàðîâîþ ï³äëîæêîþ, ñêð³ïëåíîþ êàðáî-
íîì, ïðîòÿãîì 15–20 õâ. Êë³òèíè êîíòðàñòó-
âàëè 2%-íèì ðîç÷èíîì ôîñôîðíî-âîëüôðàìî-
âî¿ êèñëîòè â åòèëîâîìó ñïèðò³ âïðîäîâæ 30 ñ,
ïðîìèâàëè ³ âèñóøóâàëè. Åëåêòðîííó ì³êðî-
ñêîï³þ ïðîâîäèëè ç âèêîðèñòàííÿì åëåêòðî-
ííîãî ïðîñâ³òëþâàëüíîãî ì³êðîñêîïà JEM-
1400 («JEOL», ßïîí³ÿ) ïðè 80 êÂ. 

Æèðíîêèñëîòíèé ñêëàä êë³òèííèõ ë³ï³ä³â 
âèâ÷àëè ìåòîäîì õðîìàòî-ìàñ-ñïåêòðîìåòð³¿ íà
ïðèëàä³ Agilent 6890N/5973inert («Agilent Tech-
nologies», ÑØÀ), êîëîíêà êàï³ëÿðíà HP-5MS 
(30ì × 0,25 ìì × 0,25 ìêì) (J and W Scientific, 
ÑØÀ). Ðîçä³ëåííÿ ïðîâîäèëè çà ãðàä³ºíòîì
òåìïåðàòóðè 4 °Ñ/õâ â³ä 150 äî 250 °Ñ, ãàç-
íîñ³é – ãåë³é, øâèäê³ñòü ïîòîêó – 1 ìë/õâ. 
²äåíòèô³êàö³þ ìåòèëîâèõ åô³ð³â æèðíèõ êèñ-
ëîò ïðîâîäèëè ç âèêîðèñòàííÿì á³áë³îòåê ìàñ-
ñïåêòðà NIST02 ³ ñòàíäàðòíî¿ ñóì³ø³ ìåòèëî- 
âèõ åô³ð³â æèðíèõ êèñëîò áàêòåð³é (4708-U 
Supelco, ÑØÀ). 

Äëÿ îòðèìàííÿ ìåòèëîâèõ åô³ð³â æèðíèõ 
êèñëîò äî ïðîìèòî¿ ô³ç³îëîã³÷íèì ðîç÷èíîì 
äîáîâî¿ êóëüòóðè äîäàâàëè 2%-íèé ðîç÷èí õëî-
ðèñòîãî àöåòèëó â ìåòàíîë³ ³ âèòðèìóâàëè ïðè 
80 °Ñ âïðîäîâæ 2 ãîä. Ìåòèëîâ³ åô³ðè òðè÷³ 
åêñòðàãóâàëè ãåïòàíîì ³ óïàðþâàëè äî 200 ìêë. 

Àìïë³ô³êàö³þ ãåíà 16S ðÐÍÊ äëÿ âèçíà÷åí-
íÿ òà àíàë³çó íóêëåîòèäíî¿ ïîñë³äîâíîñò³ ïðî-

âîäèëè ç ïðàéìåðàìè 27f è 1492r, çã³äíî ñòàí-
äàðòíîãî ïðîòîêîëó (Lane, 1991). Î÷èùåíèé 
ÏËÐ-ïðîäóêò ñèêâåíóâàëè ó äâîõ íàïðÿìêàõ íà 
ïðèëàä³ «Genetic Analyzer 3130» ç âèêîðèñòàí-
íÿì íàáîðó ðåàêòèâ³â «BigDye Terminator v 3.1 
Cycle Sequencing Kit». Ïåðâèííèé ïîð³âíÿëüíèé 
àíàë³ç ñèêâåíîâàíî¿ ïîñë³äîâíîñò³ ïðîâîäèëè 
çà äîïîìîãîþ ïðîãðàìè NCBI Blast (http://www.
ncbi.nlm.nih.gov/blast). Ô³ëîãåíåòè÷íèé àíàë³ç
³ ïîð³âíÿííÿ íóêëåîòèäíèõ ïîñë³äîâíîñòåé 
ôðàãìåíòà ãåíà 16S ðÐÍÊ ïðåäñòàâíèê³â ð³ç-
íèõ âèä³â ðîäó Bacillus çä³éñíþâàëè, ÿê îïè-
ñàíî â ðîáîò³ Ñàôðîíîâî¿ ³ç ñï³âàâòîðàìè 
(Safronova et al, 2011). Äåíäðîãðàìó ô³ëîãåíåòè÷-
íèõ çâ’ÿçê³â áóäóâàëè çà äîïîìîãîþ ìåòîäó 
íàéáëèæ÷îãî çâ’ÿçóâàííÿ (Neighbor Joining) ç 
âèêîðèñòàííÿì äâîïàðàìåòðè÷íî¿ ìîäåë³ Ê³-
ìóðè ïî 100 ðåïë³êàì áóòñòðåï-àíàë³çó ç âè-
êîðèñòàííÿì ïðîãðàìè ÌÅGA 5 (Tamura et 
al, 2012). Ïîñë³äîâíîñò³ ãåíà 16S ðÐÍÊ òèïî-
âèõ êóëüòóð áàêòåð³é ðîäó Bacillus áóëè âçÿò³ ç
áàçè äàíèõ GenBank òà web-ðåñóðñó www.strai-
ninfo.net. 

Ðåçóëüòàòè äîñë³äæåíü òà ¿õ îáãîâîðåííÿ.
Êë³òèíè Bacillus sp. 20F ÿâëÿþòü ñîáîþ ãðàì-
ïîçèòèâí³ ïàëè÷êè äîâæèíîþ 2,0–2,5 ìêì ³
ä³àìåòðîì 0,6–0,9 ìêì, ðîçòàøîâàí³ ÿê ïîî-
äèíîêî, òàê ³ ïàðàìè, à ³íîä³ ³ êîðîòêèìè
ëàíöþæêàìè. Åíäîñïîðè ìàþòü öèë³íäðè÷íó
ôîðìó, òåðì³íàëüíå ïîëîæåííÿõ â íå íàáðÿê-
ëèõ ñïîðàíã³ÿõ. Âîíè íå ì³ñòÿòü ïàðàñïîðàëü-
íèõ êðèñòàë³â ³ íå íàêîïè÷óþòü ïîë³-�-ã³äðî-
êñ³ìàñëÿíó êèñëîòó. Ðóõëèâ³, äæãóòèêè ðîçòà-
øîâàí³ ïåð³òðèõàëüíî (ðèñ 1). Ó ð³äêîìó 
ñåðåäîâèù³ Nutrient Broth øòàì Bacillus sp. 
20F óòâîðþº òîíêó ïë³âêó. Íà àãàðèçîâàíîìó 
ñåðåäîâèù³ Nutrient Broth óòâîðþº ìàòîâ³ êî-
ëîí³¿ áåæåâîãî êîëüîðó ä³àìåòðîì áëèçüêî 
5 ìì, íåïðàâèëüíî¿ ôîðìè, ç îïóêëèì ïðî-
ô³ëåì, õâèëÿñòèì êðàºì, îäíîð³äíî¿ ñòðóêòó-
ðè ³ ù³ëüíî¿ êîíñèñòåíö³¿. Øòàì Bacillus sp. 
20F çäàòíèé ðîñòè ïðè êîíöåíòðàö³¿ NaCl äî 
12 %, â ä³àïàçîí³ òåìïåðàòóð 20–50 °Ñ ³ ïðè 
çíà÷åííÿõ pH 6–10. Äîñë³äæóâàíèé øòàì º 
õåìîðãàíîòðîôîì, ñèíòåçóº êàòàëàçó ³ îêñè-
äàçó. Éîãî ìåòàáîë³çì äèõàëüíèé, ç êèñíåì â 
ÿêîñò³ ê³íöåâîãî àêöåïòîðà åëåêòðîí³â. Â³í íå 
ðîñòå â àíàåðîáíèõ óìîâàõ. 

Êóëüòóðà íå îêèñëþº ãëþêîçó, ìàíí³ò, ³íî-
çèò, ñîðá³ò, ðàìíîìó, ñàõàðîçó, ìåë³á³îçó, àì³ã-
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äàë³í òà àðàá³íîçó (çà ðåçóëüòàòàìè òåñò³â API
20Å). Ðåàêö³ÿ Ôîãåñ-Ïðîñêàóåðà, àðã³í³íäè-
ã³äðîëàçà, òðèïòîôàíäåàì³íàçà, �-ãàëàêòîçèäà-
çà òà �-êñèëîçèäàçà ïîçèòèâí³, ã³äðîë³çóº åñ-
êóë³í, êðîõìàëü, êàçå¿í, æåëàòèí, óòèë³çóº öè-
òðàò. Ðîñòå íà ñåðåäîâèù³ áåç äð³æäæîâîãî 
åêñòðàêòó, íå ã³äðîë³çóº òèðîçèí, íå ïðîäóêóº 
³íäîë. Ðåàêö³¿ íà ë³ç³íäåêàðáîêñ³ëàçó, îðí³òèí-
äåêàðáîêñèëàçó, óðåàçó, ôåí³ëàëàí³íäåçàì³íàçó, 
�-ãàëàêòîçèäàçó òà �-ãëþêóðîí³äàçó – íåãàòèâí³. 

Îñíîâí³ á³îõ³ì³÷í³ âëàñòèâîñò³ øòàìó Bacil-
lus sp. 20F òà òèïîâèõ øòàì³â B. subtilis, B. amy-
loliquefaciens òà B. velezensis CR-502T íàâåäåí³ ó 
òàáë. 1. Äëÿ ³äåíòèô³êàö³¿ áàêòåð³é ðîäó Bacillus 
ìîæíà âèêîðèñòîâóâàòè ïîíàä 100 ð³çíèõ ôå-
íîòèïîâèõ îçíàê, â òîé ÷àñ ÿê ð³çí³ øòàìè îä-
íîãî âèäó ìîæóòü â³äð³çíÿòèñÿ çà îêðåìèìè ç 
íèõ (Ruiz-Garcia et al, 2005). Äëÿ ñïðîùåííÿ 
ôåíîòèïîâî¿ ³äåíòèô³êàö³¿ áóâ ðîçðîáëåíèé 
êëþ÷, ùî äîçâîëÿº ³äåíòèô³êóâàòè âèäè íà 
îñíîâ³ äåê³ëüêîõ ïðîñòèõ òåñò³â ç âðàõóâàííÿì 
¿õ äèñêðèì³íàö³éíî¿ åôåêòèâíîñò³ (Reva et al, 
2001). Çîêðåìà, ïðè äîñë³äæåíí³ ô³ç³îëîãî-
á³îõ³ì³÷íèõ âëàñòèâîñòåé Bacillus sp. 20F ïîêà-
çàíî, ùî øòàì íàëåæèòü äî IV ãðóïè – îáë³ãàò-
íî àåðîáí³ áàöèëè, ùî ã³äðîë³çóþòü êðîõìàëü. 
Öåíòðàëüíèì âèäîì ö³º¿ ãðóïè ââàæàºòüñÿ B. 
subtillis. Ïðîòå, çà íàâåäåíèìè âèùå îçíàêàìè 
³äåíòèô³êóâàòè äîñë³äæóâàíèé øòàì ç òî÷í³ñ-
òþ äî 95,0 % íàì íå âäàëîñÿ. Çà ñïåêòðîì 
âëàñòèâîñòåé, íàéá³ëüø áëèçüêèì âèäîì äî äî-

ñë³äæóâàíîãî øòàìó Bacillus sp. 20F ç 78,8 % 
ïîä³áíîñò³ áóâ âèä B. subtilis. 

Çàñëóãîâóº íà óâàãó ôàêò â³äñóòíîñò³ êèñëîòî-
óòâîðåííÿ íà ñåðåäîâèù³ ç öóðêàìè. Ïðîòå, ÿê 
çàçíà÷åíî ó (De Vos et al, 2009), îçíàêà ââàæàº-
òüñÿ ïîçèòèâíîþ, ÿêùî çóñòð³÷àºòüñÿ ó 84 % äî-
ñë³äæåíèõ øòàì³â îäíîãî âèäó, òîìó äîñèòü 
ñêëàäíî íà îñíîâ³ ëèøå ôåíîòèïîâèõ õàðàê-
òåðèñòèê ³äåíòèô³êóâàòè äîñë³äæóâàíèé øòàì. 

²íøîþ âàæëèâîþ òàêñîíîì³÷íîþ îçíàêîþ, 
ùî øèðîêî âèêîðèñòîâóºòüñÿ ïðè ³äåíòèô³êà-
ö³¿ áàêòåð³é ââàæàºòüñÿ ÿê³ñíèé ³ ê³ëüê³ñíèé 
ñêëàä æèðíèõ êèñëîò ¿õ êë³òèííèõ ñò³íîê. 
Ñêëàä æèðíèõ êèñëîò áàêòåð³àëüíèõ êë³òèí çì³-
íþºòüñÿ â çàëåæíîñò³ â³ä âèäó ³ âïðîäîâæ áà-
ãàòüîõ ðîê³â âèêîðèñòîâóºòüñÿ ÿê á³îõ³ì³÷íèé 
ìàðêåð ó òàêñîíîì³¿ (Guinebretiere et al, 2013; 
de Carvalho et al, 2018 ). Â³äîìî, ùî äåÿê³ æèðí³ 
êèñëîòè º çàãàëüíèìè íà ð³âí³ ðîäó, òîä³ ÿê 
³íø³ ñïåöèô³÷í³ äëÿ âèä³â ç ïåâíèõ åêîëîã³÷-
íèõ í³ø (de Carvalho et al, 2018). Êð³ì òîãî, 
â³äîìî, ùî ê³ëüê³ñíå ñï³ââ³äíîøåííÿ ð³çíèõ
òèï³â æèðíèõ êèñëîò ìîæå çì³íþâàòèñÿ ó îê-
ðåìèõ øòàì³â çàëåæíî â³ä óìîâ êóëüòèâóâàííÿ 
áàêòåð³é (Diomandé et al, 2015), çîêðåìà ñêëà-
äó ïîæèâíîãî ñåðåäîâèùà (Ehrhardt et al, 2010; 
de Sarrau et al, 2012), òåìïåðàòóðè (Chazarreta 
Cifré et al, 2013), ðÍ (Petrackova et al, 2010; 
Shobharani et al, 2014), ùî â ñâîþ ÷åðãó, ìîæå 
ïðèçâåñòè äî ñêëàäíîù³â ïðè ³äåíòèô³êàö³¿. 
Â äàí³é ðîáîò³ ìè âèêîðèñòîâóâàëè îäíàêîâ³ 
óìîâè êóëüòèâóâàííÿ (ñòàíäàðòèçîâàíå ñåðå-
äîâèùå ïîñò³éíîãî ñêëàäó, òåìïåðàòóðà, ðÍ) 
äëÿ âèçíà÷åííÿ êóëüòóðàëüíèõ, ìîðôîëîã³÷íèõ,
ô³ç³îëîãî-á³îõ³ì³÷íèõ âëàñòèâîñòåé, âèçíà÷åí-
íÿ ñêëàäó æèðíèõ êèñëîò êë³òèííî¿ ñò³íêè áàê-
òåð³é, à òàêîæ äëÿ ìîëåêóëÿðíî-ãåíåòè÷íèõ ìå-
òîä³â äîñë³äæåíü.

Ó òàáë. 2 íàâåäåíî æèðíîêèñëîòíèé ñêëàä 
êë³òèííî¿ ñò³íêè äîñë³äæóâàíîãî øòàìó ó ïî-
ð³âíÿíí³ ç òèïîâèìè øòàìàìè ñïîð³äíåíèõ âè-
ä³â, ùî ïðåäñòàâëåí³ ó áàç³ äàíèõ web-ðåñóðñó 
https://www.ccug.se. Ïîêàçàíî, ùî øòàì Bacillus 
sp. 20F õàðàêòåðèçóºòüñÿ âèñîêèì âì³ñòîì ðîç-
ãàëóæåíèõ (³çî- òà àíòå³çî- C15:0 ³ C17:0) æèð-
íèõ êèñëîò, ùî ñêëàäàþòü ïðèáëèçíî 82 % â³ä 
çàãàëüíîãî æèðíîêèñëîòíîãî ïóëó. Â³äîìî, ùî 
õàðàêòåðíîþ îçíàêîþ áàêòåð³é ðîäó Bacillus 
º íàÿâí³ñòü æèðíèõ êèñëîò ç ðîçãàëóæåíèì 
ëàíöþãîì (Kaneda, 1991) ³ ïåðåâàãîþ â ¿õ 

Ðèñ. 1. Åëåêòðîííà ì³êðîñêîï³ÿ êë³òèí Bacillus sp. 20F 
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ñêëàä³ ³çî- òà àíòå³çî ðîçãàëóäæåíîãî ëàíöþ-
ãà, ùî ì³ñòèòü 12–17 àòîì³â âóãëåöþ (Berkeley 

et al, 2002). Ñë³ä â³äçíà÷èòè, ùî ³çî-C15:0, 
àíòå³çî-C15:0, ³çî-C16:0, ³çî-C17:0 òà àíòå³çî-C17:0

Òàáëèöÿ 1. Ôåíîòèïîâ³ âëàñòèâîñò³ øòàìó Bacillus sp. 20F 

Ô³ç³îëîãî-á³îõ³ì³÷íà õàðàêòåðèñòèêà Bacillus sp. 20F

Òèïîâèé øòàì

B. velezensis 
CR-502T 

(Ruiz-Garcia 
et al, 2005)

B. subtillis (De 
Vos et al, 2009)

B. 
amyloliquefaciens 
(De Vos et al, 

2009)

Ð³ñò 
àåðîáíèé 
àíàåðîáíèé 

Ðåàêö³ÿ Ôîãåñ-Ïðîñêàóåðà 
Ðåäóêö³ÿ í³òðàò³â 
Ã³äðîë³ç 

êðîõìàëþ 
êàçå¿íó 
òèðîçèíó 
æåëàòèíó 

Óòèë³çàö³ÿ öèòðàòó 
Óòâîðåííÿ

³íäîëó 
ñ³ðêîâîäíþ 

Íàÿâí³ñòü 
óðåàçè 
êàòàëàçè 

Ð³ñò ïðè ðÍ ñåðåäîâèùà
6 
7 
8 
9 
10 

NaCl ïîòð³áíî äëÿ ðîñòó 
Ð³ñò ïðè êîíöåíòðàö³¿ NaCl â ñåðåäîâèù³

2 % 
5 % 
7 % 
10 % 

Ð³ñò ïðè òåìïåðàòóð³, °Ñ 
20 
30 
40 
50 

Êèñëîòîóòâîðåííÿ íà ñåðåäîâèù³ ç
ãëþêîçîþ 
àðàá³íîçîþ 
ìàí³òîì 
ìàíîçîþ 
ñàë³öèíîì 
ñàõàðîçîþ 
êñèëîçîþ 

+ 
– 
+ 
+ 

+ 
+ 
– 
+
+ 

– 
– 

+ 
+ 

+ 
+ 
+ 
+ 
+
– 

+ 
+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 
+ 

–
–
–
–
–
–
–

+
–
+
+

+
+
–
+
–

–
+

+
+

+
+
+
+
+
–

+
+
+
+

+
+
+
–

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

+ 
– 
+ 
+ 

+ 
+ 
– 
+ 
+

í 
í 

í 
+ 

+ 
+ 
+ 
í 
í 
– 

+ 
+ 
+ 
â 

+ 
+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
í 
+ 

+ 
– 
+ 
+ 

+ 
+ 
– 
+ 
–

í 
í 

í 
+ 

+ 
+ 
– 
– 
– 
– 

+ 
+ 
í 
â 

+ 
+ 
+ 
+ 

+ 
â 
+ 
â 
+ 
í 
â 

Ïðèì³òêà. «+» – íàÿâí³ñòü îçíàêè, «–» – â³äñóòí³ñòü îçíàêè. * Äëÿ òèïîâèõ øòàì³â «+» îçíàêà çóñòð³÷àºòüñÿ 
ó ïîíàä 84 % øòàì³â, «–» – ìåíøå í³æ ó 14 %, «â» – ó 16–84 % øòàì³â, «í» – ³íôîðìàö³ÿ íå ïðåäñòàâëåíà.
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Òàáëèöÿ 2. Æèðíîêèñëîòíèé ñêëàä êë³òèííî¿ ñò³íêè Bacillus sp. 20F

Ïðèì³òêà. (äàí³ îòðèìàí³ ç web-ðåñóðñó https://www.ccug.se): 1 – B. amyloliquefaciens CCUG 28519T, 2 – B. 
subtillis CCUG 163 B, 3 – B. velezensis CCUG 50740T, 4 – B. coagulans CCUG 7417Ò, 5 – B. megaterium CCUG 
1817T, 6 – B. pumilus CCUG 26015T, 7 – B. cereus CCUG 7414T.

Æèðí³ êèñëîòè

Âì³ñò æèðíèõ êèñëîò, %

Bacillus 
sp. 20F

1 2 3 4 5 6 7

³-Ñ13:0
³-Ñ14:0
Ñ14:0
³-Ñ15:0
à³-Ñ15:0
Ñ15:0
3 ÎÍ Ñ14:0/³-Ñ16:1I
Ñ16:1 w7c/2 ÎÍ ³-Ñ15:0
Ñ16:1 w7c alcohol
Ñ16:1 w11c 
³-Ñ16:0
Ñ16:0
³-Ñ17:0
³-Ñ17:1 w10c
³-Ñ17:1 w5c
³-Ñ17:1
à³-Ñ17:1À
à³-Ñ17:0
Ñ18:0 
Ñ18:2
Ñ18:2w6,9c/Ñ18:0ante
Ñ18:1 w9c

–
1,2
1,0
26,5
27,8
0,3
–
–
–
–
3,9
11,4
16,2
–
–
–
–

11,4
0,4
–
–
–

–
1,7
–

21,3
38,3
–
–
–
–
–
5,1
6,0
10,4
–
–
–
–

11,1
1,6
–
2,9
1,7

–
1,0
–

18,7
31,1
–
–
–
–
–
3,9
5,2
15,8
–
–
–
–

13,2
1,3
2,9
2,8
1,1

–
1,6
1,6
41,7
30,9
–
–
–
–
–
1,6
6,5
8,0
–
–
–
–
3,9
–
–
3,4
–

–
–
–
6,5
68,5
–
–
–
–
–
–
2,6
22,5
–
–
–
–
–
–
–
–
–

–
10,8
2,2
37,9
37,0
–
–
–
1,9
6,5
–
2,6
–
–
–
–
–
1,1
–
–
–
–

–
0,9
–

31,3
42,3
–
–
–
1,3
–
2,4
1,9
4,6
2,6
–
2,4
–
9,0
–
–
–
–

6,4
3,3
2,7
37,2
2,8
–
2,4
10,0
–
–
5,0
4,1
8,5
3,0
5,8
–
0,8
0,9
1,2
–
3,4
2,5

Òàáëèöÿ 3. Ïðîô³ë³ ñèêâåíîâàíèõ ïîë³ìîðôíèõ íóêëåîòèä³â ãåíà 16S ðÐÍÊ ó áàêòåð³é ãðóïè B. subtillis 

Ïðèì³òêà. Ó äóæêàõ íàâåäåí³ íóêëåîòèäè, ùî ìîæóòü çóñòð³÷àòèñÿ â ð³çíèõ àëåëÿõ ãåíà. 

Âèä
Ïîçèö³ÿ ïîë³ìîðôíèõ íóêëåîòèä³â

180 185 202 234 271 285 465 472 483

B. amyloliquefaciens subsp. plantarum FZB42 
Bacillus sp. 20F
B. velezensis CR-502T 
B. atrophaeus DSM 7264T 
B. vallismortis DSM 11031T 
B. axarquiensis LMG 22476 
B. malacitensis LMG 22477  
B. mojavensis DSM 9205T 
B. subtilis subsp. spizizenii B-5014 
B. subtilis subsp. subtilis 168 
B. subtilis UCM B-5049, UCM B-5137 

G 
G 
G 
C 
C 
C 

C 
C 
G 
G 

C (T) 
C 
T 
T 
T 
T 

T 
T 
T 
T 

G 
G 
G 
A 
A 
A 

A 
A 
A 
A 

G 
G 
A 
G 
G 
G 

G 
A 
G 
G 

C 
C 
C 
C 
T 
T 

C 
T 

T (C) 
T 

G (A) 
G 
A 
A 
A 
A 

A 
A 
A 

(G) A

G 
G 
G 
G 
G 
A 

A 
A 
A 

(G) A 

A 
A 
A 
A 
A 
G 

G 
G 
G 
G 

C 
C 
C 
C 
C 
T 

T 
T 
T 
T 
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â³äíîñÿòüñÿ äî îñíîâíèõ æèðíèõ êèñëîò, ùî 
çàçâè÷àé âèÿâëÿþòüñÿ ó âèä³â Bacillus (Song et 
al, 2000). ßê âèäíî ç òàáë. 2, ñï³ââ³äíîøåííÿ 
âì³ñòó ³çîìåð³â æèðíèõ êèñëîò øòàìó Bacillus 
sp. 20F äåùî â³äð³çíÿºòüñÿ â³ä â³äïîâ³äíèõ ïî-
êàçíèê³â òèïîâèõ øòàì³â, ïðîòå ÿê³ñíèé ñêëàä 
æèðíèõ êèñëîò âèÿâèâñÿ õàðàêòåðíèì äëÿ áàê-
òåð³é ãðóïè B. amyloliquefaciens. 

²ñíóº äóìêà, ùî òåðìîòèï øòàìó (ïñèõðî-
ô³ëüíèé, ìåçîô³ëüíèé ³ òåðìîô³ëüíèé) ìîæíà 
âèçíà÷èòè çà ñï³ââ³äíîøåííÿì à³-15:0/³-15:0 
(Diomandé et al, 2015). Òàê ó ðîáîò³ (Suutari 
et al, 1994) áóëî ïîêàçàíî, ùî ó òåðìîô³ëüíèõ 
áàöèë ïðèñóòí³é á³ëüø âèñîêèé âì³ñò ³çî-ðîç-
ãàëóæåíèõ ³ ìåíøèé àíòå³çî-ðîçãàëóæåíèõ æèð-
íèõ êèñëîò ç á³ëüø äîâãèì ëàíöþãîì, í³æ ó
ìåçîô³ëüíèõ øòàì³â. Ó äîñë³äæóâàíîãî øòàìó
Bacillus sp. 20F ñóìàðíà ê³ëüê³ñòü ³çî-ðîçãàëó-
æåíèõ æèðíèõ êèñëîò ñêëàäàº 47,8 %, à àíòå-
³çî-ðîçãàëóæåíèõ æèðíèõ êèñëîò – 38,9 %. Âðà-
õîâóþ÷è îòðèìàí³ äàí³, à òàêîæ òîé ôàêò, ùî 
øòàì Bacillus sp. 20F ðîñòå çà 50 °Ñ (òàáë. 1), 
ìîæíà ñòâåðäæóâàòè, ùî â³í íàëåæèòü äî òåð-
ìîô³ëüíèõ áàöèë.

Äëÿ ³äåíòèô³êàö³¿ áàêòåð³é âèêîðèñòîâóþòü 
òàêîæ ð³çí³ ìîëåêóëÿðíî-ãåíåòè÷í³ ï³äõîäè, ñå-
ðåä ÿêèõ ñèêâåíóâàííÿ ãåí³â äîìàøíüîãî ãîñ-
ïîäàðñòâà (housekeeping genes), ðåñòðèêö³éíèé 
àíàë³ç ãåíà 16S ðÐÍÊ òà ³í. (Su et al, 2012; 
Ngalimat et al, 2020). Íàéá³ëüø òî÷íó òà ïîâíó 
³íôîðìàö³þ ùîäî âèçíà÷åííÿ âèäîâî¿, à ³íîä³ 
é øòàìîâî¿, ïðèíàëåæíîñò³ áàêòåð³¿ îòðèìóþòü 
çà äîïîìîãîþ ñèêâåíóâàííÿ ïîâíèõ ãåíîì³â ì³-
êðîîðãàí³çì³â àáî æ äåê³ëüêîõ ãåí³â äîìàøíüî-
ãî ãîñïîäàðñòâà (MLSA – ìóëüòèëîêóñíå ñèê-
âåíóâàííÿ, multilocus sequence analysis). Çàãàëü-
íîâèçíàíîþ ìåòîäèêîþ, ùî çàñòîñîâóºòüñÿ
äëÿ ³äåíòèô³êàö³¿ áàêòåð³é, ââàæàºòüñÿ âèçíà-
÷åííÿ íóêëåîòèäíî¿ ïîñë³äîâíîñò³ ãåíà 16S 
ðÐÍÊ òà ïîð³âíÿííÿ îòðèìàíîãî ñèêâåíñó ç 
â³äîìèìè ïîñë³äîâíîñòÿìè öüîãî ãåíà ó áàç³ 
äàíèõ GenBank. Ïîºäíàííÿ ðåçóëüòàò³â ñèêâå-
íóâàííÿ 16S ðÐÍÊ ³ ðåçóëüòàò³â ³íøèõ àíàë³ç³â 
(íàïð., ìîðôîëîãî-êóëüòóðàëüíîãî, öèòîëîã³÷-
íîãî, á³îõ³ì³÷íîãî) äîçâîëÿº âñòàíîâèòè âèä äî-
ñë³äæóâàíîãî ì³êðîîðãàí³çìó. Ñêëàäí³ñòü âñòà-
íîâëåííÿ âèäîâî¿ ïðèíàëåæíîñò³ áàêòåð³é, ùî 
íàëåæàòü äî ãðóïè Bacillus subtilis, ïîëÿãàº ó âè-

Ðèñ. 2. Äåíäðîãðàìà ô³ëîãåíåòè÷íèõ çâ’ÿçê³â ì³æ øòàìîì Bacillus sp. 20F òà òèïîâèìè øòàìàìè áàêòåð³é 
ðîäó Bacillus 



38 ISSN 0564–3783. Öèòîëîã³ÿ ³ ãåíåòèêà. 2021. Ò. 55. ¹ 6

Þ.Â. Êîðæ, Ë.Á. Çåëåíà, ².Â. Äðàãîâîç, Ë.Â. Àâäººâà

ñîêîìó â³äñîòêó (>98,7 %) ïîä³áíîñò³ ïîñë³äîâ-
íîñò³ ãåíà 16S ðÐÍÊ ì³æ âèäàìè ö³º¿ ãðóïè. 
Òîìó äëÿ á³ëüø êîðåêòíî¿ ³äåíòèô³êàö³¿ áàêòå-
ð³é äåÿêèõ ãðóï ðîäó Bacillus  áóëî çàïðîïîíî-
âàíî âèêîðèñòîâóâàòè òàêîæ àíàë³ç ïîë³ìîðô-
íèõ íóêëåîòèä³â, ðîçòàøîâàíèõ ó ïåâíèõ ñàéòàõ 
âàð³àáåëüíî¿ ä³ëÿíêè ãåíà (Fernández-No et al, 
2015; Hakovirta et al, 2016).

Ïîð³âíÿëüíèé àíàë³ç ñèêâåíîâàíîãî ôðàã-
ìåíòà ãåíà 16S ðÐÍÊ øòàìó Bacillus sp. 20F 
³ç çàäåïîíîâàíèìè ïîñë³äîâíîñòÿìè ó áàç³ äà-
íèõ ÃåíÁàíê çà äîïîìîãîþ ïðîãðàìè BLAST 
âèÿâèâ 99–100 % ñõîæîñò³ ç ïðåäñòàâíèêàìè 
ê³ëüêîõ âèä³â ãðóïè B. subtilis. Äåòàëüíèé àíà-
ë³ç âàð³àáåëüíî¿ ä³ëÿíêè ãåíà òà âñòàíîâëåííÿ 
ïîë³ìîðôíèõ íóêëåîòèä³â ó ñàéòàõ 180, 185, 
202, 234, 271, 285, 465, 472, 483 áóâ ïðîâåäå-
íèé äëÿ óòî÷íåííÿ âèäîâî¿ ïðèíàëåæíîñò³ äî-
ñë³äæóâàíîãî øòàìó. Ðåçóëüòàòè öüîãî àíàë³çó 
òà ïîð³âíÿííÿ ç ³íøèìè âèäàìè ðîäó Bacillus 
ïðåäñòàâëåí³ ó òàáë. 3. ßê âèäíî ç òàáëèö³, çà 
ñïåêòðîì ïîë³ìîðôíèõ íóêëåîòèä³â øòàì 20F 
ìîæíà â³äíåñòè äî âèäó B. amyloliquefaciens 
subsp. ðlantarum. Îäíàê, âðàõîâóþ÷è ðåçóëüòàòè
ô³ëîãåíîìíèõ äîñë³äæåíü òà ñóïåðå÷ëèâ³ñòü âñòà-
íîâëåííÿ òàêñîíîì³÷íîãî ïîëîæåííÿ âèä³â B. 
velezensis, B. amyloliquefaciens subsp. plantarum, B. 
methylotrophicus òà B. oryzicola, á³ëüø êîðåêòíî 
ââàæàòè B. amyloliquefaciens subsp. plantarum ãå-
òåðîòèïîâèì ñèíîí³ìîì âèäó B. velezensis (Dun-
lap et al, 2016)

Ç ìåòîþ âñòàíîâëåííÿ ô³ëîãåíåòè÷íèõ âçà-
ºìîâ³äíîñèí ì³æ äîñë³äæóâàíèì øòàìîì òà ³í-
øèìè âèäàìè ãðóïè B. subtilis íà îñíîâ³ íóêëåî-
òèäíèõ ïîñë³äîâíîñòåé ãåíà 16S ðÐÍÊ áóëà ïî-
áóäîâàíà äåíäðîãðàìà, ïðåäñòàâëåíà íà ðèñ. 2.
Øòàì 20F íà äåíäðîãðàì³ âõîäèòü äî ãðóïè øòà-
ì³â âèäó B.velezensis, ÿêà, çà äàíèìè áóòñòðåï-
àíàë³çó, äîñòîâ³ðíî â³äîêðåìëåíà â³ä ãðóïè 
øòàì³â âèäó B. subtilis òà ãðóïè B. amyloliquefa-
ciens. Îòðèìàí³ ðåçóëüòàòè òàêîæ ï³äòâåðäæóþòü 
ïðèíàëåæí³ñòü øòàìó 20F äî âèäó B. velezensis.

Âèñíîâêè. Òàêèì ÷èíîì, çà êóëüòóðàëüíî-
ìîðôîëîã³÷íèìè ³ ô³ç³îëîãî-á³îõ³ì³÷íèìè îç-
íàêàìè, à òàêîæ çà ðåçóëüòàòàìè àíàë³çó æèð-
íîêèñëîòíîãî ñêëàäó êë³òèííî¿ ñò³íêè òà äà-
íèìè ñèêâåíñó ôðàãìåíòà ãåíà 16S ðÐÍÊ 
øòàì Bacillus sp. 20F ìîæíà â³äíåñòè äî âèäó 
B. velezensis.

Àâòîðè ùèðî âäÿ÷í³ Ì.À. Õàðõîò³ (²ÌÂ ÍÀÍÓ)
çà äîïîìîãó ó ïðîâåäåíí³ ïðîáîï³äãîòîâêè äî õðî-

ìàòî-ìàñ-ñïåêòðîìåòðè÷íèõ äîñë³äæåíü òà Ì.Ñ. 
Õàð÷óêó (²ÌÂ ÍÀÍÓ) çà äîïîìîãó ó ïðîâåäåíí³ 
ïðîáîï³äãîòîâêè äî åëåêòðîííî-ì³êðîñêîï³÷íèõ 
äîñë³äæåíü. Õðîìàòî-ìàñ-ñïåêòðîìåòðè÷í³ òà 
åëåêòðîííî-ì³êðîñêîï³÷í³ äîñë³äæåííÿ áóëè âè-
êîíàí³ ç âèêîðèñòàííÿì îáëàäíàííÿ Öåíòðó êî-
ëåêòèâíîãî êîðèñòóâàííÿ ïðè ²íñòèòóò³ ì³êðî-
á³îëîã³¿ ³ â³ðóñîëîã³¿ ³ì. Ä.Ê. Çàáîëîòíîãî ÍÀÍÓ. 

Äîòðèìàííÿ åòè÷íèõ ñòàíäàðò³â. Öÿ ðîáîòà 
âèêîíàíà ç äîòðèìàííÿì åòè÷íèõ âèìîã êîæ-
íèì ³ç àâòîð³â òà íå ïåðåäáà÷àº äîñë³äæåíü, ó 
ÿê³ çàëó÷åíî òâàðèí àáî ëþäåé.
Êîíôë³êò ³íòåðåñ³â. Àâòîðè çàäåêëàðóâàëè â³ä-
ñóòí³ñòü êîíôë³êòó ³íòåðåñ³â ³ ô³íàíñîâèõ çî-
áîâ’ÿçàíü.
Ô³íàíñóâàííÿ. Öå äîñë³äæåííÿ íå îòðèìóâàëî 
áóäü-ÿêîãî êîíêðåòíîãî ãðàíòó â³ä ô³íàíñóþ-
÷èõ óñòàíîâ â äåðæàâíîìó, êîìåðö³éíîìó àáî 
íåêîìåðö³éíîìó ñåêòîðàõ.

TAXONOMIC ANALYSIS OF THE STRAIN
BACILLUS SP. 20F, A PHOSPHATE MOBILIZER 
WITH ANTAGONISTIC PROPERTIES

Yu.V. Korzh, L.B. Zelena, I.V. Dragovoz, L.V. Avdeyeva

Zabolotny Institute of Microbiology and Virology,
the National Academy of Sciences of Ukraine,
154, Acad. Zabolotnoho Str., Kyiv, 03143, Ukraine 

E-mail: Jullinka35@meta.ua

The systematic position of the strain Bacillus sp. 20F was 
found to be an antagonist of phytopathogenic bacteria 
and micromycetes with pronounced phosphate-mobiliz-
ing properties. It was shown that the set of cultural-mor-
phological and physiological-biochemical properties of 
the strain belongs to the group Bacillus subtilis. The fatty 
acids of the cell wall of the strain are mainly branched 
derivatives of iso- and anteiso-C15:0 and C17:0 fatty 
acids (approximately 82 %), which is characteristic of 
the species Bacillus amyloliquefaciens. According to the 
analysis of the nucleotide sequence of the 16S rRNA 
gene and the study of the profile of polymorphic nucleo-
tides, the strain is classified as Bacillus velezensis.
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