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Бактериальный ожог является одним из основных бактериальных заболеваний бобовых 
культур, снижающих рентабельность выращивания сои в Российской Федерации. Среди псевдо-
монад, изолированных из семян растений сои, пораженных бактериальным ожогом, были ото-
браны 4 штамма Pseudomonas savastanoi pv. glycinea (Psg). Их свойства совпадали с референт-
ным штаммом CFBP 2214 по результатам заражения растений, LOPAT-тестов, ПЦР-анализа 
на ген коронафакат лигазы, и частично – по профилю вирулентности бактериофагов. Из об-
разцов почвы с полей, на которых выращивалась соя, были выделены 4 изолята бактериофагов, 
способных поражать Psg. По результатам проверки штаммовой специфичности бактериофа-
гов для дальнейшего использования в качестве средства защиты растений сои от бактериаль-
ного ожога был выбран бактериофаг ϕG17, способный поражать 4 из 5 испытанных штаммов 
патогена. Проверка эффективности бактериофага на вегетирующих растениях сои на искус-
ственном инфекционном фоне показала достоверное снижение распространенности и разви-
тия болезни при двукратном применении фагового препарата. Биологическая эффективность 
данного приема была близка к эталону (Стрекар, КС, 0,5%) и составляла 74,75%.

Ключевые слова: бактериальный ожог сои, бактериоз, бактериофаги, биологическая 
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Введение

Соя культурная (Glycine max (L.) Merr., 1917) – стратегическая зернобобовая 
и масличная культура многоцелевого назначения. В 2018 г. в мире было произведено 
более 356 млн т соевых бобов [21]. Потребление данной культуры возрастает год 
от года, появляются инновационные отрасли использования сои, и она может стать 
одним из ключевых растительных объектов развивающейся биоэкономики и био-
энергетики. Широкое внедрение в производство сои – эффективный путь решения 
проблем недостатка кормового и пищевого белка, успешно используемый в миро-
вом сельском хозяйстве [27]. Однако рост урожайности ограничивается нескольки-
ми факторами, и прежде всего – засоренностью посевов, вредителями и болезнями. 
Болезни сои экономической значимости вызывают более 45 видов грибов, 15 видов 
вирусов и 6 видов фитопатогенных бактерий [16, 17].

Известны несколько бактериальных болезней сои: бактериальный ожог (син. 
бактериальная угловатая пятнистость, англ. «bacterial blight») – пустульная, или ржа-
во-бурая бактериальная пятнистость, и др. Однако наиболее вредоносным является 
бактериальный ожог [20].

Возбудителем болезни является бактерия Pseudomonas savastanoi pv. glycinea 
(Coerper, 1919) Gardan et al., 1992 (Psg, синоним – Pseudomonas syringae pv. glycinea 
(Coerper, 1919) Young et al., 1978) [1]. Патоген распространен во всех основных зонах 
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выращивания сои, включая 41 страну мира [3, 10]. Psg принадлежит геномовиду 
2 комплекса Pseudomonas syringae и был реклассифицирован как P. savastanoi, вклю-
чающий в себя патоварианты (pvs.) savastanoi, glycinea, tabaci и phaseolicola [17]. 
Psg поражает все надземные части сои, но характерные симптомы обычно наблю-
даются на листьях среднего и верхнего ярусов и на стручках. Через 5–15 дней после 
заражения на листьях появляются некротические маслянистые пятна, окруженные 
хлоротичным ореолом. Обычно эти пятна увеличиваются и сливаются, образуя не-
кротичные зоны на листьях [5]. Если заражение прошло на раннем этапе, то болезнь 
проявляется в виде карликовости и быстрой гибели растений [13].

Основным источником первичной инфекции являются зараженные семе-
на [26], реже – сорные растения, зараженные растительные остатки. Потери урожая 
сои по причине этой болезни могут достигать 40% при благоприятных для патогена 
погодных условиях и других факторах [4]. При этом снижаются не только урожай-
ность и масличность, но и всхожесть зараженных семян [18]. Массовое проявление 
бактериального ожога обычно наблюдается во второй половине лета, когда происхо-
дит вторичное заражение растений [17, 25].

Меры защиты включают в себя выращивание устойчивых сортов, соблюдение 
севооборота, предпосевное протравливание семян и обработку растений во время ве-
гетации. Одним из самых надежных способов защиты от патогена является селекция 
устойчивых к патогену сортов, однако эффективность этого направления снижается 
ввиду быстрого появления вирулентных к устойчивым сортам рас патогена [14, 24]. 
Сложность борьбы с Psg обусловлена также высокой исходной изменчивостью по-
пуляции патогена и ее малой изученностью [18].

Для химической защиты растений от заболевания используются пестициды 
на основе меди, антибиотиков и бактерий-антагонистов [6]. Но, к примеру, использо-
вание антибиотиков приводит к быстрому накоплению в фитоценозе резистентных 
к ним форм бактерий, медь имеет свойство накапливаться в продукции и экосистеме, 
а биологический эффект от применения антагонистов является невысоким и зависит 
от условий применения [23].

С учетом вышесказанного и в связи с принятием в 2019 г. закона о производ-
стве органической продукции актуальным становится поиск новых способов био-
логической защиты растений. В этом плане весьма перспективным представляется 
применение бактериофагов как агентов биологического контроля возбудителя бакте-
риального ожога сои [11, 22].

Целью нашей работы являлось выделение изолятов бактериофагов Pseudomo-
nas savastanoi pv. glycinea, определение их специфичности по отношению к штаммам 
фитопатогена и оценка эффективности защитного действия на сое при искусствен-
ном заражении растений.

Методика исследования

Исследование проводили в 2019–2020 гг. в лаборатории защиты растений 
РГАУ-МСХА им. К.А. Тимирязева.

Выделение патогена. После проращивания поверхностно-стерилизованных 
семян на фильтровальной бумаге в течение 5 дней из непроросших, а также из име-
ющих типичные симптомы бактериального заражения (некроз семядольных листьев, 
подсемядольного колена, бактериальный экссудат) проростков выделяли бакте-
рии путем гомогенизации пораженных фрагментов семени и проростков пестиком 
в ступке с добавлением стерильной воды. Последовательные 10-кратные разведения 
гомогената высевали на среду Кинга Б и инкубировали при 28°C в течение 4-х сут.
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При отборе типичных флуоресцирующих колоний псевдомонад их признаки 
сравнивались с референтным штаммом Pseudomonas savastanoi pv. glycinea CFBP 2214.

Отобранные изоляты имели следующие биохимические и морфологические харак-
теристики: белый, слегка кремоватый цвет колоний, колонии круглые, блестящие, 3-днев-
ные колонии образуют сидерофор- пиовердин, диффундирующий в среду и окрашиваю-
щий ее при УФ-излучении в синий цвет, не обладают пектолитической активностью.

У выделенных изолятов анализировали биохимические признаки по системе 
LOPAT (образование левана, оксидазы, пектолитическая активность на ломтиках 
картофеля, аргининдигидролазная активность и реакция сверхчувствительности 
(СВЧ) на растениях табака) согласно ранее описанным методам [9] с использова-
нием коммерческих экспресс-тестов Микро-Цитохромоксидаза и Микро-Аргинин 
(ЗАО «НИЦФ», Санкт-Петербург).

Изоляты бактерий, имевшие характерные для вида Pseudomonas savastanoi 
признаки, анализировали методом ПЦР со специфичными праймерами. Выделение 
ДНК проводили с 2-суточных колоний чистых культур бактерии при помощи набора 
для выделения ДНК «ГС-проба» (ООО «АгроДиагностика»). Для проведения ана-
лиза использовали праймеры PsgFOR-1 (’5-GGC GCT CCC TCG CAC TT-3’) и Ps-
gREV-2 (’5-GGT ATT GGC GGG GGT GC-3’), специфичные для фрагмента гена cfl 
(размер продукта – 650 п.н.), кодирующего коронафакат лигазу (coronafacate ligase), 
терморегулируемый ген, требующийся для синтеза фитотоксина коронатина [5].

Для проведения амплификации готовили ПЦР-смесь, содержащую 5х Master Mix 
(5х MasDDTaqMIX-2025,«Диалат ЛТД») – 5 мкл; 1,0 мкл каждого праймера с концен-
трацией 10 пМ/мкл; 5 нг целевой ДНК – 5 мкл; воду для ПЦР – 13 мкл. Окончательный 
объем смеси составлял 25 мкл. ПЦР-амплификацию проводили в термоциклере АТС 
201 «Nyxtechnik» по программе [28]. Ампликоны разделяли методом электрофореза 
в 1,5%-ном агарозном геле с бромистым этидием в буфере TBE0,5х (рис. 1).

Рис. 1. Результаты амплификации по праймерам PsgFOR-1 и PsgREV-2: 
М – маркер молекулярного веса GeneRuler 100 bp, Fermentas; 

1 – положительный контроль (штамм CFBP 2214); 2 – отрицательный контроль; 
3 – штамм Psg A31; 4 – А7-1; 5 – AF-3; 6 – В-7)

Проверку патогенности изолятов проводили на 25-дневных растениях сои со-
рта Батя, выращенных в пластиковых горшках объемом 0,5 л с торфяным субстратом 
с перлитом (ООО «Велторф) в теплице при средней температуре 25/20°C (день/ночь) 
и естественном освещении (июнь-август).

Суспензию бактериальных клеток 2-суточной культуры патогена готовили в сте-
рильной воде с первоначальным разведением до оптической плотности 0,5, измеряемой 
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фотометром при 590–610 нм и последующим доведением до концентрации 108 КОЕ 
в 1 мл. За двое суток до инокуляции и в течение суток после нее в теплице поддержи-
вали повышенную влажность воздуха (95%) и постоянную температуру воздуха 27°C.

Заражение проводили методом опрыскивания поверхности листьев суспензией па-
тогена с добавлением 0,01%-ного адъюванта Сильвет Голд, ВЭ для улучшения проник-
новения патогена в устьица. В качестве отрицательного контроля использовали стериль-
ную воду с адьювантом, в качестве положительного – суспензию референтного штамма 
патогена CFBP 2214. Учет результатов проводили через 14 дней после заражения (рис. 2).

Рис. 2. Симптомы поражения бактериальным ожогом сои сорта Батя 
на 14-е сутки после искусственного заражения референтным штаммом CFBP 2214: 

A – верхняя сторона; В – нижняя сторона листа

Выделение бактериофагов. Из образцов почв с полей с посевами сои, пора-
женными бактериальным ожогом сои, проводили выделение бактериофагов обще-
принятыми методами [10]. Выделенные изоляты фагов хранили при +4°C для даль-
нейшей оценки литической активности против штаммов Psg.

Тестирование специфичности бактериофагов. В работе использованы 4 высо-
ковирулентных штамма Psg, выделенные из семян и проростков сои в 2020 г., и рефе-
рентный штамм CFBP 2214. Для подготовки к тестированию фагочувствительности 
бактерии фитопатогена выращивали в течение 48 ч при температуре 27°C на среде 
Кинга Б с 1,5% агара.

Для тестирования вирулентности изолятов бактериофагов использовали капель-
ный метод на двухслойном агаре [21]. В качестве верхнего слоя при титровании фагов 
выступала среда Кинга Б c содержанием агара 0,7%. Реакцию считали положитель-
ной, если на месте нанесения капли суспензии фага через 12 ч при температуре 27°C 
происходило формирование бляшки (полное просветление бактериальной культуры).

Эффективность применения бактериофагов в защите сои от бактериального 
ожога. Оценку проводили при искусственном заражении растений в теплице лабора-
тории защиты растений РГАУ-МСХА им. К.А. Тимирязева в июле и августе 2020 г. 
Для оценки биологической эффективности бактериофагового препарата против бак-
териального ожога сои проводили обработку растений суспензией фагов в концентра-
ции 107 бляшкообразующих единиц в 1 мл (БОЕ/мл). Концентрацию фагов проверяли 
путем серийных разведений и посевом на верхний агар с бактерией-хозяином. Пред-
варительно за 2 дня до обработки фагами проводили заражение патогеном растений 
сои (фаза 3–4 настоящих листьев) согласно методике, описанной выше. Вторую об-
работку фагами проводили через 6 дней после заражения патогеном. В качестве эта-
лона использовали также двукратную обработку препаратом Стрекар, КС (25 г/л фи-
тобактериомицина + 70 г/л карбендазима, НПЦ «ФармБиомед», Москва). Для защиты 
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фагов от воздействия УФ компоненты солнечного света добавляли 0,75% обезжирен-
ного молока [7]. Расход рабочего раствора препаратов составлял 10 мл/10 растений. 
Повторность вариантов опыта – трехкратная, по 15 растений в каждой.

Оценку развития болезни проводили на 14-е сутки после заражения с помощью ра-
нее разработанной шкалы [12]. Статистическую обработку анализируемых данных про-
водили методом дисперсионного анализа с помощью программ Statistica 12.0 (StatSoft Co, 
USA) и Microsoft Excel 2013 (Microsoft Co., USA) при сравнении средних по критерию Дун-
кана. Данные, выраженные в процентах, перед обработкой преобразовывали в арксинусы.

Результаты и обсуждение

Из образцов семян сои, полученных из Амурской и Воронежской областях 
в 2018 и 2019 гг., нами выделено более 50 изолятов флуоресцирующих псевдомонад, 
из которых отобраны 4 штамма Pseudomonas savastanoi pv. glycinea. Они были па-
тогенными на растениях сои, идентичны референтному штамму CFBP 2214 по мор-
фологическим признакам культуры на среде Кинга Б, по результатам LOPAT-теста 
(+, –, –, –,+) и ПЦР-анализа со специфичными праймерами для гена cfl. Список 
штаммов, а также их происхождение указаны в таблице 1.

Таблица 1
Штаммы Pseudomonas savastanoi pv. glycinea, использованные в работе

Названия штаммов Сорт сои Место выращивания Год выращивания

A31, А7–1, AF-3 Батя Амурская область, 
Благовещенский район 2018, 2019

В-7 ОАК Пруденс Воронежская область, 
Лискинский район 2019

CFBP 2214 Нет данных Новая Зеландия 1958

Из образцов почв с полей под посевами сои из Амурской и Воронежской об-
ластей, а также из Краснодарского и Хабаровского краев в 2020 г. было выделено 
4 изолята фагов, полученных при использовании 
вышеописанных 5 штаммов бактерии-хозяина.

Тестирование вирулентности изолятов бак-
териофагов по отношению к штаммам Psg про-
водили капельным методом (рис. 3). За положи-
тельный результат принимали только литическое 
действие на месте нанесения капли с суспензией 
фага.

Результаты испытания специфичности 4 
изолятов фагов к 5 штаммам патогена представ-
лены в таблице 2. Наиболее вирулентным являлся 
изолят бактериофага ϕG17, способный поражать 
4 из 5 штаммов бактерии-хозяина, используемых 
в данном исследовании. Этот изолят был выбран 
для дальнейшей работы по оценке защитного дей-
ствия на растениях сои против бактериального 
ожога.

Рис. 3. Тестирование 
вирулентности изолятов 

бактериофагов ϕG11 и ϕG17 
по отношению к штамму Psg А31 

капельным методом
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Таблица 2
Специфичность изолятов бактериофагов 

по отношению к коллекции штаммов P. savastanoi pv. glycinea

 Изоляты фагов
Штаммы PsG ϕG3 ϕG11 ϕG17 ϕG4

A31 - - + +

А7–1 - + + -

AF-3 - + - -

В-7 + - + -

CFBP 2214 - + + -

Положительная реакция фагов к штаммам Psg, % 20 60 80 20

Представляет интерес то, что два из четырех изолятов бактериофагов 
(ϕG11 и ϕG17) были вирулентны по отношению к референтному штамму CFBP 2214, 
выделенному в Новой Зеландии в 1958 г. Штамм патогена А7–1 из Амурской области 
имел идентичный референтному фаготип. Остальные штаммы патогена также пора-
жались чаще двумя изолятами бактериофагов, а два фага (ϕG3 и ϕG4) были вирулент-
ны только к одному штамму бактерии, соответственно A31 и AF-3.

Результаты двух независимых вегетационных экспериментов приведе-
ны в таблице 3. Обработка вегетирующих растений сои суспензией бактериофага 
ϕG17 при искусственном заражении приводила к снижению развития болезни почти 
в 4 раза в варианте с обработкой бактериофагами в сравнении с контролем. Таким 
образом, биологическая эффективность применения фагового препарата была близка 
к эффективности эталонного пестицида Стрекар, КС, составив примерно 75%.

Таблица 3
Эффективность бактериофагового препарата на основе изолята ϕG17 

против бактериального ожога сои при искусственном заражении (сорт Батя, 2020)

Название препарата

Эксперимент 1
(июль 2020 г.)

Эксперимент 2
(август 2020 г.) Среднее

P, % R, % БЭ, % P, % R, % БЭ, % P, % R, % БЭ, %

Контроль (вода) 93,2 а 62,4 а - 86,6 а 49,6 а - 89,9 56,0 -

Стрекар, КС, (0,5%) – 
эталон 24,4 b 13,1 b 79,0 26,6 b 11,0 b 77,8 25,5 12,1 78,4

Суспензия бактерио-
фага ϕG17, 107 БОЕ/мл 26,6 b 15,9 b 74,5 28,7 b 12,4 b 75,0 27,7 14,2 74,8

Примечание. В таблице между вариантами, обозначенными одинаковыми буквами, 
отсутствуют статистически достоверные различия по критерию Дункана при 95%-ном уров-
не вероятности.
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Выводы

1. Из зараженных растений сои выделены и охарактеризованы как Psg штам-
мы, вызывающие бактериальный ожог сои. Их свойства совпадали с референтным 
штаммом CFBP 2214 по результатам LOPAT-тестов, ПЦР-анализа на ген коронафакат 
лигазы, и частично – по профилю вирулентности бактериофагов.

2. Из образцов почвы выделено 4 изолята бактериофагов с использованием 
5 штаммов-мишеней Psg. Все они проявляли штамм-специфическое литическое дей-
ствие по отношению к 5 штаммам патогена.

3. По результатам фаготипирования предложен для использования при защите 
сои от бактериального ожога бактериофаг ϕG17, способный поражать 4 из 5 штам-
мов патогена.

4. Обработка вегетирующих растений бактериофагом ϕG17 при искусственном 
заражении Psg способствовала значительному снижению развития болезни (почти 
в 4 раза) по сравнению с вариантом без обработки и биологической эффективности 
в 74,8%, статистически неразличимой от применения эталонного пестицида Стре-
кар, КС, в рекомендованной концентрации препарата 0,5%.

Выполнено в рамках тематического плана-задания на выполнение науч-
но-исследовательских работ Федеральным государственным бюджетным обра-
зовательным учреждением высшего образования «Российский государственный 
аграрный университет – МСХА имени К.А. Тимирязева» по заказу Министер-
ства сельского хозяйства Российской Федерации за счет средств федерального 
бюджета в 2020 г.
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ISOLATION OF SPECIFIC BACTERIOPHAGES – 
PSEUDOMONAS SAVASTANOI PV. GLYCINEA – AND THEIR USE 

IN SOYBEAN BACTERIAL BLIGHT CONTROL

R.I. TARAKANOV1, A.N. IGNATOV2, 3, F.S. DZHALILOV1

(1 Russian State Agrarian University – Moscow Timiryazev Agricultural Academy
2 “FitoInzheneriya (PhytoEngineering)” R&D Center

3 Russian University of People’s Friendship)

Bacterial blight is one of most harmful diseases of legumes, reducing the profitability of soy-
bean production in Russian Federation. Among a number of Pseudomonas isolates obtained from 
diseased seeds and plants of soybean, 4 strains were selected and confirmed as Pseudomonas savas-
tanoi pv. glycinea (Psg). Properties of the isolated bacteria were similar to type strain of Psg CFBP 
2214 in plant virulence, LOPAT tests, and PCR analysis for coronafacate ligase gene, and partly – 
in the phage reaction profile. Four isolates of bacteriophages specific to Psg were obtained from soil 
samples taken from fields with soybean crops. Virulence testing for the bacteriophages showed that 
bacteriophage ϕG17 infected 4 of 5 tested Psg strains, and it was chosen for further experiments 
with bacterial blight control. The bacteriophague effect control conducted on soybent plants inocu-
lated by Psg experiments confirmed that 2 treatments of plants by the bacteriophage significantly 
reduced the disease development. Biological effect of the bacteriophage application was 74.75%, 
which is very close to the pesticide Strekar in a concentration of 0.5%.

Key words: soybean bacterial blight, bacterial diseases, bacteriophages, biological control 
of plant diseases, organic farming, Pseudomonas savastanoi pv. glycinea
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