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Аннотация. Проведены исследования по  выделению бактериофагов 
Xanthomonas campestris pv. campestris методом индукции. В  качестве ин-
дуцирующих факторов использовались ультрафиолетовые лучи с  длиной 
волны 254 нм и  метомицин С. Полученные результаты свидетельствова-
ли об  отсутствии перехода профага в  свободный бактериофаг у  бактерий 
X. campestris pv. campestris под воздействием индуцирующих факторов. 
Проведены исследования по  выделению бактериофагов X. campestris pv. 
campestris из  объектов окружающей среды. Выделено 8 бактериофагов 
из образцов почвы и образцов капусты с признаками поражения бактерио-
зом. На основе полученных данных разработана схема выделения бактери-
офагов X. campestris pv. campestris из объектов окружающей среды, вклю-
чающая 4 этапа.

Ключевые слова: бактериофаги; фитопатогены; Xanthomonas campestris pv. 
campestris; профаг; выделение; метод индукции.

С осудистый бактериоз крестоцветных, вызыва-
емый бактерий Xanthomonas campestris pv. 
campestris (Pammel, 1895; Dowson, 1939), явля-

ется одним из наиболее опасных заболеваний сельско-
хозяйственных культур. Он поражает практически все 
известные растения, относящиеся к  роду Капустные 
(Brassicaceae), большинство представителей которо-
го являются возделываемыми культурами, имеющими 
важное продовольственное значение [1–4]. Заболева-
ние может привести к значительным потерям, особенно 
в  теплых и  влажных условиях [5–6]. Стандартные мето-
ды борьбы с данным заболеванием, к которым относят 
использование семенного материала хорошего каче-
ства, севооборот, выращивание менее восприимчивых 
сортов, не  обеспечивают удовлетворительного кон-
троля заболеваний, особенно когда погодные условия 
благоприятствуют распространению возбудителя [7–9]. 

В связи с этим видится возрастание роли бактериофагов 
с одной стороны, как эффективное средство идентифи-
кации бактерий-возбудителей болезней растений рода 
Xanthomonas, а  с  другой, как перспективное средство 
для борьбы с ними [10–11].

Первые полевые испытания по  применению бакте-
риофагов для борьбы с болезнями растений проведены 
Томасом в  1935 г., который лечил семена кукурузы бак-
териофагами, выделенными из  больного растительного 
материала. Такая обработка семян оказалась достаточ-
но эффективной и привела к снижению заболеваемости 
с 18% до 1,4% (фаговых) [12]. Почти полвека спустя, в 1969, 
Civerolo и Keil применяли внекорневую обработку бакте-
риофагами, за счет чего уменьшили тяжесть бактериаль-
ного заболевания, вызванного бактериями Xanthomonas 
pruni на сеянцах персика на 86% — 100% [13].
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В  настоящее время применение бактериофагов для 
идентификации и борьбы с возбудителями бактериаль-
ных болезней растений является быстро расширяю-
щимся направлением [14–16]. Бактериофаги в большей 
степени выгодны и могут быть использованы в качестве 
антибактериальных мер тогда, когда бактерии-возбуди-
тели широко представлены в природе [17–18].

Цель исследований — разработка схемы выделе-
ния бактериофагов, специфичных для бактерий X. 
campestris pv. campestris.

Материалы  
и методы исследований

В работе использовали 6 штаммов X. campestris pv. 
campestris — 3 штамма, выделенные из образцов пора-
женных растений в ходе проведенных ранее исследова-
ний, 3 штамма, полученные из коллекции кафедры МВЭ 
и ВСЭ ФГБОУ ВО Ульяновский ГАУ.

В  качестве объектов окружающей среды для выде-
ления бактериофагов использовали 16 образцов почвы, 
полученных с  полей и  фермерских хозяйств, занимаю-
щихся выращиванием сельскохозяйственных культур 
семейства Капустные и 28 образцов капусты с признака-
ми поражения бактериозом.

Питательные среды и реактивы:

Мясопептонный агар (МПА) (НПО «Питательные сре-
ды», г. Махачкала), мясопептонный бульон (МПБ) (НПО 
«Питательные среды», г. Махачкала), агар бактериоло-
гический (НПО «Питательные среды», г. Махачкала), пеп-
тон сухой ферментативный(HiMedia), триптон (HiMedia), 
экстракт дрожжевой (HiMedia), хлорид натрия (ООО «Ул-
Хим»), карбонат кальция (ООО «УлХим»), сульфат магния, 
гидрофосфат калия двузамещенный (ООО «УлХим»), глю-
коза (HiMedia), трихлорметан.

Приборы и оборудование:

Лабораторная бактериологическая посуда, лупа 
бинокулярная МБС — 9, микроскоп «Биомед» с  виде-
офотонасадкой, водяная баня, термометр ртутный, 
лабораторные центрифуги ОПи-8УХЛ 4.2, ЦЛС — 3, 
СМ — 6 М с угловыми и баккет-роторами, дистиллятор, 
шкаф сушильно-стерилизованный ШСС — 80, автоклав 
ГК-100–3, холодильники минусовые и  бытовые, термо-
стат ТС-80М-2.

Работу по  выделению бактериофагов проводили 
в соответствии с методиками, апробированными сотруд-
никами кафедры микробиологии, вирусологии, эпизоот-
ологии и ВСЭ ФГБОУ ВО Ульяновский ГАУ [19–20].

Результаты  исследований 
и обсуждение

На  первом этапе наших исследований проводилось 
выделение бактериофагов из  культур бактерий путем 
воздействия на  них индуцирующим фактором, в  каче-
стве которого применялись ультрафиолетовые лучи 
(УФ-лучи), источником которых служила ртутно-кварце-
вая лампа, дающая не  менее 90% излучаемой энергии 
в виде УФ-лучей с длиной волны 254 нм. В данном экспе-
рименте использовали культуры, находящиеся в экспо-
ненциальной фазе роста. Готовили разведение культур 
бактерий в  фосфатном буфере (pH  7,4) в  соотношении 
1:20 и по 10 мл разливали в две чашки Петри для каждой 
повторности. После чего одну из  чашек (опытную) от-
крывали и в течении 20 (30, 40, 60) секунд облучали под 
бактерицидной лампой БУВ на расстоянии 40 (50, 60) см, 
оставшуюся чашку выдерживали в  зоне действия уль-
трафиолетовых лучей закрытой при тех  же параметрах 
облучения.

Эксперимент проводился в затемненном помещении 
без доступа солнечных лучей с  целью предохранения 
культур микроорганизмов, подвергшихся облучению, 
от фотореактивации.

Затем взвеси бактерий (3–4 мл) засевали в отдельные 
пробирки с 5 мл питательной среды LB каждую и инку-
бировали в термостате при 28 оС в течении 24 часов. Па-
раллельно осуществляли посев методом агаровых слоев 
и инкубировали при тех же условиях. Литический эффект 
действия определяли в первом случае по просветлению 
среды в пробирке с взвесью бактерий из открытой чаш-
ки, во втором случае по появлению негативных колоний 
на плотной питательной среде.

На  втором этапе наших исследования проводилось 
выделение профага из  бактериальных клеток воздей-
ствием на  них химическим фактором, индуцирующим 
механизм репликации фаговой ДНК, в качестве которого 
использовался метомицин С в дозе 0,5 мкг/мл. Для этого 
в  пробирки с  питательным бульоном, содержащим 0,5 
мкг/мл метомицина С, засевали исследуемые культуры. 
Пробирки культивировали в течении 5–6 часов при 28 оС. 
После этого содержимое пробирок центрифугировали 
при 3000 об/мин в течении 20 минут и затем фильтрова-
ли через бактериальные фильтры с величиной пор 0,22 
мкм. Наличие бактериофагов изучали методом «стекаю-
щая капля», для чего на поверхность плотной питатель-
ной среды YDC наносили несколько капель суточной 
культуры бактерий X. campestris pv. campestris, далее 
стерильным шпателем растирали капли по поверхности 
среды и  термостатировали при 28 оС в  течении 20–30 
минут с целью подсушивания «газона». Затем наносили 
каплю исследуемого фильтрата на  поверхность среды 
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и наклоняли чашку Петри. После чего чашки термостати-
ровали при 28 оС в течении 48 часов. Наличие зон лизиса 
свидетельствовало о присутствии бактериофага в иссле-
дуемом фильтрате.

По результатам проведенных исследований не обна-
ружено перехода профага в свободный фаг под воздей-
ствием индуцирующих факторов у имеющихся штаммов 
бактерий, в связи с чем на третьем этапе наших исследо-
ваний проводилось выделение бактериофагов из объ-
ектов внешней среды по  методикам Д. М. Гольдфарба 
в модификации И. П. Ревенко [20].

Для выделения бактериофагов из объектов окружаю-
щей среды 10 г исследуемого материала суспендирова-
ли в 50 мл МПБ. Затем в получившуюся суспензию добав-
ляли по 2 мл 24-часовых культур бактерий X. campestris 
pv. campestris и  культивировали при 28 ОС в  течении 
суток.

Далее очищали исследуемый субстрат от  механи-
ческих примесей путем фильтрования через ватный 
фильтр, разливали в центрифужные пробирки и центри-
фугировали при 3000 об в течении 30 мин.

Полученную надосадочную жидкость очищали раз-
личными методами — прогреванием на  водяной бане 
при 60 оС, добавлением в  фильтрат хлороформа в  кон-

центрации 1:10, фильтрованием через мембранные 
фильтры с величиной пор 0,22 мкм.

Полученные фильтраты исследовали на  наличие 
в  них бактериофагов методом «стекающая капля». Для 
этого на поверхность плотной питательной среды нано-
сили несколько капель суточной культуры бактерий X. 
campestris pv. campestris, далее стерильным шпателем 
растирали капли по  поверхности среды и  термостати-
ровали при 28 оС в течении 20–30 минут с целью подсу-
шивания «газона». Затем наносили каплю исследуемого 
фильтрата на поверхность среды и наклоняли чашку Пе-
три. После чего чашки термостатировали при 28 оС в те-
чении 48 часов.

В  эксперименте мы использовали различные плот-
ные питательные среды (YDC, NBY, LB, МПА) с целью из-
учения влияния их состава на устойчивость бактерий X. 
campestris pv. campestris к действию бактериофагов.

О наличии в фильтрате бактериофагов судили по по-
явлению зоны лизиса на газоне культуры (рис. 1).

По  полученным данным лучше всего очистка бак-
териофагов от  клеток бактерий проходили при добав-
лении в  суспензию хлороформа в  соотношении 1:10. 
Прогревание суспензии негативно сказывалось на лити-
ческой активности бактериофагов. При этом существен-

Рис. 1. Зоны лизиса на газоне культуры X. 
campestris pv. campestris Xcс 9  

(МПА, 28 оС, 48 ч)

Рис. 2. Зоны лизиса на газоне культуры X. 
campestris pv. campestris Xcс 9 (YDC, 28 

оС, 48 ч)
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ное влияние на  лизис бактериальных клеток оказывал 
состав питательной среды. Так на плотных питательных 
средах, содержащих источник углеводов, бактерии пока-
зали большую устойчивость к действию бактериофагов 
(рис.  2). Данный факт может обусловлен образованием 
бактериями X. campestris pv. campestris экзополиса-
харидов в  присутствии источника углеводов, которые 
повышали устойчивость данных бактерий к  внешнему 
воздействию.

Кроме того, проводился ряд экспериментов по выяв-
лению бактериофагов в образцах пораженных растений 
и почвы без предварительного культивирования в при-
сутствии бактерий X. campestris и  очистки субстрата. 

Для этого 10 г исследуемого материала суспендировали 
в 50 мл физиологического раствора, оставляли суспен-
зию на 20–30 минут при комнатной температуре и затем 
исследовали наличие бактериофагов в  полученных су-
спензиях методом «агаровых слоев». В 2,5 мл полужид-
кого МПА (0,7%) добавляли 0,1 мл суточной культуры X. 
campestris pv. campestris 1 мл исследуемого субстрата. 
Затем получившуюся суспензию выливали на  поверх-
ность 1,5% МПА и культивировали при 28 оС в течении 24 
часов. О наличии бактериофагов судили по появлению 
прозрачных зон лизиса на поверхности среды (рис. 3).

Полученные данные показали возможность приме-
нения данного метода для выявления бактериофагов 

Таблица 1. Источники выделения бактериофагов
Обозначение 
бактериофага Источник выделения

Кл9 Листья капусты с признаками поражения бактериозом, Ульяновская область
Кл13 Листья капусты с признаками поражения бактериозом, Ульяновская область
Кл20 Листья капусты с признаками поражения бактериозом, Ульяновская область
Кл21 Листья капусты с признаками поражения бактериозом, Ульяновская область
Кл22 Листья капусты с признаками поражения бактериозом, Ульяновская область
З2 Образец почвы, Ульяновская область

З4 Образец почвы, Ульяновская область

З7 Образец почвы, Ульяновская область

Рис. 3. Зоны лизиса методом агаровых 
слоев с культурой X. campestris pv. 
campestris Xcс 9 (МПА, 28 оС, 24 ч)

Рис. 4. Схема выделения бактериофагов X. 
campestris pv. campestris
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в образцах почвы и растений, однако наличие в образ-
цах сопутствующей микрофлоры затрудняло обнару-
жение действия бактериофагов. В связи с этим принято 
решение дополнительно к  данному методу применять 
метод очистки суспензии от бактериальных клеток с ис-
пользованием хлороформа.

Всего по  итогам проведенных исследований из  16 
проб почвы и  28 проб растений выделено 8 бактерио-
фагов. Результаты проведенных опытов представлены 
в таблице 1.

Поскольку выделить профаг методом индукции 
не  удалось, наиболее рациональным считаем выделе-
ние бактериофагов бактерий X. campestris pv. campestris 
из объектов окружающей среды. Систематизируя полу-
ченные данные, разработана схема выделения бактери-
офагов X. campestris pv. campestris, которая представ-
лена на рисунке 4. В качестве основных критериев при 
разработке данной схемы выступали:

 ♦ время получения результатов;
 ♦ наибольшая степень лизиса бактериальных кле-

ток.

На первом этапе проводится приготовлении суспен-
зии из  изучаемого образца почвы или растения и  физ.
раствора в соотношении 1:10, после чего данная суспен-
зии оставляется на 20–30 минут для лучшей диффузии.

На  втором этапе проводится грубая фильтрация су-
спензии с использованием ватных фильтров с целью ее 
очистки от  крупных примесей. После чего полученный 
фильтрат центрифугируется при 3000 об/мин в течении 
30 минут.

На третьем этапе проводится окончательная очистка 
суспензии от  бактериальной массы с  использованием 
хлороформа в соотношении 1:10. Обработка проводится 
в течении 20 мин с учетом времени на осаждении хлоро-
форма на дно пробирки. Затем полученные очищенные 
фильтраты переносятся в стерильные пробирки.

На заключительном этапе производится определение 
бактериофагов в  исследуемом фильтрате методом «ага-
ровых слоев» для чего в 2,5 мл 0,7% МПА предварительно 
расправленного и остуженного до 45оС добавляется 1 мл 
исследуемого фильтрата и 1–2 капли суточной культуры 
X. campestris pv. campestris. Полученная суспензия вы-
ливается на поверхность полноценного МПА. После это-
го чашки со средой культивируют при 28 оС в течении 24 
+/- 1 часов. Наличие бактериофагов определяют по обра-
зованию зон лизиса на поверхности МПА.

Заключение

В рамках проведенных исследований изучена возмож-
ность выделения профагов из  бактериальных клеток X. 
campestris pv. campestris методом воздействия на них фи-
зическими (УФ лучи) и химическими (метомицин С) факто-
рами. Выделить бактериофаги бактерий X. campestris pv. 
campestris данными методами не удалось. Перехода про-
фага в  свободный фаг под воздействием индуцирующих 
факторов у исследованных штаммов бактерий не выявле-
но. Выделены 8 бактериофагов из объектов окружающей 
среды. На  основе полученных результатов предложена 
оптимальная схема выделения бактериофагов из  объек-
тов окружающей среды для бактерий X. campestris pv. 
campestris, позволяющая определить наличие фагов в ис-
следуемом образце в течении 24 +/- 1 часов.
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