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Проведено iдентифiкацiю екзометаболiтiв штаму B. amyloliquefaciens subsp. plantarum
IМВ В-7404, що обумовлюють його антифунгальну активнiсть. З використанням
MALDI-TOF мас-спекрометрiї i молекулярно-генетичних методiв аналiзу показано, що
лiпопептиднi антибiотики дослiджуваного штаму належать до родини фенгiцинiв.

Ключовi слова: Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum, MALDI-TOF мас-спектро-
метрiя, молекулярно-генетичний аналiз, фенгiцини.

Одними з найбiльш вивчених i широко застосовуваних у даний час є ризобактерiї роду
Bacillus, 4–5% активного геному яких бере участь у синтезi антибiотичних сполук. Бацили
здатнi до синтезу бiльш нiж 25 структурно рiзноманiтних антимiкробних сполук [1]. Серед
цих екзометаболiтiв циклiчнi лiпопептиди трьох родин (сурфактини, iтурини та фенгiцини)
досить грунтовно дослiдженi, а деякi з них активно використовуються в сучаснiй бiотехно-
логiї i фармацевтицi завдяки їх сурфактантним (поверхнево-активним) та гемолiтичним
властивостям. При цьому перевага надається певним групам циклолiпопептидiв залежно
вiд виду бацил та екологiчної нiшi їх iснування. Як вiдомо з лiтературних джерел, до ро-
дини фенгiцинiв (плiпастатинiв) вiдносять лiпопептиди з внутрiшнiм лактонним кiльцем
у пептиднiй частинi та з жирнокислотним ß-гiдроксиланцюгом (С14–С18), що може бути
насиченим або ненасиченим [2]. Показано, що фенгiцини виявляють високу фунгiтоксичну
активнiсть, особливо проти мiцелiальних грибiв [3]. Порiвняно з iншими родинами циклолi-
попептидних антибiотикiв механiзм дiї фенгiцинiв дослiджено недостатньо, хоча вiдомо, що
вони активно взаємодiють з лiпiдними шарами, викликаючи змiну структури i проникно-
стi мембран [4]. Також вiдомо, що лiпопептиди родини фенгiцинiв дiють за синергетичним
типом, досягаючи високої ефективностi в комбiнацiї з iтуринами або сурфактинами [5].
Синтез фенгiцинiв притаманний таким видам, як Bacillus cereus, B. thuringiensis, B. subtilis
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i B. amyloliquefaciens [5, 6]. Ранiше нами було показано порiвняно високу антифунгальну
активнiсть штаму B. amyloliquefaciens IМВ В-7404 щодо фiтопатогенiв зернових культур
та проведено очищення i певний аналiз природи антибiотичних екзометаболiтiв штаму, що
обумовлюють його антагонiстичну активнiсть.

У зв’язку з цим мета дослiдження полягала в iдентифiкацiї лiпопептидних антибiоти-
чних екзометаболiтiв штаму B. amyloliquefaciens subsp. plantarum IМВ В-7404 iз залученням
мас-спектрометричного та молекулярно-генетичного методiв аналiзу.

Матерiали i методи дослiдження. Об’єктом дослiджень був штам B. amyloliquefa-
ciens subsp. plantarum IМВ В-7404 з колекцiї вiддiлу антибiотикiв Iнституту мiкробiологiї
i вiрусологiї iм. Д.К. Заболотного НАН України. Культивування штаму проводили перiо-
дичним способом у колбах ємкiстю 750 мл на качалцi (220 об/хв) при +28 ◦С протягом
18–24 год у рiдкому поживному синтетичному середовищi такого складу, г/л: КН2РО4 —
9,63; МgSO4 · 7H2O — 0,18; (NH4)2НРО4 — 4,75; Na-цитрат · 3H2O — 1,29; глюкоза — 15,0;
вода дистильована — 1 л; pH 7,0–7,2. Як посiвний матерiал використовували культуру ба-
цил в експоненцiйнiй фазi росту (18 год). Кiлькiсть посiвного матерiалу становила 5% (за
об’ємом). Рiдку культуру штаму IМВ В-7404 в експоненцiйнiй фазi росту центрифугували
30 хв при 10 000 об/хв i температурi +4 ◦C. Загальну фракцiю лiпопептидних антибiотичних
екзометаболiтiв отримували з надосадової рiдини трикратною екстракцiєю водонасиченим
н-бутанолом за методикою BEMS (butanol extraction and methanol substitution) К. Йокота
та iн. [7]. Пiсля центрифугування при 10 000 об/хв впродовж 2 хв при +20 ◦C об’єдна-
нi н-бутанольнi екстракти випарювали до сухого залишку в умовах низького тиску при
40–45 ◦C. Сухий залишок розчиняли в 5 мл метанолу, метанольний екстракт використову-
вали в подальшiй роботi як джерело лiпопептидних антибiотичних сполук.

Мас-спектрометричний аналiз лiпопептидної фракцiї екзометаболiтiв B. amyloliquefa-
ciens subsp. plantarum IМВ В-7404 здiйснювали на MALDI-TOF мас-спектрометрi Voyager
DE PRO (“Applied Biosystems”, США). Точнiсть вимiрювання мас була на рiвнi 0,01%,
вимiрювання проводили в дiапазонi m/z 500–1500. Застосовували Н+-матричну iонiза-
цiю за допомогою альфа-цiано-4-гiдроксикоричної кислоти (α-cyano-4-hydroxycinnamic acid,
CHCA) (“Sigma-Aldrich”, США). Прилад калiбрували з використанням калiбрувальної сумi-
шi CalMix2 (“Applied Biosystems”, США). Матричний реагент готували, розчиняючи CHCA
(10 мг/мл) у сумiшi рiвних об’ємiв ацетонiтрилу та 0,2%-го водного розчину трифтороцто-
вої кислоти (“Sigma-Aldrich”, США). Для нанесення брали сумiш розчинiв дослiджуваного
зразка (0,8 мкл) i розчину матрицi (1 мкл). Використовували рефлектронний режим роботи
часоперелiтного детектора, прикладена напруга становила 20 кВ, час затримки екстракцiї
iонiв — 350 нс. Спектри обробляли за допомогою програми Data Explorer 4,0 (“Applied
Biosystems”, США). Вимiрювали моноiзотопнi значення протонованих молекул, для усе-
реднення використовували данi 80–100 спектрiв. Молекулярну масу речовини визначали
вiднiманням 1 (маса протона 1,007 Да) або 23 (маса iона Na+ 23,989) вiд отриманого зна-
чення m/z.

Тотальну ДНК видiляли з добової культури клiтин штаму IМВ В-7404 та B. subtilis IMВ
B-7243 з використанням набору ДНК-сорб В (“АмплиСенс”, Росiя) згiдно з рекомендацiями
виробника. Склад реакцiйної сумiшi i умови проведення амплiфiкацiї з праймерами до ге-
нiв синтезу фенгiцину наведенi в роботi [8]. Послiдовностi праймерiв до трьох генiв синтезу
фенгiцину (fenA, fenD, fenE ) пiдiбранi за допомогою програми Primer3 на основi нуклео-
тидних послiдовностей цих генiв, наведених у базi даних GenBank, а також KEGG (Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes) для видiв роду Bacillus.
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Рис. 1. MALDI-TOF мас-спектри фракцiї лiпопептидних екзометаболiтiв B. amyloliquefaciens subsp.
plantarum IМВ В-7404

Для видiлення сумарної РНК з добової культури бактерiальних клiтин штамiв IМВ
В-7404 та B. subtilis IMВ B-7243 використовували набiр Trizol RNA Prep (“Neogene”, Укра-
їна) з подальшою обробкою ДНКазою I (“Fermentas”, Литва). кДНК синтезували з 1 мкг
РНК за допомогою набору GenPak® MasterMixCore (“Neogene”, Україна). ПЛР амплiфi-
кацiю в режимi реального часу проводили на приладi qTower 2.2 thermal cycler (Analytik
Jena AG, Нiмеччина) за умов, наведених у роботi [9]. Для порiвняння вiдносної експресiї
генiв фенгiцинсинтетаз використовували сумарну РНК, отриману зi штаму B. subtilis IMВ
B-7243. Розрахунок вiдносного рiвня експресiї гена проводили за методом 2−∆∆Сt [10]. Як
ендогенний контроль приймали експресiю гена 16S рРНК [9].

Результати та їх обговорення. Показано, що для рiзних гомологiв фенгiцину пiки, що
вiдповiдають цим сполукам, в MALDI-TOF мас-спектрi знаходяться в дiапазонi вiд 1449,8
до 1499,9 m/z (табл. 1). У табл. 1 наведенi експериментально отриманi значення m/z пiкiв
лiпопептидiв родини фенгiцинiв, що були виявленi при аналiзi MALDI-TOF мас-спектрiв
(рис. 1).

Основнi пiки при m/z в областi вiд 1449,9 до 1499,9 можуть бути приналежними до
iзоформ фенгiцинiв, що мiстять жирну β-гiдроксикислоту з довжиною вуглецевого ланцюга

Таблиця 1. Вiдповiднiсть MALDI-TOF мас-пiкiв до фенгiцинiв [11]

Основнi
MALDI-TOF MS

пiки (m/z)
Вiдповiднiсть

Кiлькiсть
подвiйних зв’язкiв

у молекулi

Амiнокислота
лiпопептиду

в положеннi 6

1449,8 C15 фенгiцин, [M+H]+ 0 Ala

1463,8 C16 фенгiцин, [M+H]+ 0 Ala

1471,8 C15 фенгiцин, [M+Na]+ 0 Ala

1475,8 C17 фенгiцин, [M+H]+ 1 Ala

1477,8 C17 фенгiцин, [M+H]+ 0 Ala

1485,8 C16 фенгiцин, [M+Na]+ 0 Ala

1491,8 C16 фенгiцин, [M+H]+ 0 Val

1499,9 C17 фенгiцин, [M+Na]+ 0 Ala
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вiд 15 до 17 атомiв. У випадку, коли m/z = 1475,8, має мiсце наявнiсть подвiйного зв’язку
в структурi жирнокислотного ланцюга, що мiстить 17 атомiв вуглецю (див. табл. 1). Також
С16 фенгiцин (m/z = 1491,8), що вiдповiдає протонованiй iзоформi, може бути з’єднаним
у положеннi 6 з амiнокислотою валiном, тодi як у решти iзоформ в положеннi 6 може
знаходитись амiнокислота аланiн [11].

Враховуючи складнiсть щодо характеристики та iдентифiкацiї лiпопептидних антибiоти-
кiв бактерiй роду Bacillus, використання для цих цiлей MALDI-TOF мас-спектрометричного
аналiзу, поряд з iншими фiзико-хiмiчними методами, є досить iнформативним i широко за-
стосовується. Так, Й. Ватером iз спiвавт. запропоновано iнновацiйний метод MALDI-TOF
мас-спектрометричного аналiзу лiпопептидних бiосурфактантiв у вегетативних клiтинах
та культуральному фiльтратi B. subtilis С-1, видiленої з нафтового вiдстiйника [12]. При
дослiдженнi ролi лiпопептидних антибiотикiв родини iтуринiв i фенгiцинiв у проявi анта-
гонiзму певних штамiв B. subtilis для характеристики та iдентифiкацiї антибiотичних лiпо-
пептидiв також було застосовано MALDI-TOF мас-спектрометричний аналiз поряд з iнши-
ми методами якiсного аналiзу (RP-HPLC, ESI-MS) [6]. Доцiльнiсть пiдготовки зразкiв до
мас-спектрометричного аналiзу, що включала кiнцеве очищення лiпопептидвмiсних фрак-
цiй методом RP-HPLC на С18 колонках, пiдтверджується даними лiтератури [13].

Наступним етапом характеристики та iдентифiкацiї позаклiтинних лiпопептидних ан-
тибiотикiв штаму IМВ В-7404 було проведення молекулярно-генетичних дослiджень, що
включають в себе ПЛР-аналiз з використанням специфiчних праймерiв та порiвняльний
кiлькiсний аналiз активностi генiв фенгiцинсинтетаз.

Вiдомо, що до складу оперону, вiдповiдального за синтез фенгiцинiв, входить п’ять ге-
нiв фенгiцинсинтетаз (fenC, fenD, fenE, fenA i fenB), що беруть участь у нерибосомальному
синтезi циклолiпопептидiв [14]. За результатами дослiджень структури та функцiональ-
ної органiзацiї мультиензимного комплексу фенгiцинсинтетаз у деяких видiв роду Bacillus
встановлено, що цi ферменти мiстять вiд одного до декiлькох модулiв, що активують певну
амiнокислоту в процесi синтезу фенгiцинiв. До складу кожного модуля входять домени, що
вiдповiдають за розпiзнавання та включення амiнокислоти в пептид (домен А), її сприйнят-
тя i просування ланцюга мiж каталiтичними центрами (домен Т), формування пептидного
зв’язку мiж амiнокислотами (домен С). На С-кiнцi чотирьох синтетаз розташований до-
мен Е, а fenB мiстить ТЕ-домен, що завершує синтез пептиду. Пошкодження або делецiя
будь-якого з генiв призводить до припинення синтезу пептиду [3].

Для виявлення бактерiй — потенцiйних продуцентiв лiпопептидних антибiотикiв, зокре-
ма фенгiцинiв, було запропоновано використовувати ДНК-маркери, зокрема, до гена
fenD [15]. З цiєю метою нами була проведена амплiфiкацiя зi специфiчними праймерами
до трьох генiв фенгiцинсинтетаз, у результатi чого виявлено наявнiсть цих генiв у гено-
мi B. amyloliquefaciens subsp. plantarum IMВ B-7404. Про це свiдчили отриманi продукти
амплiфiкацiї розрахованої довжини: 286 (fenA), 132 (fenD), 168 (fenE ) п. н. (рис. 2)

Згiдно з результатами порiвняльного кiлькiсного аналiзу активностi трьох генiв фен-
гiцинсинтетаз у двох видiв бацил, що входять до складу бiнарної композицiї для обробки
зернових культур проти грибкових хвороб, штам B. amyloliquefaciens subsp. plantarum IMВ
B-7404 характеризувався нижчим у 1,5 та 27 разiв рiвнем експресiї генiв fenA i fenD вiдповiд-
но; транскрипцiйна активнiсть гена fenE у 4,3 раза перевищувала цей показник у B. subtilis
IMВ B-7243 (рис. 3). Загалом встановлено, що сумарна транскрипцiйна активнiсть трьох
генiв фенгiцинового оперону виявилася вищою в 4,7 раза у B. subtilis IMВ B-7243 порiвняно
з аналогiчним показником B. amyloliquefaciens subsp. plantarum IMВ B-7404.
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Рис. 2. Електрофореграма продуктiв амплiфiкацiї з праймерами до генiв фенгiцинсинтетаз — fenD (1 ),
fenA (2 ), fenE (3 ): М — маркер молекулярної маси GeneRuler DNA Ladder Mix (“Fermentas”, Литва)

Рис. 3. Дiаграма вiдносної експресiї генiв фенгiцинсинтетаз (fenA, fenD, fenE) у B. amyloliquefaciens subsp.
plantarum IMВ B-7404 (1 ) та B. subtilis IMВ B-7243 (2 ). За 100% приймали найвищий рiвень експресiї гена.
Встановленi вiдмiнностi в експресiї генiв є статистично достовiрними за рiвнем значущостi не бiльше 5%
(p < 0,05)

Таким чином, результати ПЛР-аналiзу зi специфiчними праймерами до трьох генiв фен-
гiцинсинтетаз (fenA, fenE, fenD) свiдчать про наявнiсть цих генiв у геномi B. amyloliquefa-
ciens subsp. plantarum IMB B-7404. За даними порiвняльного кiлькiсного аналiзу транскрип-
цiйної активностi генiв фенгiцинсинтетаз бiльш високий рiвень експресiї вказаних генiв ви-
явлено у штаму B. subtilis IMВ B-7243 порiвняно з B. amyloliquefaciens subsp. plantarum
IMB B-7404.

Отже, iз застосуванням MALDI-TOF мас-спектрометричного i молекулярно-генетичних
методiв аналiзу встановлено, що циклiчнi лiпопептиднi антибiотики штаму B. amyloliquefa-
ciens subsp. plantarum IMB B-7404 належать до родини фенгiцинiв. Подальшi дослiдження
можливої ролi фенгiцинiв у бiологiчному контролi рослинних хвороб пов’язанi з вивченням
їх впливу на iндукцiю системної стiйкостi рослин, про що свiдчать лiтературнi джерела [5].
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Идентификация экзометаболитов штамма Bacillus amyloliquefaciens

subsp. plantarum ИМВ В-7404 с антифунгальной активностью
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Проведена идентификация экзометаболитов штамма B. amyloliquefaciens subsp. plantarum
ИМВ В-7404, обусловливающих его антифунгальную активность. С использованием
MALDI-TOF масс-спекрометрии и молекулярно-генетических методов анализа показано,
что липопептидные антибиотики исследуемого штамма принадлежат к семейству фен-
гицинов.

Ключевые слова: Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum, MALDI-TOF масс-спектро-
метрия, молекулярно-генетический анализ, фенгицины.
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Identification of Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum IМV
В-7404 strain exometabolites with antifungal activity
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Identification of B. amyloliquefaciens subsp. plantarum IМV В-7404 strain exometabolites cau-
sing its antifungal activity has been determined. Using the MALDI-TOF mass spectrometry and
molecular genetic methods of analysis, it is shown that lipopeptide antibiotics of the researched
strain are related to the family of fengycins.

Keywords: Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum, MALDI-TOF mass spectrometry, mole-
cular genetic analysis, fengycins.
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