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Температурная зависимость активности нового 
бактериофага в отношении возбудителя 
сосудистого бактериоза капусты Xanthomonas 
campestris pv. campestris
РЕЗЮМЕ
Сосудистый бактериоз капусты, вызываемый грамотрицательной бактерией Xantho-
monas campestris pv. campestris (Xcc), остается значительной угрозой для выращи-
вания капустных, особенно в условиях ужесточения ограничений на применение хи-
мических средств защиты растений. В работе представлены результаты характери-
стики нового бактериофага Murka, активного против 64,3% исследованных штам-
мов возбудителя, включая циркулирующие в Центральной Европе и России. Модель-
ные эксперименты в мультиканальном биореакторе позволили определить темпера-
турную зависимость взаимодействия фага и бактерии в диапазоне 15–45 °C. Установ-
лено, что наибольшая литическая активность и накопление фаговых частиц достига-
ются при температуре культивирования 20–30 °C. Это указывает на перспективность 
применения фага Murka в различных климатических зонах. Фаг проявил устойчивость 
к хлороформу, стабильность в диапазоне pH 6–10 и утрату активности при темпера-
турах выше 50 °C. Морфологически Murka относится к роду Mioviruses, генетически —  
к роду Foxunavirus. Геном фага длиной 43 277 п. о. содержит 83 ORF-гена, из которых 41 
с предполагаемой функцией, а 42 — гипотетические белки. Дополнительные испытания 
показали, что даже при температурных колебаниях фаг способен эффективно контроли-
ровать рост бактерии. Особое внимание уделено возможности использования фага на 
ранних этапах вегетации растений, например при предпосевной обработке семян, ког-
да условия способствуют максимальной стабильности и эффективности фаготерапии.  
В дальнейшем планируется проведение in planta испытаний в условиях открытого грун-
та, что позволит определить оптимальные регламенты применения и интеграцию приме-
нения фага в комплексную систему защиты капусты от сосудистого бактериоза.

Ключевые слова:  Xanthomonas campestris pv. campestris, бактериофаг, сосудистый 
бактериоз, капуста, биоконтроль, температура, Foxunavirus
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Temperature dependence of the activity of a new 
bacteriophage against the causative agent  
of black rot of cabbage Xanthomonas campestris  
pv. campestris
ABSTRACT
Vascular bacteriosis of cabbage caused by the Gram-negative bacterium Xanthomonas 
campestris pv. campestris remains a significant threat to cabbage cultivation, especially in 
the context of stricter restrictions on the use of chemical plant protection products. The paper 
presents the results of characterization of the new Murka bacteriophage, which is active 
against 64.3% of the studied strains of the pathogen, including those circulating in Central 
Europe and Russia. Model experiments in a multi-channel bioreactor allowed us to determine 
the temperature dependence of the phage-bacterium interaction in the range of 15–45 °C. It 
was found that the greatest lytic activity and accumulation of phage particles are achieved at 
a culture temperature of 20–30 °C. This indicates the promising use of the Murka phage in 
various climatic zones. The phage showed resistance to chloroform, stability in the pH range 
of 6–10, and loss of activity at temperatures above 50 °C. Morphologically, Murka belongs 
to the genus Mioviruses, genetically to the genus Foxunavirus. The 43,277 bp long phage 
genome contains 83 ORF genes, of which 41 have a proposed function, and 42 are hypothetical 
proteins. Additional tests have shown that even with temperature fluctuations, the phage is able 
to effectively control bacterial growth. Special attention is paid to the possibility of using phage 
in the early stages of plant vegetation, for example, during pre-sowing seed treatment, when 
conditions contribute to maximum stability and effectiveness of phage therapy. In the future, 
it is planned to conduct in-planta tests in open ground conditions, which will determine the 
optimal regulations for the use and integration of phage use into a comprehensive cabbage 
protection system against vascular bacteriosis.
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Введение/Introduction
Сосудистый бактериоз капусты, вызываемый 

бактерией Xanthomonas campestris pv. campestris 
(далее — Xcc), является одним из наиболее эко-
номически значимых заболеваний капустных 
культур в мире, особенно в регионах с теплым и 
влажным климатом [1]. Патоген поражает сосуди-
стую систему растения, вызывая хлороз, увяда-
ние и гибель надземных органов, что значительно 
снижает урожайность и товарные качества про-
дукции [2]. Проблема усугубляется локализацией 
патогена внутри тканей растения, высокой устой-
чивостью патогена к ряду химических средств за-
щиты растений, а также отсутствием универсаль-
ных сортов с устойчивостью к различным расам 
Xcc. В последние годы интерес к биологическим 
методам защиты растений значительно возрос, 
что связано как с ужесточением норм по приме-
нению пестицидов, так и с ростом резистентности 
возбудителей к традиционным средствам защиты 
растений [3].

В условиях усиливающихся ограничений на ис-
пользование пестицидов в растениеводстве осо-
бую актуальность приобретают экологически 
безопасные методы борьбы с бактериальными бо-
лезнями, такие как использование бактериофа-
гов — вирусов, избирательно поражающих бакте-
риальные клетки [4]. Применение бактериофагов 
как элемента интегрированной системы защи-
ты растений рассматривается как перспективный 
подход, однако остается недостаточно изученным.

Несмотря на ряд успешных примеров использо-
вания фагов в защите сои [5], картофеля и других 
культур, количество работ, посвященных именно 
фагам возбудителя сосудистого бактериоза капу-
сты, ограничено. Holtappels et al. (2022) охаракте-
ризовали новые Xcc-фаги — FoX2 и FoX6, указав 
на их потенциал как агентов биоконтроля патоге-
на [6]. Weiss et al. (1994) описали фаг XTP1, одна-
ко, кроме характеристики биологических особен-
ностей, дальнейшего анализа не проводили [7]. 
Большинство опубликованных данных носят фун-
даментальный характер и не учитывают таких кри-
тически важных факторов, как температурные ко-
лебания в условиях открытого грунта и их влияние 
на взаимодействие в системе «фаг — бактерия».

Фаги обладают высокой специфичностью к ми-
кробной клетке и, проходя репродукцию в ней, не 
влияют на растения и окружающую среду [5]. Тем 
не менее эффективность фаготерапии в полевых 
условиях зависит от множества факторов, среди 
которых ключевыми являются температура, влаж-
ность, УФ-излучение и pH окружающей среды. 
В отличие от медицинских и ветеринарных объек-
тов, где температура организма-хозяина стабиль-
на, применение фагов в растениеводстве тре-
бует учета широких температурных колебаний, 
особенно при выращивании растений в открытом 
грунте [8].

Температура оказывает прямое влияние на 
скорость роста бактерий, активность фагов и 

эффективность лизиса [4]. С другой стороны, 
температурный диапазон в агроценозах варьиру-
ет от 10 до 50 °C, и биопрепараты, предназначен-
ные для полевых условий, должны демонстриро-
вать устойчивость к таким колебаниям. В связи с 
этим возникает необходимость в исследовании 
температурной зависимости кинетики фаг-бакте-
риального взаимодействия с целью оптимизации 
условий применения бактериофагов.

Цель работы — изучение влияния температуры 
на активность нового Xcc-фага Murka.

Материалы и методы исследования / 
Materials and methods
Штаммы бактерий. Штаммы Xcc были выде-

лены из растений семейства капустных (цвет-
ная и белокочанная капуста из России, Молдовы, 
Украи ны, Беларуси и Нидерландов) и пастушьей 
сумки (из Японии) с визуальными признаками со-
судистого бактериоза в 1957–2017 гг. сотрудника-
ми Российского государственного аграрного уни-
верситета — МСХА им. К.А. Тимирязева (г. Москва, 
Россия) и Российского университета дружбы на-
родов им. Патриса Лумумбы (г. Москва, Россия) 
или получены из международных микробиологи-
ческих коллекций.

Поверхность стеблей и побегов дезинфициро-
вали этанолом, некротизированные сосуды выре-
зали, измельчали в стерильной воде, гомогени-
зировали и распределяли по поверхности чашек 
со средой YDC (г/л: дрожжевой экстракт — 10,0, 
карбонат кальция (CaCO

3
) — 20,0, агар — 15,0, 

безводная глюкоза — 20,0) [9]. Чашки Петри ин-
кубировали при 26 °C в течение 48 ч. Собирали 
слизистые колонии с желтой пигментацией, ти-
пичные для Хсс, и проводили 3-кратную рекульти-
вацию для получения чистой культуры. 

Для первичной характеристики штаммов был 
проведен тест на гидролиз крахмала в соответ-
ствии с Lee et al. (2020) с изменениями [10]. Бак-
териальные изоляты наносили штрихом на чашки 
Петри с агаром, содержащим 0,2% растворимо-
го крахмала, и инкубировали при 30 °C до нача-
ла интенсивного роста. Затем чашки заполняли 
раствором Люголя (йод — 1 г, калий — 1 г, йодид 
калия — 2 г, дистиллированная вода — 100 мл), и 
прозрачные зоны, свидетельствующие о гидроли-
зе крахмала вокруг колоний, были идентифициро-
ваны как положительная реакция. Штамм 528T из 
Национальной коллекции фитопатогенных бакте-
рий (NCPPB, Йорк, Великобритания) использова-
ли в качестве эталонного штамма. Бактериальные 
культуры хранили в 15%-ном глицерине при тем-
пературе -72 °C для последующих тестов.

Тест на патогенность проводили в соответствии 
с Hakalova et al. (2018) с изменениями [11]. Расте-
ния цветной капусты сорта Гарантия (восприимчи-
вый стандарт) выращивали в зимней остекленной 
теплице при температуре 28/22 °C (14 ч днем /  
10 ч ночью), естественной инсоляции и поливали 
по мере необходимости. Растения выращивали на 
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торфоперлитовом субстрате («Велторф», Россия) 
в пластиковых лотках на 40 ячеек (объем ячейки 
0,12 л, «Агрофлорапак», Россия) до фазы 3–4 на-
стоящих листьев. Инокуляцию проводили путем 
прокалывания жилки листа иглой до этого погру-
женной в бактериальную суспензию в воде с кон-
центрацией 109 КОЕ /мл.

Суспензии готовили из колоний штаммов, выра-
щенных на среде Кинга Б при 26 °C в течение 48 ч 
путем суспендирования в стерильной воде, дово-
дили до оптимальной концентрации, измеряя опти-
ческую плотность при 600 нм с помощью спектро-
фотометра NanoDrop One (Thermo Fisher Scientific, 
США). В качестве положительного контроля ис-
пользовали суспензию штамма NCPPB 528T,  
а в качестве отрицательного контроля — стериль-
ную воду. Каждым штаммом инокулировали по три 
растения. Регистрацию симптомов проводили на 
12-й день после инокуляции. В дальнейшей работе 
использовали штаммы, которые вызывали типич-
ные симптомы сосудистого бактериоза.

ДНК выделяли из двухдневных культур с ис-
пользованием набора для выделения ДНК «Фи-
тосорб» («Синтол», г. Москва, Россия) в соответ-
ствии с протоколом производителя. Реакцион-
ная смесь содержала 5 мкл 5 × Master-mix (5 ×  
× MasDDTaqMIX-2025, «Диалат», Россия), 10 пМ 
каждого праймера, 5 нг ДНК и воду без ДНК до 
объема 25 мкл. ПЦР-амплификацию проводи-
ли в термоциклере T100 (Bio-Rad, США). Для ам-
плификации гена 16S рРНК использовали прай-
меры rD1 и fD1, описанные в работе Yinur et al. 
(2020) [12] с добавлением двух нуклеотидов к 
прямому праймеру для увеличения температуры 
отжига. Ампликоны (размером около 1500 п. о.) 
были разделены с помощью электрофореза в 
1,5%-ном агарозе в присутствии бромистого эти-
дия в 0,5 × TBE и проанализированы с использо-
ванием Gel Doc XR+ (BioRad, США). Продукты ПЦР 
были выделены и очищены с использованием на-
бора ColGen («Синтол», Россия) в соответствии с 
рекомендациями производителя. Секвенирова-
ние очищенных фрагментов ПЦР проводили на 
автоматическом секвенаторе DNA Analyzer 3730 
с набором BigDye Terminator v3.1 (Thermo Fisher 
Scientific, США).

Выделение и характеристика фага Murka. Бак-
териофаг Xcc Murka был выделен из образца поч-
вы, взятого на поле, где в 2012 году произошла 
массовая вспышка сосудистого бактериоза ка-
пусты, недалеко от Тирасполя (Приднестровье, 
Молдова). Фаг размножали с использованием 
штамма Xcc Tr1 при 26 °C в соответствии с ранее 
опубликованным протоколом [3]. Лизат обраба-
тывали хлороформом, а осадок концентрирова-
ли центрифугированием при 8000× g в течение 
20 мин с последующей фильтрацией надосадоч-
ной жидкости через мембранные фильтры с раз-
мером пор 0,22 мкм (Millex-GV, Millipore, Cork, 
Ирландия) и впоследствии добавляли ДНКазу I 
(0,5  мг/мл, 1 ч; «Евроген», Россия) [13]. 

Фильтраты фагов концентрировали ультрацен-
трифугированием при 100 000× g при 4 °C в тече-
ние 2 ч с использованием ротора Beckman SW28 
(Beckman Coulter, США). Очистку фагов прово-
дили ультрацентрифугированием в ступенчатом 
градиенте CsCl (0,5–1,7 г/мл) при 22000 × g в те-
чение 2 ч. Фагосодержащую опалесцирующую по-
лосу собирали и подвергали диализу с использо-
ванием буфера SM (10 мМ Трис-HCl, рН 7,5, 10 мМ 
MgSO

4
, 100 мМ NaCl). Суспензию фага хранили 

при температуре 4 °C.
Для оценки диапазона хозяев среди циркулирую-

щих штаммов Xcc была проведена проверка на 
фаговую инфекционность в отношении 14 штам-
мов. Набор штаммов включал один эталонный 
штамм из коллекции NCPPB и 13 полевых изоля-
тов. Для анализа 5 мкл суспензии фага с титром 
107 БОЕ (бляшкообразующих единиц) / мл вно-
сили на двухслойный агар Кинга Б, содержащий 
бактериальный штамм, и инкубировали в течение 
ночи при 26 °С. Наличие литической активности 
определяли по образованию зон лизиса культуры. 
Для исключения ложноположительных результа-
тов для образцов с положительной реакцией было 
проведено титрование фагов.

Оценка влияния температуры культивирова-
ния на кинетику взаимодействия фага и бактерии. 
Рост бактерий в присутствии или в отсутствие фага 
при различных температурах проводили в услови-
ях персонального мультиканального биореакто-
ра Biosan RTS-8 (Biosan, Латвия), согласно [14], 
с модификациями. Для этого 15 мл стерильной 
жидкой среды Кинга Б и 100 мкл ночной культу-
ральной суспензии штамма Tr1 (2,5 × 109 КОЕ/мл; 
OD

600  
≈ 0,21) асептически переносили в пробир-

ки для культивирования. Затем в пробирки для 
культивирования добавляли (не добавляли) по 
100 мкл суспензии фагов (1,2 × 106 БОЕ/мл при 
MOI = 0,001). Это позволило провести параллель-
ные измерения в пробирках, обе из которых со-
держали бактерию, а одна — дополнительно фаг, 
тем самым смоделировав ситуацию, в которой 
суспензия фага попала на бактерии в растении. 
Пробирки помещали в биореактор и культивиро-
вали при температурах 15 °C, 20 °C, 25 °C, 30 °C, 
35 °C, 40 °C или 45 °C при 1300 об/мин в обратном 
вращении каждые 3 сек в течение 48 ч, OD

600 
опре-

деляли автоматически каждые 6,5 мин. После от-
бора образцы очищали с помощью хлороформа и 
титровали на верхнем агаре с штаммом Tr1 мето-
дом серийных разведений. Эксперимент прово-
дили в двух повторностях (по две пробирки для 
культивирования на вариант).

Кривые роста были построены и использо-
ваны для расчета площади под кривыми роста 
(AUGC-Area under growth curve) с использова-
нием GraphPad Prism 9.2.0 (GraphPad Software 
Inc., США) согласно [15]. Скорость роста опти-
ческой плотности бактерий определяли путем 
вычисления отношения OD в конечной точке к 
OD в начальной точке логарифмической фазы и 
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деления на продолжительность логарифмиче-
ской фазы [16].

Статистический анализ. Статистическую обра-
ботку данных проводили с использованием мето-
да дисперсионного анализа в программе Statistica 
12.0 (StatSoft, США), сравнивая средние значения 
по критерию Дункана. Графики строили с помо-
щью GraphPad Prism 9.2.0 (GraphPad Software Inc., 
США).

Результаты и обсуждение / 
Results and discussion
Штаммы бактерий. Штаммы бактерий были 

охарактеризованы авторами ранее в работе [17], 
и их основные характеристики представлены в 
таблице 1. Референтный штамм Xcc NCPPB 528T 
использовали в качестве эталона для сравнения с 
местными изолятами Xcc во всех экспериментах.

Все отобранные штаммы были: (i) высоковиру-
лентными в отношении восприимчивых растений 
при искусственной инокуляции; (ii) идентичными 
штамму Xcc NCPPB 528T по морфологии колоний 
на питательной среде YDC; (iii) положительными в 
тесте на гидролиз крахмала, который является ди-
агностическим признаком рода Xanthomonas; (iv) 
имели наиболее схожие (> 95%) последователь-
ности фрагментов гена 16S рРНК с соответствую-
щими последовательностями эталонных штаммов 
Xcc в NCBI GenBank. Аннотированные последова-
тельности гена 16S рРНК штаммов Xcc были депо-
нированы в NCBI GenBank; регистрационные но-
мера приведены в таблице 1.

Характеристика Xcc-фага Murka. Xcc-спец-
ифичный бактериофаг Murka был выделен из 
образца почвы из Молдовы. Активность вы-
деленного фага была протестирована против 
ряда штаммов Xcc, что привело к лизису 9 из 14 

Таблица 1. Cпектр литической активности бактериофага Murka в отношении штаммов X. campestris pv. campestris
Table 1. The spectrum of lytic activity of Murka bacteriophage against X. campestris pv. campestris strains

№ 
штамма

Название 
штамма

Дата 
выделения

Источник (культура
и регион)

№ последовательности 
16S рРНК

в NCBI GenBank

Наличие зоны лизиса
при взаимодействии

с фагом Murka

1 BК-55 10.2017 Белокочанная капуста (Краснодарский край) OR626094 +

2 CК-71 10.2017 Цветная капуста (Краснодарский край) OR626097 +

3 Хсс 1/1 09.2017 Белокочанная капуста (Дмитровский р-н, 
Московская обл.) OR626648 +

4 Bes-1 09.2016 Белокочанная капуста (Дмитровский р-н, 
Московская обл.) OR626092 +

5 Cas 09.2016 Цветная капуста (Дмитровский р-н, 
Московская обл.) OR626095 +

6 Tr1 11.2012 Капуста (Тирасполь, Молдова) OR626099 +

7 DК-1 10.2012 Белокочанная капуста (Серпуховский р-н, 
Московская обл.) OR626096 +

8 Rаm 3-1 10.2012 Белокочанная капуста (Раменский р-н, 
Московская обл.) OR625211 +

9 ХУ 1-2 10.2012 Белокочанная капуста (Украина) OR644606 –

10 Bel-2 10.2006 Белокочанная капуста (Белоруссия) OR626091 –

11 Bun-1 09.2006 Белокочанная капуста (Дмитровский р-н, 
Московская обл.) OR626093 –

12 Xn-13 1997 Capsélla búrsa-pastóris (пастушья сумка) (Aно, 
Япония) OR626098 +

13 306NZ – Нидерланды OR626090 –

14 NCPPB 528T 1957 капуста (Великобритания) – –

протестированных штаммов Xcc (табл. 1). Таким 
образом, фаг лизировал большинство штаммов 
возбудителя, циркулирующих в центре европей-
ской части России, за исключением одного штам-
ма из Московской области. Протестированные 
штаммы из Беларуси, Украины, Нидерландов и 
Великобритании оказались устойчивыми к фагу 
Murka.

Фаг Murka почти полностью адсорбировался 
на клетках штамма-хозяина Xcc Tr1 (92,4%) в те-
чение 13 мин при температуре 26 °C и лизиро-
вал бактерии в течение 100 мин, образуя 97 ± 21 
частицу потомства на инфицированную бактери-
альную клетку. Было обнаружено, что фаг устой-
чив к повышенным концентрациям хлороформа: 
титр незначительно снижался только при 75%-ной 
концентрации в растворе. Ультрафиолетовое об-
лучение (280–315 нм) снижало жизнеспособность 
фага пропорционально времени обработки с пол-
ным уничтожением через 30 мин. Фаг был стаби-
лен в диапазоне рН 6–10 при 26 °C в течение 1 ч, 
но быстро терял жизнеспособность при рН 3–5 и 
11–12. Инфекционная способность фага Murka 
значительно снижалась при температурах выше 
50 °C. В частности, суспензия фага с концентра-
цией 107 БОЕ/мл теряла 50% своей жизнеспособ-
ности при 50 °C в течение 1 ч. Оптимальная тем-
пература длительного хранения фагов составляла 
около 4 °C.

В стандартных условиях размножения бак-
терии–хозяина фаг Murka образует небольшие 
бляшки (Ø1–2 мм) с гладкими границами и непра-
вильной формой. Морфология фага, выявленная 
с помощью просвечивающей электронной микро-
скопии, продемонстрировала внешний вид, ти-
пичный для Mioviruses; капсулы были икосаэдри-
ческими и имели диаметр ~56 нм. Хвост длиной 
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около 108 нм был соединен с головкой через тон-
кую шейку, и никаких выраженных волокон (ши-
пов) в адсорбционном аппарате обнаружено не 
было.

Фаг Xanthomonas Murka (регистрационный  
№ GenBank OR500351) имеет геном в виде двух-
цепочечной ДНК, состоящий из 43 277 пар ос-
нований. Содержание GC в геноме составляет 
59,6% и равномерно распределено по всей дли-
не генома. Среднее содержание GC в 78 штаммах 
Xanthomonas campestris pv. campestris, содержа-
щихся в базе данных NCBI ReSeq, составляет 
65,1%, что заметно выше, чем содержание GC в 
геноме фага. В геноме Murka предсказано 83 гена 
ORF. 41-му белку были присвоены предполагае-
мые функции, а 42 гена были аннотированы как 
кодирующие гипотетические белки. В геноме не 
было обнаружено ни одного гена тРНК.

Генетический анализ с использованием по-
следовательностей фага Murka показал, что 
ближайшими родственниками фага являются 
Foxunaviruses. Поиск выявил родственные фаги, ин-
фицирующие бактерии, отличные от Xanthomonas, 
включая фаг Burkholderia Mica (род Micavirus), 
фаг Achromobacter Mano (род Manovirus), фаг 
Acinetobacter Alexa (не классифицирован), фаг 
Escherichia vB_EcoM-ep3 (род Jilinvirus) и фаг 
Serratia MQ-4. Результаты сравнительного анализа 
геномов показали сходство геномной организации 
между этими фагами, Foxunaviruses и фагом Murka. 
Полная характеристика фага представлена в пре-
дыдущей статье авторов [16].

Влияние температуры культивирования на ки-
нетику взаимодействия фага и бактерии. Спо-
собность фага длительное время существо-
вать в ризосфере или на поверхности растения 
при различных температурах является важным 

технологическим параметром, характеризую-
щим возможное применение фага [18]. Авторами 
было проведено исследование влияния темпера-
туры на кинетику взаимодействия фага с хозяи-
ном в модельных экспериментах в условиях био-
реактора. Во всех вариантах присутствие фага в 
смеси снижало оптическую плотность бактериаль-
ной суспензии при 600 нм, но это различие зави-
село от температуры. Было показано, что темпера-
тура является одним из основных факторов роста 
штамма Tr1. Так, например, самые низкие зна-
чения OD

600
 были получены при культивировании 

при температурах 15 ºС и 45 °C (на пике 2,68 ед. и  
1,1 ед. OD соответственно), в то время как при оп-
тимальных значениях для роста бактерий (30 °C  и 
35 °C) значения OD были самыми высокими и нахо-
дились на пике при 2,68 ед., 11,77 ед. — при тем-
пературе 30 °C, 9,3 ед. — при температуре 35 °C 
(рис. 1).

Анализ площади под кривой (AUGC) показал 
следующие результаты: максимальные значения 
показателя наблюдались при культивировании 
без фага при температуре 30 °C (3055 ед.) и с фа-
гом при температуре 35 °C (648,4 ед.); наимень-
шие значения наблюдались без фага при темпера-
туре 15 °C (466,7 ед.) и с фагом при температуре 
фаг при температуре 15 °C (73,88 ед.) (рис. 2А).

Расчет скорости роста оптической плотности 
бактерий в логарифмической фазе привел к не-
скольким интересным результатам. К примеру, 
максимальные значения показателя наблюдались 
при культивировании без фага при температуре 
20 °C (0,3 ед/ч) и с фагом при температуре 45 °C 
(0,06 ед/ч).; самые низкие значения наблюда-
лись в варианте без фага при температуре 15 °C  
(0,113 ед/ч) и с фагом при температуре 20 °C 
(0,001 ед/ч) (рис. 2Б).

Рис. 1. Влияние температуры на оптическую плотность при культивировании бактерий и фагов при разных температурах. 
Бактерию добавляли отдельно в жидкую среду Кинга Б, добавляли (не добавляли) фаг и культивировали в течение 48 ч при 
температуре 15 °C (A), 20 °C (Б), 25 °C (В), 30 °C (Г), 35 °C (Д), 40 °C (Е) и 45 °C (Ж) 
в биореакторе, регистрируя оптическую плотность (OD600). Все тесты повторяли 
дважды. Для каждой точки показано стандартное отклонение
Fig. 1. The effect of temperature on optical density when cultivating bacteria and 
the phage at different temperatures. The bacterium was added separately to the 
King’s B liquid medium, and the phage was added/not added and cultivated for 48 h 
at a temperature of 15 °C (A), 20 °C (B), 25 °C (C), 30 °C (D), 35 °C (E), 40 °C (F) 
and 45 °C (G) in a bioreactor, recording optical density (OD600). All tests were repeated 
twice. The standard deviation (sd) is shown for each point
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Температура влияла на накопление вирусных 
частиц в растворе с течением времени. Экспе-
рименты показали, что самые высокие значения 
титра фага наблюдались при температурах куль-
тивирования 20 °C, 25 °C и 30 °C. При других тем-
пературах конечный титр фага резко снижался 
по сравнению с 20 °C, на 91,7% — при 15°C, на 
99,9% — при 45 °C (рис. 3). Таким образом, было 
показано, что для фага Murka оптимальные тем-
пературы для размножения находятся в диапазо-
не 20–30 °C.

Обсуждение. Сосудистый бактериоз капусты, 
вызываемый Xcc, является одним из наиболее из-
вестных бактериальных заболеваний растений, 
приводящим к потере урожая и качества капуст-
ных культур. В настоящее время борьба с болез-
нью носит комплексный характер [1]. Следуя тен-
денции к сокращению использования пестицидов 
при производстве растениеводческой продукции 
и необходимости повышения качества продукции, 
актуальная задача состоит в разработке и внедре-
нии новых методов защиты растений. Недавно 
были предложены альтернативные методы борь-
бы с Xcc, включающие использование индукторов 
устойчивости совместно с бактериями-антагони-
стами, растительными пестицидами и РНК-интер-
ференцией [19].
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Рис. 2. Влияние температуры культивирования на площадь 
под кривой роста (А) и скорость роста в логарифмической 
фазе (Б). Красные области указывают варианты без добав-
ления фага в раствор, а зеленые — на присутствие фага в 
растворе для культивирования. Разные буквы указывают на 
существенные различия в показателях, согласно тесту Дун-
кана, при p = 0,05. Все тесты были повторены дважды. Для 
каждой точки указано стандартное отклонение
Fig. 2. Effect of cultivation temperature on the area under the 
growth curve (A) and growth rate in the logarithmic phase (B). 
The red areas indicate variants without adding the phage to 
the solution, and the green areas indicate the presence of the 
phage in the culture solution. Different letters indicate significant 
differences in values, according to Duncan’s test, at p = 0.05. 
All tests were re-peated twice. The standard deviation (sd) is 
shown for each point
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Рис. 3. Влияние температуры культивирования на конечный 
титр Xcc-фага Murka. Бактерии и фаги добавляли в жидкую 
среду Кинга Б при MOI = 0,001 и культивировали в течение 
48 ч при температуре 15 °C, 20 °C, 25 °C, 30 °C, 35 °C, 40 °C 
и 45 °C в биореакторе; отбирали аликвоту и титровали фаг 
на верхнем агаре с штаммом Tr1. Разные буквы указывают 
на значительную разницу в показателях, согласно тесту 
Дункана, при p = 0,05. Все тесты были повторены дважды. 
Для каждого столбца указано стандартное отклонение
Fig. 3. Effect of cultivation temperature on the final titer of 
Xcc phage Murka. Bacteria and phage were added to the 
King’s B liquid medium at MOI = 0.001 and cultivated for 48 h 
at temperatures of 15 °C, 20 °C, 25 °C, 30 °C, 35 °C, 40 °C 
and 45 °C in a bioreactor; an aliquot was taken and the phage 
was titrated on top of agar with Tr1. Different letters indicate a 
significant difference in values, according to Duncan’s test, at 
p = 0.05. All tests were repeated twice. The standard deviation 
(sd) is shown for each bar

Отличительной особенностью выращивания 
овощных культур в открытом грунте является ши-
рокий диапазон сезонных и суточных колебаний 
температуры воздуха и почвы. Для возбудителей 
болезней человека и сельскохозяйственных жи-
вотных влияние температуры на эффективность 
обработки фагами нивелируется стабильной тем-
пературой тела, в то время как для растений эта 
температура подвержена резким сезонным и су-
точным изменениям.

В связи с этим одной из целей исследования 
была оценка кинетических параметров системы 
«фаг — бактерия» путем моделирования ее в био-
реакторе. Для этого температуру выращивания 
варьировали от 15 до 45 °C, что соответствовало 
обычному температурному спектру в период ве-
гетации капусты в открытом грунте в большинстве 
климатических зон.

Было установлено, что температура оказыва-
ет сильное влияние на накопление бактериальной 
биомассы, причем оптическая плотность была са-
мой высокой при температуре 30 °C.

С другой стороны, из ранее опубликованных 
работ следует, что оптимальная температура для 
культивирования Xcc составляет 25–27 °C [20]. 
Тот факт, что штаммы Xcc различаются по опти-
мальной температуре роста, коррелирует с ва-
риабельностью кластера генов, контролирующих 
липополисахаридный комплекс [2]. Модельный 
штамм Tr1, используемый в данной работе, отно-
сится к серотипу 1 (с LPS, сходным со штамма-
ми B100/3811/PHW231), поэтому, оптимальная 
температура для роста этого штамма выше, чем 
для штамма типа Xcc NCPPB 528T и аналогичных 
штаммов.
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Температура влияла на накопление фаговых 
вирионов. Оптимальная температура для увели-
чения концентрации вируса находилась в диа-
пазоне от 20 до 30 °C, в то время как при дру-
гих температурах концентрация вирусных частиц 
снижалась до 99% (например, при температу-
ре 45 °C). Таким образом, ингибирование фагом 
роста бактерий менее эффективно при высоких 
температурах из-за более низкой скорости раз-
вития фагов. Это указывает на отсутствие специ-
ального механизма термозависимой устойчи-
вости фагов к Xcc. С другой стороны, широкий 
диапазон температур (20–30 °C), при котором 
Murka способна эффективно уничтожать бакте-
рии, косвенно указывает на то, что ее можно ис-
пользовать в различных климатических зонах, 
что является ценным свойством для перспектив-
ного биологического средства для борьбы с со-
судистым бактериозом капусты.

Предпочтительным способом обработки рас-
тений капусты фагом является обработка семян 
перед посевом, поскольку (1) молодые всходы 
наиболее восприимчивы к бактерии; (2) во вре-
мя прорастания семена интенсивно увеличива-
ют площадь поверхности как корней, так и стеб-
ля. Полагаем, что фаг предотвратит колонизацию 
бактериями поверхности растения и их попадание 
в сосудистую систему из почвы; (3) при посеве се-
мян капусты в поле или теплице температура поч-
вы довольно низкая, и фаг находится в стабильных 
условиях. Эти моменты будут рассмотрены в бу-
дущих экспериментах.

Считается, что из-за длительной совместной 
эволюции бактерии-хозяина и фага оптимальная 
температура (как для метаболизма бактерии- 
хозяина, так и для процессов заражения фа-
гом) стала близка. Однако данная работа и ряд 
других публикаций показывают, что температу-
ры культивирования, отличные от оптимальных 
для бактерии-хозяина, могут повысить продук-
тивность вируса. Например, для низкотемпе-
ратурного (LT) типа фага Aeromonas hydrophila 
известно, что субоптимальная (более низкая) 
температура для бактерии может влиять на ад-
сорбцию фага на бактериальных клетках и его 
размножение [3].

Несмотря на то что оптимальная температура 
для культивирования Escherichia coli составляет 
35–37 °C, максимальный выход фагов был обна-
ружен при температуре 30 °C. [21]. По-видимому, 
снижение выхода фаговых частиц при температу-
рах, повышенных для развития бактерии-хозяина, 
происходит из-за образования не полностью со-
бранных частиц, а также потому, что, по-видимо-
му, температура больше всего влияет на конечную 
стадию сборки фага [22].

Таким образом, температура культивирования 
оказывает непосредственное влияние не на сам 
бактериофаг, который не имеет признаков само-
стоятельного метаболизма, а на бактерию и си-
стему «фаг — бактерия» в целом. В вариантах 
культивирования фага при температуре 15–30 °C 
наблюдалась тенденция к увеличению OD

600
 к кон-

цу периода культивирования (с 23 до 47 ч), тогда 
как в случае культивирования при температуре 
45 °C этого не наблюдалось. Это может быть свя-
зано с появлением устойчивых к фагам форм [18]. 
Одним из способов решения этой проблемы явля-
ется использование «фаговых коктейлей», вклю-
чающих представителей разных групп фагов, при 
обработке растений для снижения риска появле-
ния устойчивых форм.

Выводы/Conclusions
Авторами охарактеризован новый фаг Murka, 

который приводит к лизису 64,3% штаммов 
возбудителя сосудистого бактериоза капусты 
Xanthomonas campestris pv. campestris, исполь-
зованных в исследовании. Он имеет типичную 
морфологию миовируса и относится к роду Foxu-
navirus. Модельный эксперимент, проведенный в 
условиях жидкой культуры в биореакторе, пока-
зал, что оптимальный температурный диапазон 
для достижения максимальной продуктивности 
фага составляет 20–30 °C. Этот факт указывает 
на возможность использования фага в различных 
климатических зонах, что является ценным свой-
ством для перспективного биологического сред-
ства борьбы с сосудистым бактериозом капусты. 
Для проверки этого предположения необходимы 
испытания на растениях в условиях искусственно-
го инфекционного фона.
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