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При обследовании промышленных картофелехранилищ в Костромской области и Камчатском крае из 
клубней картофеля, пораженных мокрой гнилью, были выделены в чистую культуру и идентифицированы 
пектолитические бактерии рода Pseudomonas. Выделенные штаммы различались между собой и отличались от 
штаммов пектолитических Pseudomonas, выделенных из картофеля ранее, по последовательностям гена 16S 
рибосомной РНК, участку гена субъединицы В ДНК-гиразы и фрагмента гена сигма-фактора ДНК-зависимой 
РНК-полимеразы. На основании анализа последовательностей можно отнести выделенные бактерии к группе 
P. fluorescens. Выделенные бактерии вызывали мацерацию тканей клубней картофеля при температурах 10 °С и 25 
°С, причем пораженный участок ткани картофеля интенсивно флуоресцировал при освещении ультрафиолетом. 
При температуре 37 °С рост бактерий полностью ингибировался. LOPAT профиль соответствовал группе IVa 
фитопатогенных Pseudomonas.
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Введение

Бактериальные болезни картофеля особенно опасны в 
период хранения. Из-за высокой скорости развития болез-
ни и отсутствия эффективных химических бактерицидов 
фитопатогенные бактерии способны вызвать значитель-
ные потери продукции в послеуборочный период. Самы-
ми распространенными видами, вызывающими мокрую 
гниль картофеля, являются пектолитические энтеробак-
терии, включая виды Pectobacterium spp. и Dickeya spp. 
(Игнатов и др., 2018, Czajkowski et al., 2015, Ignatov et al., 
2018, Charkowski et al., 2020, Voronina et al., 2021, Bastas, 
2023, Vasilyeva et al., 2024). Тем не менее, хорошо известны 

случаи, когда возбудителями мокрой гнили картофеля яв-
лялись другие бактерии. В Китае было зарегистрировано 
поражение клубней картофеля Lelliottia amnigena (Osei et 
al., 2022), а также отмечено поражение клубней фитопа-
тогенными бактериями рода Pseudomonas: P. marginalis 
в Китае (Li et al., 2007) и Иране (Ghasemi et al., 2024) и 
P. palleroniana в Китае (Zhang et al., 2022), P. fluorescens 
в Кении (Muturi et al., 2018). Пектолитические бактерии, 
относящиеся к роду Pseudomonas, были впервые обнару-
жены нами на пораженных клубнях картофеля в период 
хранения на территории Российской Федерации.

Материалы и методы
Для исследования отбирали клубни картофеля с при-

знаками начальной стадии развития бактериальной мо-
крой гнили. Бактерии рода Pseudomonas отбирали на 
среде Кинга Б (King et al., 1954) по их способности флуо-
ресцировать в ультрафиолетовом свете. Для оценки пекто-
литической активности 15 мкл водной суспензии бактерий 
(109 КОЕ/мл, приготовленную из 48-часовой культуры, 
выращенной на питательном агаре Кинга Б) наносили 
на ломтик картофеля, помещенного во влажную камеру. 
Опыт проводили при температурах 10 °С и 25°С. Резуль-
таты анализировали через 20 часов. 

LOPAT тест проводили следующим образом. Тест на 
образование левана и тест на гиперчувствительность 
табака проводили так как описано в статье Лелиотта с 

соавторами (Lelliott et al., 1966). Тест на образование лева-
на проводили на среде СМ3 с добавлением 5% сахарозы. 
Тест на растениях табака проводили в теплице ВНИИФ, 
в третий и четвертый лист растения табака с помощью 
шприца закалывали суспензию бактерий в концентрации 
108 КОЕ/мл, приготовленную из 48-часовой культуры, 
выращенной на питательном агаре Кинга Б. Тест на при-
сутствие оксидазы и аргининдигидролазы проводили с 
помощью набора реагентов №1 «Системы индикаторные 
бумажные для идентификации микроорганизмов» (АО 
«НПО» «Микроген»).

Изоляты пектолитических бактерий рода Pseudomonas 
характеризовали с помощью секвенирования универсаль-
ных таксономических маркеров: почти полного фрагмента 
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гена 16S рибосомной РНК (праймеры 27f и 1492r) (Lane, 
1991), участка субъединицы В гена ДНК-гиразы (gyrB) 
(праймеры gyrB-F и gyrB-R) (Agaras and Valverde, 2018) 
и участка гена сигма фактора ДНК-зависимой РНК-поли-
меразы (rpoD) (праймеры PsEG30F и PsEG790R) (Mulet et 
al., 2009). Амплификацию фрагментов генов проводили 
в соответствии с опубликованными ранее протоколами 
(Lane, 1991; Agaras and Valverde, 2018; Mulet et al., 2009). 
Полученные ПЦР фрагменты секвенировали в компании 
Евроген (Москва, Россия). 

Полученные последовательности диагностических ге-
нов сравнивали с гомологичными последовательностями 
из базы NCBI, найденными с помощью программы BLAST 
(Altschul et al., 1990) Выравнивание последовательностей 
ДНК проводили с помощью алгоритма ClustalW (Larkin 
et al, 2007), филогенетический анализ проводили с помо-
щью метода maximum likelihood, основанный на модели 
Tamura-Nei в программе MegaX с параметрами по умол-
чанию (Kumar et al., 2018) Бутстреп-анализ достоверности 
филогенетической группировки был проведен для 1000 
итераций (Tamura and Nei, 1993). 

Результаты и обсуждение
Изоляты флюоресцирующих бактерий рода 

Pseudomonas, обладающие пектолитической активно-
стью, были выделены из клубней c признаками бактери-
альной мокрой гнили поражения из двух промышленных 
картофелехранилищ, расположенных в Камчатском крае и 

Костромской области. После видовой идентификации три 
штамма были сохранены в коллекции фитопатогенных 
микроорганизмов РУДН им. Патриса Лумумбы, а соответ-
ствующие им последовательности таксономически-важ-
ных генов депонированы в Генбанк NCBI (таблица 1). 

Таблица 1. Места сбора клубней и номера, депонированных в Генбанк NCBI последовательностей участков генов 16S 
рибосомной РНК (16S), субъединицы В ДНК-гиразы (gyrB), и сигма-фактора ДНК-зависимой РНК-полимеразы (rpoD)

Table 1. Place of tuber collection and NCBI database sequence numbers of gene regions: 16S ribosomal RNA (16S), DNA 
gyrase subunit B (gyrB), sigma factor of DNA-dependent RNA polymerase (rpoD)

Название штаммов Место сбора клубней NCBI 
16S

NCBI
gyrB

NCBI
RpoD

B23Kam9B Камчатский край PP422961 PP429243 PP429244
203_3 Костромская область  PQ459469 PQ461830 PQ461829
203_4 Костромская область PQ459470 PQ461831 PQ497111

При описании фитопатогенных бактерий рода 
Pseudomonas стандартным тестом является LOPAT. 
При исследовании штаммов выяснилось, что они обла-
дают профилем - L+O+P+A+T– (таблица 2). Получен-
ный профиль соответствует группе IVa фитопатогенных 
Pseudomonas (Lelliott et al., 1966), такие же характеристи-
ки были отмечены у P. marginalis pv. marginalis, вызываю-
щей мягкую гниль у картофеля (Li et al, 2007). 

Tаблица 2. LOPAT профиль для выделенных штаммов 
(L- образование левана, O-тест на наличие оксидазы,  
P – мацерация ломтиков картофеля, A – присутствие 

аргининдигидролазы, T – гиперчувствительность табака 
при уколе суспензией бактерий); «+» – наличие признака, 

«−» – отсутствие признака
Table 2. LOPAT profile for isolated strains (L – Levan 

formation, O – Oxidase production, P – Pectinolytic activity,  
A – Arginine dihydrolase production, T – Tobacco 

hypersensitivity); “+” – presence of a sign, “–” – absence of 
a sign

Название штаммов L O P A T
B23Kam9B + + + + –
203_3 + + + + –
203_4 + + + + –

Все штаммы проявляли пектолитическую активность 
как при температуре 10 °С, так и при 25 °С, причём при 10 
°С поражение было менее интенсивным. При 37 °С рост 
бактерий ингибировался как на ломтиках картофеля, так 
и на питательном агаре. При освещении ультрафиолетом 
бактерии флюоресцировали в зеленом спектре на среде 
Кинга В и на ломтиках картофеля (рис.1). 

Для подтверждения патогенности мы выделили бак-
терии с зараженных в лабораторных условиях ломтиков 

картофеля. Все проверенные флюоресцирующие на агаре 
Кинга Б штаммы обладали пектолитической активностью 
и флуоресценцией при повторном тестировании. 

Рисунок 1. Тест на пектолитическую активность 
штаммов B23Kam9B (сверху) и 203_3 (снизу)  

при дневном освещении (слева) и освещении светом 
ультрафиолетового спектра (справа)

Figure 1. Pectolytic activity test of strains B23Kam9B (top) 
and 203_3 (bottom) under daylight (left)  

and ultraviolet light (right)
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По всем трем генам штамм B23Kam9B (из Камчатки) 
и штаммы 203_3 и 203_4 были родственны видовому ком-
плексу Pseudomonas fluorescens. По участкам генов gyrB, 
rpoD и 16S рРНК, штамм B23Kam9B был соответственно 
на 99,35%; 99,59%; 99,86% сходен с гомологичными ге-
нами штамма P. fluorescens CFBP2392 (полногеномная по-
следовательность CP133209.1). 

Штаммы из Камчатки и Костромы отличались друг 
от друга по участкам генов gyrB, rpoD и 16S рРНК на 
97,55%, 97,76% и 98,75% соответственно. Штаммы 203_3 
и 203_4 были идентичны друг другу и больше всего по-
хожи по последовательности гена 16S (99,93% идентич-
ности) на штамм P. fluorescens VSMKU3054 (GenBank № 
MH443348), по последовательностям генов gyrB и rpoD 
– на P. crudilactis UCMA 17988 (99,64% идентичности с 

последовательностью MT080625; 99,55% – с MT080623 
соответственно). 

Ранее были описаны патогенные для картофеля бак-
терии, относящиеся к роду Pseudomonas: P. fluorescens 
(Muturi et al., 2018), P. marginalis (Cuppels and Kelman, 
1980, Li et al., 2007, Ghasemi et al., 2024 ) и P. palleroniana 
(Zhang et al., 2022). Сравнение последовательностей гена 
16S рРНК показало отличие наших штаммов от штаммов 
этих бактерий, причем штаммы B23Kam9B, 203_3 и 203_4 
группируются на фоне близкородственных штаммов вме-
сте, несмотря на некоторые различия в последовательно-
стях (рис. 2). На основании анализа последовательностей 
и LOPAT теста можно отнести выделенные бактерии к 
группе P. fluorescens. 

Рисунок 2. Дерево, построенное на основе анализа 28 последовательностей гена 16S рРНК пектолитических бактерий 
рода Pseudomonas методом максимального правдоподобия на основе генетических расстояний, определенных по 

модели Тамуры-Нея (Tamura and Nei, 1993). Рядом с ветвями показано значение бутстреп-анализа, рассчитанного для 
1000 повторений. Изоляты 203_3, 203_4 и В23kam9B (отмечены зелеными точками) получены в представленной работе
Figure 2. Tree constructed from the analysis of 28 16S rRNA gene sequences of pectolytic bacteria of the genus Pseudomonas 
by the maximum likelihood method based on genetic distances determined by the Tamura-Nei model (Tamura and Nei, 1993). 

The bootstrap value calculated for 1000 repetitions is shown next to the branches. Isolates 203_3, 203_4 and B23kam9B 
(marked with green dots) were obtained in the presented work

Род Pseudomonas – обширная группа, обитающая в 
самых разнообразных экологических нишах, включаю-
щая в себя как виды, используемые для биотехнологиче-
ских приложений, так и патогенные виды для животных 
и растений. Пектолитические штаммы флюоресцирую-
щих Pseudomonas могут вызывать поражение корней и 
прикорневой части у широкого круга растений, и ранее 
их относили к P. marginalis и ряду родственных видов 
(P. virigiflava, P. allii, и др.). При развитии молекулярных 
методов филогенетического анализа, выяснилось, что 

штаммы, определенные ранее как P. marginalis, довольно 
гетерогенны и могут принадлежать разным видам (Sawada 
et al., 2023). 

Пектолитические бактерии рода Pseudomonas, вызы-
вающие мягкую гниль клубней картофеля, мало изучены, 
между тем эти бактерии могут быть причиной значитель-
ных потерь при хранении. По-видимому, эти бактерии от-
личаются высоким генетическим разнообразием и нужда-
ются в дальнейшем исследовании.
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PECTOLYTIC BACTERIA OF THE GENUS PSEUDOMONAS FROM DISEASED POTATO TUBERS
V.A. Platonov1, O.I. Khasbiullina2, V.M. Andreevskaya3,4, G.L. Filatova5 S.N. Elansky1,3, E.M. Chudinova1*
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During the examination of industrial potato storage facilities in the Kostroma Region and Kamchatka Krai, potato tubers 
with soft rot symptoms were collected. Pectolytic bacteria of the genus Pseudomonas were isolated and identified. The 
isolated pectolytic Pseudomonas strains differed from each other and from other isolated from potatoes in the sequences 
of the 16S ribosomal RNA gene, a region of the B subunit gene of DNA gyrase, and a fragment of the sigma factor gene 
of DNA-dependent RNA polymerase. Based on the analysis of the sequences, the isolated bacteria can be attributed to the 
P. fluorescens group. The isolated bacteria caused maceration of potato tuber tissues at a temperature of 10 °C and 25 °C. 
The affected potato tissue intensely fluoresced when illuminated with ultraviolet light. At a temperature of 37 °C bacterial 
growth was completely inhibited. The LOPAT profile corresponds to group IVa of phytopathogenic Pseudomonas.
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