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Из образцов почвы под зараженными сосудистым бактериозом растениями капусты, 
был выделен 21 изолят бактериофагов, специфичных для 11 штаммов-мишеней Xanthomonas 
campestris pv. campestris. Электронно-микроскопическое исследование морфологии бактери-
офагов позволило отнести 3 изолята к семейству Siphoviridae, а остальные 18 образцов – 
к семейству Myoviridae. В результате анализа данных фаготипирования 73 штаммов фито-
патогена по отношению к вновь выделенным изолятам и 4 коллекционным штаммам бак-
териофагов предложено создать фаговый коктейль из изолятов BT2, SM10, Ph30–1, Ph44, 
DB1 и Tir2, которые в совокупности способны инфицировать 88% штаммов коллекции X. 
campestris pv. campestris, представительной для российской популяции патогена. Обработка 
семян капусты сорта Московская поздняя 15 с высокой естественной зараженностью пато-
геном (25,6%) коктейлем бактериофагов привела к значительному снижению зараженности 
проростков сосудистым бактериозом. Биологическая эффективность применения коктейля 
бактериофагов составила 90,6%.
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Введение

Сосудистый бактериоз, вызываемый бактерией Xanthomonas campestris pv. 
campestris (Xcc), считается одним из наиболее опасных заболеваний Капустных куль-
тур [8].

Основным источником инфекции являются зараженные семена. В связи с тем, 
что даже слабая инфицированность (от 0,03%) способна вызвать быстрое перезара-
жение рассады в теплице – при единственном зараженном растении на кассете, через 
три недели зараженными оказываются 60% растений, такое быстрое распростране-
ние патогена приводит к серьезным потерям от болезни в поле (от 10 до 50%) [9], что 
обуславливает высокие требования, предъявляемые к эффективности предпосевной 
обработки семян.

Ранее было установлено, что при обработке искусственно заражённых Xcc семян 
капусты путем замачивания в 2%-ном р-ре препарата Гамаир КС (на основе Bacillus 
subtilis), биологическая эффективность составляла 68,2–89,5%, а при использовании 
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препарата Фитолавина, ВРК (на основе антибиотика фитобактериомицина) – достигала 
83,2–91,6% [3]. Высокую эффективность показало также использование для обработки 
заражённых семян надуксусной кислоты и некоторых эфирных масел [5, 2]. Тем не ме-
нее, поиск эффективных биологических средств обеззараживания семян и защиты рас-
сады продолжает быть актуальной задачей.

Значительное внимание в защите от бактериальных болезней растений в по-
следние годы уделяется использованию вирусов, способных к размножению в бакте-
риальных клетках – бактериофагов. Биологическая защита с помощью бактериофа-
гов, специфических к конкретным фитопатогенам, имеет много достоинств – произ-
водство и применение их сравнительно просто, недорого и безопасно для человека, 
животных и растений [1, 4]. Для успешного практического применения бактериофа-
гов требуется предварительная селекция литических изолятов бактериофагов с ши-
роким штаммовым спектром действия, создание высокоэффективных и стабильных 
коктейлей фаговых препаратов, тестирование их на патогенных бактериях в модель-
ных и природных системах [4, 12].

Предварительные опыты на нескольких изолятах бактериофагов показали в мо-
дельных экспериментах перспективность их использования для обработки семян ка-
пусты. Так, при обработке искусственно зараженных семян бактериофагами заражен-
ность рассады капусты снизилась в 2,0–4,1 раза по сравнению с контролем [12, 6].

Целью нашей работы являлось выделение коллекции литических бактериофа-
гов, электронно-микроскопическая характеристика их морфологии, оценка их спец-
ифичности в применении к штаммам Xanthomonas campestris pv. сampestris и созда-
ние фагового коктейля с целью практического использования в защите капусты.

Материалы и методы

Исследование проводили в 2016–2018 гг. в лаборатории защиты растений 
РГАУ-МСХА им. К.А. Тимирязева и в ИБХ им. М.М. Шемякина и Ю.А. Овчинни-
кова РАН.

Выделение бактериофагов. Осенью 2016 года на полях ООО «Дмитровские 
овощи», Дмитровский район, Московская область, где наблюдалось сильное разви-
тие сосудистого бактериоза на капусте, были отобраны образцы почвы для выделе-
ния бактериофагов.

Выделение бактериофагов проводили традиционным методом [1, 11]. Полу-
ченные изоляты бактериофагов хранили при +40С и затем проверяли их способность 
к лизированию бактериальных культур Xcc.

Препаративное культивирование и очистка бактериофагов. Штаммы-хозя-
ева бактериофагов (табл. 1) наращивали в среде YDC при 28°C при интенсивном пе-
ремешивании до середины логарифмической фазы (оптическая плотность при 600 нм 
от 0,5 до 0,6). Выросшую культуру инокулировали единичной бляшкой фага и инку-
бировали до проявления признаков лизиса. Затем добавляли 0.5% об. хлороформа, 
энергично встряхивали и через 1 ч лизаты центрифугировали при 10000 g («Jouan») 
в течение 15 мин для удаления бактериальных фрагментов. Бактериофаги осаждали 
центрифугированием (22000 g, 90 мин, 15°C, ротор Beckman SW45). Надосадочную 
жидкость сливали, а для растворения осадка добавляли 2 мл SM-буфера (50 мМ Tris 
pH 7,5, 0,1 M NaCl, 10 мМ MgSO4, 0,01% желатин) и оставляли на 2–5 часов. Ре-
суспендированные препараты бактериофагов очищали ультрацентрифугированием 
(66000 g, 120 мин, 15°C, ротор Beckman SW28) в ступенчатом градиенте плотности 
CsCl 0.5–1.7 г/мл. Суспензии фагов диализовали против фагового буфера (10 мM Tris 
HCl, pH 7.4, 10 мM MgSO4). Препараты очищенных фагов хранили при 4°C.
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Таблица 1
Штаммы Xanthomonas campestris pv. campestris, использованные в работе

№ Название штамма Дата вы-
деления Место происхождения, культура

1–4 БК-55, БК-56, БК-57, БК-58 10.2017 Краснодарский край, 
белокочанная капуста

5–8 ЦК-71, ЦК-72, ЦК-73, ЦК-74 10.2017 Краснодарский край, цветная капуста

9–14 Хсс 1/2, Хсс 1/5, Хсс 2/12, Хсс 2/16, 
Хсс 3/23, Хсс 3/27 09.2017 Московская область, Дмитровский 

район, белокочанная капуста

15–26
Bes-1, SM-1, Bul, Bes-2, SM-2, 
Dmo 1–1, Dmo 2–2, Dmo 1–2, 

Dmo 1–3, Dmo 2–1, Dmo 2–3, Dmo 3
09.2016 Московская область, Дмитровский 

район, белокочанная капуста

27 Kas 09.2016 Московская область, Дмитровский 
район, цветная капуста

28–30 Tir1, Tir2, Tir3 11.2012 Молдова, город Тирасполь, капуста

31–35 DК-1, DK-2, DK-3, DВ-1, DВ-3 10.2012 Московская область, 
Серпуховский район, капуста

36–47
Rаm 1–1, Rаm 1–2, Rаm 1–3, Rаm 2–1, 
Rаm 2–2, Rаm 2–3, Rаm 3–1, Rаm 3–2, 
Rаm 3–3, Rаm 4–1, Rаm 4–2, Rаm 4–3

10.2012 Московская область, 
Раменский район, капуста

48–51 ХУ-1–1, ХУ 1–2, ХУ 2–1, ХУ 2–2 10.2012 Украина, город Херсон, капуста

52–54 B-1, B-2, B-3 09.2012 Московская область, ОПХ Быково, 
капуста

55–59 Тlo-1, Тlo-2, Тlo-3, Тlo-4, Тlo-5 08.2007 Тульская область, капуста

60 Bel-3 10.2006 Белоруссия, капуста

61 Bun-2 09.2006 Московская область, 
Дмитровский район, капуста

62 Dasch-2 09.2006 Московская область, 
Серпуховский район, капуста

63 04–29-B1 2004 США, Калифорния, капуста

64 Xn-13 1997 Япония, капуста

65 ex 528=NCPPB528T 1957 Великобритания, капуста

66 Tr4 - Молдова, город Тирасполь, капуста

67 33437 США, Wisconsin, редис

68–70 276NZ, 277NZ, 306NZ - Голландия

71–73 B100, SM35, SM17 - -
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Электронная микроскопия. Суспензию очищенных бактериофагов наносили 
на сетки и контрастировали 1% водным раствором уранилацетата [7]. Изображения 
получали с помощью электронного микроскопа «Zeiss Libra 120» с ускоряющим на-
пряжением 120 кВ.

Фаготипирование (выбор изолятов для создания фагового препарата). В работе ис-
пользовали чистые культуры штаммов возбудителя сосудистого бактериоза различного ге-
ографического происхождения из коллекции лаборатории защиты растении РГАУ-МСХА 
им. К.А. Тимирязева, выделенные из капустных культур в разные годы (табл. 1).

Все тестируемые штаммы были патогенными на капусте. Перед тестировани-
ем бактерий выращивали на среде YDC в течение 48 часов при 280С.

Тестирование патогенности изолятов бактериофагов по отношению к штам-
мам Xcc проводили капельным методом (рис. 1). Для сравнения использовали 4 изо-
лята бактериофагов (DB1, Tir 2, R3–1, B1), выделенные в 2014 году [12].

Рис. 1. Тестирование патогенности изолятов бактериофагов 
по отношению к штаммам Xcc Bul (A) и Sm1(B) капельным методом

Биологическая эффективность фагового препарата. Для оценки биологи-
ческой эффективности экспериментального фагового препарата проводили предпо-
севную обработку семян капусты сорта Московская поздняя 15 (Brassica oleracea) 
с естественной зараженностью сосудистым бактериозом (25,6%). Рабочая концен-
трация суспензии бактериофагов составляла 107 БОЕ/мл по каждому изоляту. В каче-
стве эталона использовали Гамаир, КС (Bacillus subtilis M-22, 2×1010 кл/мл). Контро-
лем служили зараженные семена без обработки.

Для определения зараженности семена проращивали на влажной фильтро-
вальной бумаге в чашке Петри. В каждом варианте анализировали 3 повторности 
по 50 семян в каждой. Чашки выдерживали на свету при температуре 23–250С. Через 
7 дней после посева количество зараженных сосудистым бактериозом проростков 
учитывали путем визуального осмотра семядольных листочков. В сомнительных 
случаях пользовались бинокулярной лупой.

Статистическую обработку экспериментальных данных проводили методом 
дисперсионного анализа со сравнением средних по критерию Дункана с помощью 
пакета STATISTICA 12.0 и с использованием программы Microsoft Excel 2010. Дан-
ные выраженные в процентах предварительно преобразовывали в арксинусы.

Результаты и обсуждение

Из образцов почвы с использованием 11 штаммов-мишеней Xcc был выделен 
21 изолят бактериофагов, список которых представлен в таблице 2. Результаты электрон-
номикроскопического исследования морфологии фагов также представлены в таблице 2.
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Таблица 2
Морфологические характеристики и систематическое положение изолятов 

бактериофагов

Кла-
стер 

Изоляты 
бактериофагов

Штаммы 
хозяина (Xcc)

Размер, нм

Семейство
длина хвоста ширина

хвоста 
диаметр 
головки

3 BT 1

Bul

127,6 ± 4,7 0,35 ± 0,01 53,1 ± 1,1 Myoviridae

4 BT 2 130,7 ± 2,8 0,36 ± 0,01 58,5 ± 0,9 Myoviridae

3 BT 3 131,0 ± 2,2 0,35 ± 0,01 55,4 ± 1,4 Myoviridae

1 B10

Bes 1

127,8 ± 0,7 0,37 ± 0,01 56,4 ± 0,9 Myoviridae

3 B11 133,9 ± 2,0 0,33 ± 0,02 57,5 ± 0,5 Myoviridae

3 B15 127,8 ± 2,5 0,35 ± 0,01 57,5 ± 0,8 Myoviridae

2 K 1

Kas

132,8 ± 1,1 0,36 ± 0,01 55,2 ± 0,5 Myoviridae

3 K 2 128,9 ± 2,5 0,33 ± 0,01 55,4 ± 1,5 Myoviridae

3 K 3 124,9 ± 3,2 0,34 ± 0,01 54,6 ± 0,9 Myoviridae

4 SM 10

SM 1

157,6 ± 4,8 0,15 ± 0,01 53,1 ± 2,8 Siphoviridae

4 Ph 30–1 167,3 ± 4,0 0,18 ± 0,01 53,7 ± 1,4 Siphoviridae

5 BT2*SM1 160,6 ± 4,3 0,16 ± 0,01 52,8 ± 0,4 Siphoviridae

1 BS25 
Bes 2

129,1 ± 2,1 0,36 ± 0,01 55,9 ± 0,5 Myoviridae

2 BS30 131,8 ± 1,4 0,33 ± 0,01 53,8 ± 1,1 Myoviridae

2 D10 Dmo 1–1 133,6 ± 0,9 0,34 ± 0,01 60,6 ± 1,6 Myoviridae

1 D20 Dmo 2–2 129,3 ± 2,5 0,38 ± 0,03 57,9 ± 1,0 Myoviridae

5 Ph 11 Dmo 1–2 137,8 ± 1,6 0,34 ± 0,01 53,2 ± 1,0 Myoviridae

5 Ph 20 Dmo 1–3 136,2 ± 2,0 0,35 ± 0,02 54,1 ± 1,1 Myoviridae

3 Ph 30 Dmo 2–1 133,9 ± 1,2 0,36 ± 0,01 53,3 ± 1,1 Myoviridae

2 Ph 40
Dmo 3

132,0 ± 1,2 0,36 ± 0,01 55,1 ± 1,2 Myoviridae

3 Ph 44 130,8 ± 4,8 0,30 ± 0,01 53,7 ± 1,3 Myoviridae

Установлено, что из 21 изолятов бактериофагов 3 изолята принадлежали к се-
мейству Siphoviridae (рис. 2А, С), остальные 18 образцов принадлежали к семейству 
Myoviridae (рис 2B, D).
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Рис. 2.Электронномикроскопическая морфология изолятов бактериофагов: 
А – Siphoviridae, SM 10; B – Myoviridae, K 2; С – Siphoviridae, Ph 30–1; D – Myoviridae, BS25

Необходимо учитывать , что бактериофаги обладают не только видоспеци-
фичностью, но и специфичностью к отдельным штаммам хозяина, поэтому изоляты 
фагов, отобранные для практических целей, должны обеспечивать защиту от широ-
кого круга штаммов патогенов растений. Это достигается созданием консорциума 
или коктейля фагов, в совокупности обеспечивающих защиту от большинства штам-
мов фитопатогена, распространенных в конкретных условиях. Для поиска кандида-
тов для создания фагового коктейля нами было проведено фаготипирование обшир-
ной коллекции штаммов возбудителя сосудистого бактериоза капусты.

Результаты испытания специфичности 25 изолятов бактериофагов к 73 штам-
мам фитопатогена представлены в таблице 3. Всего были выделены 22 типа реакции, 
каждый тип был представлен набором, содержащим от 1 до 29 штаммов патогена. 
Специфичность бактериофагов к штаммам хозяина варьировала в широких пределах 
(от 5,5% до 76,7% от общего числа тестированных штаммов Xcc), или от 18 до 73% 
типов реакции (таблица 3).

Для сравнения реакции изолятов бактериофага и штаммов патогенов использо-
вали процентное различие (percent disagreement) и метод попарного внутригруппового 
невзвешенного среднего (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean, UPGMA) 
[11]. Первичные данные были проанализированы кластерным анализом при помощи 
программы STATISTICA 12.0 (StatSoft, USA) [10]. Результаты кластерного анализа 
представлены на рисунке 3 и 4. Изоляты бактериофагов были сгруппированы в 5 кла-
стеров. Кластер 1 включал 4 изолята (B10, D20, BS25, DB1*), Кластер 2–7 изолятов 
(K1, BS30, D10, Ph40, Tir2*, B1*, R3–1*), в который вошли также 3 типовых изолята, 
выделенные в 2014 году (отмечены*). В Кластер 3 (n = 8) вошли изоляты B11, B15, 
K2, K3, BT1, BT3, Ph30, Ph44, в Кластер 4 (n = 3) – BT2, SM10, Ph30–1, в Кластер 5 
(n = 3) – изоляты Ph11, Ph20, BT2*SM1. Различия между Кластерами 1+2+3 и 4+5 были 
наиболее значимыми, в первую группу вошли 17 изолятов со средней специфичностью 
66,6%, а во вторую – 6 штаммов со средней специфичностью 42,5%.
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Рис. 3. Дендрограмма по результатам кластерного анализа реакции 
25 бактериофагов с 73 штаммами Xanthomonas campestris pv. campestris. 
Оценка различий между бактериофагами по простому сходству реакции 

(процентное расхождение), метод кластеризации – UPGMA [11]. 
Анализ проводили при помощи программы STATISTICA 12.0 [10]

Все три выделенные изолята семейства Siphoviridae вошли в 4 и 5 Кластеры и име-
ли среднюю специфичность 25,7% (табл. 2). Все они были выделены с использованием 
нетипичного штамма SM1 (выделен в 2016 г. в Московской области, в Дмитровском 
районе из белокочанной капусты). Генотипирование штамма SM1 методом мультило-
кусного секвенирования (MLST) показало, что он относился к группе Хсс, доминиро-
вавшей в РФ до 2012 г. (данные не показаны). Кластерный анализ реакции штаммов Хсс 
показал, что имеющиеся 22 типа реакций бактерий были также группированы в 5 Кла-
стеров. Первый кластер включал 13 типов реакции с 49 штаммами (67% от общего 
числа штаммов, поражались 84% изолятов бактериофагов), Кластер 4–6 типов реакции 
с 21 штаммом (28% штаммов, поражались 9,3% изолятов бактериофагов), а Кластеры 2, 
3 и 5 включали по одному типу реакции с единственными представительными штамма-
ми. Штаммы Кластеров 2, 3 и 5 поражались от 28 до 76% изолятов фагов.

Исходя из этих данных, нами предложено создать фаговый коктейль из изоля-
тов BT 2, SM 10, Ph 30–1, Ph 44, DB1, Tir 2, которые в совокупности способны инфи-
цировать 88% штаммов представительной коллекции Хсс. Выбранные изоляты были 
специфичны для всех типов взаимодействия со штаммами, кроме группы 7 (DВ-1, 
DВ-3, ХУ 1–2, ХУ 2–2, 04–29-B1, ex528, 277NZ, SM17, SM35), к которой не было 
найдено ни одного вирулентного фага.

Нами проведено тестирование эффективности защитного действия предло-
женного коктейля фагов по отношению к естественной семенной инфекции капусты. 
Предварительно при фитоэкспертизе нескольких партий семян капусты белокочан-
ной была выделен образец семян сорта Московская поздняя 15 с высоким уровнем 
зараженности.
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Рис. 4. Дендрограмма по результатам кластерного анализа реакции 
73 штаммов Xanthomonas campestris pv. campestris с 25 бактериофагами. 

Оценка различий между штаммами по простому сходству реакции 
(процентное расхождение), метод кластеризации – UPGMA [11]. 

Анализ проводили при помощи программы STATISTICA 12.0 [10]

Обработка семян коктейлем бактериофагов привела к снижению зараженности 
семян с 25,6% в контроле до 2,4% (рис. 5). Биологическая эффективность обработки 
бактериофагами составила 90,6% и была на уровне эталона (Гамаир, КС, 2%) – 89,3%.

Рис. 5. Влияние фагового коктейля на лабораторную всхожесть семян 
и зараженность сосудистым бактериозом проростков капусты 

сорта Московская поздняя 15
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Выводы (заключение)

1. Из образцов почвы с капустного поля с использованием 11 штаммов-мише-
ней Xcc был выделен 21 изолят бактериофагов.

2. Электронномикроскопическое исследование морфологии бактериофагов по-
зволило отнести 3 изолята к семейству Siphoviridae, а остальные 18 образцов – к се-
мейству Myoviridae.

3. По результатам фаготипирования 73 штаммов фитопатогена по отношению 
к 25 изолятам бактериофагов предложено создать фаговый коктейль из изолятов BT 
2, SM 10, Ph 30–1, Ph 44, DB1, Tir 2, которые в совокупности способны инфицировать 
88% штаммов представительной коллекции Хсс.

4. Обработка семян капусты с высокой естественной зараженностью патоге-
ном коктейлем бактериофагов привела к значительному снижению зараженности 
проростков сосудистым бактериозом, биологическая эффективность этого приема 
составила 90,6%.
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ISOLATION OF BACTERIOPHAGES SPECIFIC 
FOR XANTHOMONAS CAMPESTRIS PV. CAMPESTRIS 

AND BIOCONTROL OF BLACK ROT DISEASE OF CABBAGE

A.T. ORYNBAYEV1, A.P. KABANOVA2, YE.A. OBRAZTSOVA2, 
A.N. IGNATOV3,4, K.A. MIROSHNIKOV2, F.S. DZHALILOV1

(1 Russian State Agrarian University – Moscow Timiryazev Agricultural Academy; 
2 Shemyakin-Ovchinnikov Institute of Bioorganic Chemistry, Russian Academy of Sciences; 

3 LLC “Research Center “PhytoEngineering”; 
4 Russian University of People’s Friendship)

Twenty-one isolates of bacteriophages specific to eleven target strains of Xanthomonas 
campestris pv. campestris were isolated from soil samples collected under black rot-infected 
cabbage plants. An electron microscopic study of bacteriophage morphology allowed to clas-
sify 3 isolates as members of the Siphoviridae family, and the remaining eighteen isolates as 
those representing the Myoviridae family. After the analysis of phagotyping for seventy-three 
phytopathogen strains against newly isolated isolates and four collection strains of bacterio-
phages, it was proposed to construct a phage cocktail including isolates BT2, SM10, Ph30–1, 
Ph44, DB1 and Tir2, with combined infectivity of 88% strains of the X. campestris pv. camp-
estris collection, representative for the Russian population of the pathogen. Treatment of cab-
bage seeds of cv. “Moscow late 15” with 25.6% seeds naturally contaminated with the patho-
gen with the cocktail of 5 bacteriophages resulted in a significant decrease of the black rot 
infection of seedlings. The estimated biological efficacy of the bacteriophage cocktail reached 
90.6%.

Key words: black rot, bacteriophages, phage cocktail, Xanthomonas campestris pv. 
campestris
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