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Микробный компонент почвы играет решающую роль в поддержании функциональности почвы, вы-
полняя несколько незаменимых функций, таких как формирование почвы, разложение мертвых и разложив-
шихся органических веществ, круговорот макро- и микроэлементов и преобразование токсичных химикатов 
в нетоксичные формы.

Исследование выполнено при финансовой поддержке РФФИ и Ульяновской области в рамках научного про-
екта № 19-416-730004

Введение 
Микробный компонент почвы играет ре-

шающую роль в поддержании функционально-
сти почвы, выполняя несколько незаменимых 
функций, таких как формирование почвы, раз-
ложение мертвых и разложившихся органиче-
ских веществ, круговорот макро- и микроэле-
ментов и преобразование токсичных химикатов 
в нетоксичные формы [1]. Свободноживущие 
сапрофитные бактерии, приносящие пользу 
для сельскохозяйственных культур, вместе на-
зываются ризобактериями (PGPR) и состоят 
из различных родов: Alcaligens, Arthrobacter, 
Azotobacter, Azospirillum, Burkholderia, Bacillus,
Pseudomonas, Klebsiella, Enterobacter и др [2]. 
Некоторые виды рода Bacillus, такие как B. me-
gaterium, B. coagulans, B. subti lis, B. azotofi xans, 
и т. д. относят к ризобактериям [3-4]. Различные 
прямые и косвенные механизмы стимулирова-
ния роста растений с помощью бактерий рода 
Bacillus включают азотфиксацию, солюбилиза-
цию, минерализацию фосфора и других пита-
тельных веществ, производство фитогормонов, 
сидерофоров, антимикробных соединений и 
гидролитических ферментов, индуцированную 
системную резистентность и устойчивость к аби-
отическим стрессам [3].

Способность фиксировать атмосферный 

азот принадлежит доменам Eubacteria и Ar-
chaea. Известно, что различные виды Bacillus, 
включая B. megaterium, фиксируют атмосфер-
ный азот [5-6]. Для обеспечения азотфиксации 
и анализа разнообразия диазотрофов наиболее 
широко используемым генным маркером явля-
ется nifH, отвечающий за синтез белков нитроге-
назного комплекса [6]. 

Фосфор является вторым по важности пи-
тательным веществом после азота, ограничи-
вающим рост и урожай сельскохозяйственных 
культур. Растения могут поглощать фосфор в 
формах HPO 4

2 - и H 2 PO 4
 - [7], но большая часть 

фосфора, присутствующего в почве, недоступна 
для растений. Многие почвенные микроорга-
низмы наделены способностью солюбилизиро-
вать недоступную форму фосфора до доступной 
формы и / или минерализовать органический 
фосфор до доступной формы фосфора [8],и все 
вместе они называются микроорганизмами, со-
любилизирующими фосфор (PSM). Некоторые 
виды Bacillus, такие как B. cereus, B. pumilus, B. 
megaterium, B. mycoides, B. coagulans, B. subti lis 
и др. были описаны как солюбилизаторы фосфо-
ра [9-11]. Фосфатазы и фитазы - это две группы 
ферментов, которые катализируют превраще-
ние органических фосфатов в неорганические 
фосфаты. Показано, что Bacillus megaterium про-
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являют кислотную и щелочную фосфатазную ак-
тивность [12] и продуцируют фитазы [13]. 

Калий является третьим по важности 
питательным веществом для растений после 
азота и фосфора и играет важную роль в росте 
и развитии растений [14]. Неоднократно со-
общалось о различных видах бактерий рода 
Bacillus,способных к солюбилизации калия, 
включая B. velezensis, B. cereus, B. circulans, 
B. coagulans, B. megaterium и др. [15]. Кроме 
того, доподлинно установлено, что KSB при 
совместной инокуляции с N-фиксаторами и 
P-солюбилизаторами могут усиливать эффект 
N-фиксаторов и P-солюбилизаторов [16-18]. 

В связи с этим цель данной работы – опре-
делить наличие генов, отвечающих за синтез 
ферментов фитазы, нитрогеназы и щелочной 
фосфатазы у штаммов ранее выделенных бакте-
рий вида Bacillus megaterium методом ПЦР-РВ.

Материалы и методы исследований
Штаммы бактерий: в работе были ис-

пользованы 16 штаммов бактерии вида Bacillus 
megaterium, полученные из музея кафедры 
микробиологии, вирусологии, эпизоотологии и 
ВСЭ Ульяновского ГАУ.

Культуры бактерий обладали типичными 
для данного вида культуральными, морфологи-
ческими и биохимическими свойствами [19].

Питательные среды и реактивы: 2,5х 
реакционная смесь в присутствии красителя 
EVA GREEN (Синтол, Россия), набор реагентов 
«ПРОБА-РАПИД» для выделения ДНК (ДНК-
технологии, Россия).

Лабораторная посуда и оборудование: 
центрифуга Микроспин FV-2400 (BioSan, Лат-
вия), центрифуга Eppendorf 5804, Центрифуга/
вортекс для пробирок (BioSan, Польша), лами-
нарный бокс БМБ-II-«Ламинар-С»-1 2 (ЛамСи-
стем, Россия), Твердотельный термостат TDB-
120 (BioSan, Польша), центрифуга-встряхиватель 
медицинская серии СМ-50М (ELMI, Польша), ам-
плификатор детектирующий «ДТ прайм» (ДНК-
технология, Россия).

Результаты исследований
Для определения наличия генов, ко-

дирующих синтез ферментов фитазы, ни-
трогеназы и щелочной фосфатазы у Bacillus 
megaterium,проведен анализ in-silico аннотиро-
ванных геномов данного вида бактерии, пред-
ставленных в информационной базе данных 
NCBI, в результате чего были установлены гены, 
кодирующие синтез эти ферментов. 

Далее был произведен подбор прайме-
ров для скрининга целевых участков. В резуль-

тате нами были использованы следующие пары 
праймеров: 

для детекции участка отвечающего за син-
тез фосфатазы 

прямой (f) 5’-3’ AGGAAGCAAAGGAACGCAAG; 
обратный (r) 3’-5’ CACATCACCTTGGCCTTCAG; 
для нитрогеназы 
прямой (f) TGCGAGTATGTCAGGCAACACAG;
обратный (r) 3’-5’ 

CAGCTCTCCATCTCCCCACGTA; 
для фитазы 
прямой (f) 5’-3’ GACCCGGTTGCTTCAGGAGA 
обратный (r) 3’-5’ 

GCAGCGGCAATGTCAATCTG. 

Таблица 1 
Результаты амплификации праймерной 

системы для детекции гена кодирующего фи-
тазу бактерии B. megaterium

Номер лунки
Идентифи-
катор про-

бирки
Ct, Fam Результат

A1 Bm-1 -
A2 Bm-2 29,6 +
A3 Bm-3 23,0 +
A4 Bm-4 -
A5 Bm-5 21,1 +

A6 Bm-6 -

A7 Bm-7 -
A8 Bm-8 -
A9 Bm-9 26,0 +

A10 Bm-10 -
A11 Bm-11 17,3 +
A12 Bm-12 26,4 +
B1 Bm-13 -
B2 Bm-14 19,1 +
B3 Bm-15 -
B4 Bm-16 -

Рис. 2 - Результаты амплификации прай-
мерной системы для детекции гена кодирую-
щего фитазу бактерии B. megaterium
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Амплификацию проводили по протоколу: 
1. Предварительная денатурация -950C в 

течении 5 минут, 1 цикл. 
2. Денатурация - 950C в течение 10 сек, От-

жиг- 59 0C в течении 40 сек, Элонгация 720C на 10 
сек, 30 циклов.

Для проведения реакции ПЦР использова-
ли 2,5х реакционную смесь в присутствии краси-
теля EVA GREEN (Синтол, Россия). Детекцию ре-
зультата амплификации проводили при помощи 
канала FAM. Результаты представлены в табли-
цах 1-3 и на рисунках 2-4. 

По результатам проведенного иссле-
дования у 7 из 16 выделенных штаммов B. 
megaterium присутствовали все три искомые 
участка ДНК, отвечающие за синтез ферментов 
фитазы, нитрогеназы и щелочной фосфатазы.

Обсуждение
Бактерии рода Bacillus являются одними 

из преобладающих культивируемых почвенных 
бактерий на большинстве почв и хорошо из-
вестны своей способностью оказывать широкий 
спектр полезных эффектов на растения. Из-за 
своего генетического и метаболического раз-
нообразия Bacillus spp. хорошо адаптированы 
к широкому спектру условий окружающей сре-
ды. Такая феноменальная приспособляемость 
к окружающей среде и множество полезных 
свойств делают бациллы подходящими канди-
датами для их применения в качестве компо-
нентов биоудобрения. Ряд коммерческих пре-
паратов на основе бактерий рода Bacillus де-
монстрируют различные действия по мобилиза-
ции питательных веществ и производству фито-
гормонов, но их применимость с точки зрения 
сельскохозяйственных культур и географических 

Таблица 2
Результаты амплификации праймерной 

системы для детекции гена кодирующего ни-
трогеназу бактерии B. megaterium

Номер лунки Идентификатор 
пробирки Cp, Fam Результат

A1 Bm-1 -
A2 Bm-2 40,9 +
A3 Bm-3 30,4 +
A4 Bm-4 -
A5 Bm-5 41,6 +
A6 Bm-6 -
A7 Bm-7 -
A8 Bm-8 -
A9 Bm-9 23,2 +

A10 Bm-10 -
A11 Bm-11 23,5 +
A12 Bm-12 31,9 +
B1 Bm-13 -
B2 Bm-14 29,1 +
B3 Bm-15 -
B4 Bm-16 -

Рис. 3 - Результаты амплификации прай-
мерной системы для детекции гена кодирую-
щего нитрогеназу бактерии B. megaterium

Таблица 3
Результаты амплификации праймерной 

системы для детекции гена кодирующего фос-
фатазу бактерии B. megaterium

Номер лунки Идентифика-
тор пробирки Cp, Fam Результат

A1 Bm-1 -
A2 Bm-2 37,5 +
A3 Bm-3 33,9 +
A4 Bm-4 -
A5 Bm-5 21,8 +
A6 Bm-6 -
A7 Bm-7 -
A8 Bm-8 -
A9 Bm-9 24,2 +

A10 Bm-10 -
A11 Bm-11 21,7 +
A12 Bm-12 38,9 +
B1 Bm-13 -
B2 Bm-14 33,2 +
B3 Bm-15 -
B4 Bm-16 -

Рис. 4 - Результаты амплификации прай-
мерной системы для детекции гена кодирую-
щего фосфатазу бактерии B. megaterium
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регионов очень ограничена. Необходимо сосре-
доточить внимание на полевом применении по-
тенциально-перспективных штаммов бацилл, 
которые могут применяться на различных куль-
турах в широком диапазоне агроклиматических 
условий. Представители рода Bacillus обладают 
огромным потенциалом для агробиотехноло-
гического применения благодаря своим разно-
образным функциональным характеристикам. 
Однако сферу практического применения не-
обходимо расширять за счет более целенаправ-
ленных исследований и испытаний в лаборатор-
ных и полевых условиях [20]. 

Заключение
По результатам проведенного иссле-

дования у 7 из 16 выделенных штаммов B. 
megaterium присутствовали все три искомые 
участка ДНК, отвечающие за синтез ферментов 
фитазы, нитрогеназы и щелочной фосфатазы.

В результате проведенных экспериментов 
были определены кандидатные бактериальные 
штаммы Bacillus megaterium для разработки 
биокомпозиции для повышения коэффициента 
усвоения минеральных компонентов удобре-
ний.
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INDICATION OF ENZYME GENE FRAGMENTS OF BACILLUS MEGATERIUM BACTERIA

Suldina E. V., Masilenko A. V., Feoktistova N. A. Bogdanov I. I. 
FSBEI HE Ulyanovsk SAU

432017, Ulyanovsk, Novyi Venets boulevard, 1; Tel. 8 (8422) 49-55-63;
Email: e.suldina2006@yandex.ru

Key words: Bacillus megaterium, polymerase chain reaction, phytase, nitrogenase, alkaline fasfotase, genes, PCR.
The soil microbial component plays a critical role in maintaining the soil functionality, performing several vital functions such as soil formation, 

decomposition of dead and decayed organic matter, circulation of macro and micro elements and transformation of toxic chemicals into non-toxic forms.
Various Bacillus species, including B. megaterium, are known to fix atmospheric nitrogen. To ensure nitrogen fixation and diversity analysis of diazotrophs, 

the most widely used gene marker is nifH, which is responsible for synthesis of proteins of the nitrogenase complex.
Various soil microorganisms, including B. megaterium, are endowed with the ability to solubilize phosphorus inaccessible form to accessible one and / or 

mineralize organic phosphorus to accessible phosphorus form. Phosphatases and phytases are two groups of enzymes that catalyze transformation of organic 
phosphates to inorganic ones. It was found that Bacillus megaterium exhibits acidic and alkaline phosphatase activity and produces phytases.

The aim of this work was to determine by RT-PCR method the presence of genes responsible for enzyme synthesis of phytase, nitrogenase, and alkaline 
phosphatase in strains of previously isolated bacteria of Bacillus megaterium species.

To specify the presence of genes encoding synthesis of the desired enzymes in Bacillus megaterium, an in-silico analysis of the annotated genomes of this 
bacterial species, presented in the NCBI information database, was carried out. Further on, the selection of primers for screening the target parts was made.

According to the results of the study, 7 out of 16 isolated B. megaterium strains contained all three required DNA parts responsible for synthesis of phytase, 
nitrogenase, and alkaline phosphatase enzymes.
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