
26 Ìікробіоëоãія і біотеõноëоãія ¹ 8/2009    

УДК 579.25:632.35:634.8.03/.05

Н.В. Лиманская1, В.А. Иваница1, Ж.Ю. Сергеева1, Ф.И. Товкач2

1Îäåññêèé íàöèîíàëüíыé óíèâåðñèòåò èìåíè и.и. Ìå÷íèêîâà, óë. Дâîðÿíñêàÿ, 2, 
Îäåññà, 65082, Уêðàèíà, e-mail: limmy@mail.ru

2иíñòèòóò ìèêðîбèîëîгèè è âèðóñîëîгèè èìåíè Д.К. Зàбîëîòíîгî НАН Уêðàèíы, 
óë. Аêàäåìèêà Зàбîëîòíîгî, 154, Кèåâ ГСП, Д03680, Уêðàèíà

БАКТЕРИОЦИНОГЕННАЯ АКТИВНОСТЬ ШТАММОВ 
RHIZOBIUM VITIS И PANTOEA АGGLOMERANS, 

ВЫäÅËÅÍÍЫÕ ИЗ ÐАсÒÅÍИЙ ВИÍÎÃÐАäА

Выдеëенные штаммы Rhizobium vitis и Pantoeae agglomerans проявиëи бакте-
риоциноãенную активность по отношению к бëизкородственным штаммам. 
Показано, что иссëедованные куëьтуры разëичаëись по чувствитеëьности к 
бактериоцинам. По сравнению с митомициновой индукцией, в сëучае спонтан-
ноãо выõода бактериоцинов выявëяëось значитеëьно меньшее коëичество зон 
ëизиса на ãазонаõ тест-куëьтур, однако ряд штаммов все же демонстрироваë 
õорошо выраженную бактериоциноãенную активность.

К ë ю ч е в ы е  с ë о в а: Rhizobium vitis, Pantoeae agglomerans, бактерио-
цины.

Бàêòåðèàëüíыé ðàê âèíîгðàäà – îпàñíåéшåå зàбîëåâàíèå äëÿ ìîëîäых пèòîìíè-
êîâ. Пðè åгî ðàзâèòèè óжå íà òðåòèé гîä âîзìîжíà гèбåëü 70% ìîëîäых ðàñòåíèé 
[1]. Âîзбóäèòåëÿìè бàêòåðèàëüíîгî ðàêà ÿâëÿюòñÿ Rhizobium vitis (ðàíåå èзâåñòíàÿ 
êàê Agrobacterium vitis) и R. radiobacter (A. tumefaciens) – гðàìîòðèöàòåëüíыå 
бàêòåðèè, íàñåëÿющèå êñèëåìó ðàñòåíèé.

Эффåêòèâíыå ìåðы бîðüбы ñ äàííыìè фèòîпàòîгåíàìè äî íàñòîÿщåгî âðåìåíè 
íå ðàзðàбîòàíы. Пåðñпåêòèâíыì íàпðàâëåíèåì ÿâëÿåòñÿ èñпîëüзîâàíèå шòàììîâ-
àíòàгîíèñòîâ [2]. Тàê, èзâåñòíî, ÷òî шòàìì R. rhizogenes К84 пðîäóöèðóåò бàêòåðèî-
öèí àгðîöèí, пîäàâëÿющèé àêòèâíîñòü ìíîгèх шòàììîâ Rhizobium [7]. из шòàììa 
R. radiobacter е26 быë âыäåëåí íîâыé íèзêîìîëåêóëÿðíыé бàêòåðèîöèí Ar26. 
Эòîò бàêòåðèîöèí, ÿâëÿÿñü àíàëîгîì íóêëåîзèäîâ, êðîìå êèëëåðíîé àêòèâíîñòè, 
ñпîñîбåí òàêжå пîäàâëÿòü фóíêöèè îбðàòíîé òðàíñêðèпòàзы è α- и β-гëюêîзèäàз 
[6, 10]. Âåщåñòâà ñ пîäîбíыìè àêòèâíîñòÿìè ÿâëÿюòñÿ öåííыìè пîòåíöèàëüíыìè 
àгåíòàìè бèîëîгè÷åñêîгî êîíòðîëÿ бàêòåðèàëüíîгî ðàêà.

Цåëüю äàííîé ðàбîòы быëî èзó÷åíèå бàêòåðèîöèíîгåííîé àêòèâíîñòè пàòîгåí-
íых шòàììîâ R. vitis, âыäåëåííых èз ðàñòåíèé âèíîгðàäà югà Уêðàèíы. 

Материалы и методы исследования
Â ðàбîòå èñпîëüзîâàíы 10 шòàììîâ R. vitis, âыäåëåííых íà îäíîì èз âèíî-

гðàäíèêîâ Îäåññêîé îбëàñòè, è шòàìì R. radiobacter С58, íåñóщèé òóìîðîгåííóю 
пëàзìèäó ðTi-C58 íîпàëèíîâîгî òèпà. иäåíòèфèêàöèю шòàììîâ пðîâîäèëè ìåòîäîì 
пîëèìåðàзíîé öåпíîé ðåàêöèè [4].
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БАКТеРIÎЦиНÎГеННА АКТиÂНIСТь ШТАÌIÂ RHIZOBIUM VITIS I PANTOEAЕ АGGLOMERANS

Дëÿ èññëåäîâàíèÿ пîòåíöèàëà àíòàгîíèñòè÷åñêèх âзàèìîîòíîшåíèé äðóгèх 
пðåäñòàâèòåëåé ìèêðîбèîòы ðàñòåíèÿ íàìè быëî пðîâåäåíî èзó÷åíèå âëèÿíèÿ бà-
êòåðèîöèíîâ эпèфèòíîé бàêòåðèè Pantoeae agglomerans íà ðîñò шòàììîâ R. vitis. 
Шòàììы P. agglomerans быëè âыäåëåíы èз ðàñòåíèé òîгî жå âèíîгðàäíèêà Îäåñ-
ñêîé îбëàñòè, èз êîòîðîгî âыäåëÿëè èññëåäóåìыå шòàììы ðèзîбèé. 

Дëÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ бàêòåðèé èñпîëüзîâàëè ñðåäó LB ñ óâåëè÷åííыì ñîäåð-
жàíèåì êîìпîíåíòîâ (г/ë): пåпòîí – 15, äðîжжåâîé эêñòðàêò – 10, NaCl – 5. 

иíäóêöèю бàêòåðèîöèíîâ пðîâîäèëè пðè пîìîщè ìèòîìèöèíà С (1 ìêг/ìë), 
êîòîðыé âíîñèëè â ñåðåäèíå ëîгàðèфìè÷åñêîé фàзы ðîñòà êóëüòóð, пîñëå ÷åгî 
бàêòåðèè êóëüòèâèðîâàëè 24 ÷àñà пðè 28 °С. 

Кðîìå òîгî, âñå шòàììы пðîâåðÿëè íà ñпîíòàííыé âыхîä бàêòåðèîöèíîâ â 
ñòàöèîíàðíîé фàзå ðîñòà пðè êóëüòèâèðîâàíèè â ñðåäå LB. Кëåòêè îñàжäàëè öåí-
òðèфóгèðîâàíèåì äëÿ пîëó÷åíèÿ íàäîñàäî÷íîé жèäêîñòè. 

Лèзàòы бàêòåðèàëüíых êëåòîê, пîëó÷åííыå пîñëå äîбàâëåíèÿ â êóëüòóðы 
ìèòîìèöèíà С, è íàäîñàäî÷íóю жèäêîñòü îбðàбàòыâàëè хëîðîфîðìîì (0,5–1%) è 
àзèäîì íàòðèÿ (0,02%), î÷èщàëè öåíòðèфóгèðîâàíèåì è хðàíèëè â 0,02% ðàñòâîðå 
àзèäà íàòðèÿ пðè +4 °С. 

Дëÿ îöåíêè пîòåíöèàëà àíòàгîíèñòè÷åñêèх âзàèìîîòíîшåíèé пðîâîäèëè пåðå-
êðåñòíóю пðîâåðêó бàêòåðèîöèíî÷óâñòâèòåëüíîñòè êàжäîгî èз 10 èññëåäóåìых 
шòàììîâ R. vitis ê пîëó÷åííыì пðåпàðàòàì бàêòåðèîöèíîâ. Зîíы ëèзèñà ñâåжå-
зàñåÿííых гàзîííых êóëüòóð, îбðàзóåìыå â ìåñòå íàíåñåíèÿ 5 ìêë ëèзàòà èëè 
íàäîñàäî÷íîé жèäêîñòè, ó÷èòыâàëè пîñëå 18 ÷àñîâ èíêóбàöèè ÷àшåê ñ LB àгàðîì 
пðè 28 °С. Âñå èññëåäîâàíèÿ пðîâîäèëè â äâóх пîâòîðíîñòÿх. Â êà÷åñòâå пîëîжè-
òåëüíîгî êîíòðîëÿ пðèìåíÿëè R. radiobacter Ñ58. 

Результаты исследований и их обсуждение
Рåзóëüòàòы èзó÷åíèÿ бàêòåðèîöèíîгåííîé àêòèâíîñòè шòàììîâ R. vitis, à òàêжå 

шòàììà R. radiobacter С58 пîêàзàëè, ÷òî âîзбóäèòåëè бàêòåðèàëüíîгî ðàêà зíà÷è-
òåëüíî ðàзëè÷àëèñü пî ÷óâñòâèòåëüíîñòè ê бàêòåðèîöèíàì ðîäñòâåííых бàêòåðèé, 
èíäóöèðîâàííых ìèòîìèöèíîì С (òàбë. 1). 

Пî эòîìó пîêàзàòåëю 11 шòàììîâ ìîжíî óñëîâíî ðàзäåëèòü íà íåñêîëüêî 
гðóпп. Пÿòü шòàììîâ (R. vitis 1, R. vitis 7, R. vitis 11, R. vitis 13, R. vitis 15) 
пðîÿâèëè ÷óâñòâèòåëüíîñòü ê бàêòåðèîöèíàì âñåх èññëåäîâàííых êóëüòóð. Пðè эòîì 
бîëüшèíñòâî èз íèх (êðîìå R. vitis 6 и R. vitis 8, à òàêжå êîíòðîëüíîгî шòàììà 
R. radiobacter C58) ëèзèðóюòñÿ ñîбñòâåííыìè бàêòåðèîöèíàìè. Эòè ðåзóëüòàòы 
пîзâîëÿюò пðåäпîëîжèòü, ÷òî äàííыå êèëëåðы ÿâëÿюòñÿ фàêòîðàìè àâòîëèзèñà 
R. vitis. 

Шòàììы R. vitis 8 и R. vitis 6 îêàзàëèñü óñòîé÷èâыìè ê ëèзèñó бàêòåðèîöèíàìè. 
Уðîâåíü èх ÷óâñòâèòåëüíîñòè íå äîñòèгàë òàêîâîгî êîíòðîëüíîгî íåðîäñòâåííîгî 
шòàììà R. radiobacter C58 è ñîñòàâèë 9 è 27%, ñîîòâåòñòâåííî. К бàêòåðèîöèíàì 
бîëåå ÷åì пîëîâèíы èññëåäîâàííых êóëüòóð быëè ÷óâñòâèòåëüíы 70% шòàììîâ. 

Â ñâîю î÷åðåäü, åñëè ðàññìàòðèâàòü шòàììы ðèзîбèé â êà÷åñòâå пðîäóöåíòîâ, 
òî îíè òàêжå î÷åíü ðàзíîîбðàзíы пî ñпåêòðó êèëëåðíîé àêòèâíîñòè èх бàêòåðèî-
öèíîâ (òàбë. 1). Тàê, íàпðèìåð, R. vitis 14 пðîäóöèðîâàë бàêòåðèîöèíы, êîòîðыå 
âызâàëè ëèзèñ êëåòîê 9 шòàììîâ (81%), òîгäà êàê êèëëåðы èз шòàììîâ R. vitis 1 
и R. vitis 7 хàðàêòåðèзóюòñÿ íàèìåíüшåé àêòèâíîñòüю. Тàêèå ðåзóëüòàòы â пåðâóю 
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î÷åðåäü óêàзыâàюò íà îòíîñèòåëüíóю íåñпåöèфè÷íîñòü äàííых бàêòåðèîöèíîâ, 
хîòÿ íåëüзÿ èñêëю÷èòü ðàñшèðåíèå àêòèâíîñòè зà ñ÷åò èх ìíîжåñòâåííîñòè.

Пîëó÷åííыå ðåзóëüòàòы ñâèäåòåëüñòâóюò î òîì, ÷òî ÷óâñòâèòåëüíîñòü ê бàê-
òåðèîöèíàì ó èзó÷åííых êóëüòóð R. vitis и R. radiobacter ÿâëÿåòñÿ шòàììîâыì 
пðèзíàêîì. Âыñîêàÿ àêòèâíîñòü бàêòåðèîöèíîâ è зíà÷èòåëüíàÿ ÷óâñòâèòåëüíîñòü 
ê íèì ñâèäåòåëüñòâóюò î жåñòêîé êîíêóðåíöèè ìåжäó шòàììàìè R. vitis â бèî-
öåíîзå íà óðîâíå бàêòåðèîöèíîгåííîñòè. 

Дëÿ пîäòâåðжäåíèÿ эòîгî пðåäпîëîжåíèÿ пðîâåëè èзó÷åíèå бàêòåðèîöèíîгåí-
íîé àêòèâíîñòè âåщåñòâ, âыäåëèâшèхñÿ â ðåзóëüòàòå ñпîíòàííîé èíäóêöèè êëåòîê 
пðè èх пðîäîëжèòåëüíîì ðîñòå. Пî ñðàâíåíèю ñ ìèòîìèöèíîâîé èíäóêöèåé, â эòîì 
ñëó÷àå быëî âыÿâëåíî зíà÷èòåëüíî ìåíüшåå êîëè÷åñòâî зîí ëèзèñà íà гàзîíàх 
òåñò-êóëüòóð, îäíàêî ðÿä шòàììîâ âñå жå äåìîíñòðèðóåò хîðîшî âыðàжåííóю 
бàêòåðèîöèíîгåííóю àêòèâíîñòü (òàбë. 2). 

Уñòàíîâëåíî, ÷òî R. vitis 15 ñèíòåзèðóåò âåщåñòâà, óбèâàющèå êëåòêè 5 èñ-
ñëåäîâàííых шòàììîâ, R. vitis 5 – 4 шòàììîâ, à R. vitis Ñ58, R. vitis 14, R. vitis 8 
и R. vitis 6 – 3 шòàììîâ. 

Шòàììы ñ шèðîêèì ñпåêòðîì бàêòåðèîöèíîгåííîé àêòèâíîñòè пðåäñòàâëÿюò 
бîëüшîé пðàêòè÷åñêèé èíòåðåñ äëÿ äàëüíåéшåгî âыäåëåíèÿ àíòàгîíèñòè÷åñêèх 
âåщåñòâ è èñпîëüзîâàíèÿ èх â бèîëîгè÷åñêîé зàщèòå ðàñòåíèé. Пî íàшåìó ìíåíèю, 
бàêòåðèîöèíы, пîëó÷àåìыå â ðåзóëüòàòå ñпîíòàííîé èíäóêöèè, ÿâëÿюòñÿ бîëåå 
пðåäпî÷òèòåëüíыìè äëÿ óêàзàííых öåëåé èз-зà íåäîðîгîé ìåòîäèêè îбðàбîòêè 
êóëüòóð, òðåбóющåé ìåíüшèх âðåìåííых зàòðàò.

Дàëüíåéшåå èзó÷åíèå ìåжðîäîâîгî àíòàгîíèзìà ñ ó÷àñòèåì бàêòåðèîöèíîâ 
пîзâîëèëî âыÿâèòü íåêîòîðыå îñîбåííîñòè эêîëîгèè âîзбóäèòåëåé бàêòåðèàëüíîгî 
ðàêà âèíîгðàäà. Чàñòî R. vitis âыäåëÿюòñÿ ñîâìåñòíî ñ P. аgglomerans, шèðîêî 
ðàñпðîñòðàíåííыìè гðàìîòðèöàòåëüíыìè пðåäñòàâèòåëÿìè ìèêðîбèîòы ðàñòåíèé, 
âñëåäñòâèå ÷åгî âыäåëåíèå ÷èñòîé êóëüòóðы âîзбóäèòåëåé бàêòåðèàëüíîгî ðàêà 
òðåбóåò îñîбîé òщàòåëüíîñòè. 

Пÿòü шòàììîâ эòîé эпèфèòíîé бàêòåðèè быëè âыäåëåíы íàìè íà âèíîгðàäíèêå 
â àññîöèàöèÿх ñ êóëüòóðàìè R. vitis. С äàííыìè шòàììàìè быëè пðîâåäåíы èñ-
ñëåäîâàíèÿ бàêòåðèîöèíîгåííîñòè P. аgglomerans пî òîé жå ñхåìå, ÷òî è R. vitis. 
Рåзóëüòàòы пîêàзàëè, ÷òî бàêòåðèîöèíы эòîé бàêòåðèè äîñòàòî÷íî эффåêòèâíî 
ëèзèðîâàëè êëåòêè öåëîгî ðÿäà шòàììîâ äàííîгî âèäà, à òàêжå ìíîгèå шòàììы 
êàíöåðîгåííых ðèзîбèé (îò 31 äî 19%).

Кðîìå òîгî, èññëåäîâàëè ÷óâñòâèòåëüíîñòü êóëüòóð R. vitis è âыäåëåííых èз 
ðàñòåíèé âèíîгðàäà êóëüòóð P. аgglomerans ê îòäåëüíыì фðàêöèÿì âåщåñòâ ñ 
бàêòåðèîöèíîгåííîé àêòèâíîñòüю ìóзåéíых шòàììîâ P. аgglomerans. Î÷èщåííыå 
фðàêöèè âызыâàëè ëèзèñ бîëüшåгî ÷èñëà òåñòèðóåìых êóëüòóð (îò 25 äî 62,5%), 
÷åì íåî÷èщåííыå ëèзàòы. 

Авторы выражают бëаãодарность к.б.н. Кушкиной А.И. за оказание кон-
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Реферат

Âèä³ëåí³ шòàìè Rhizobium vitis ³ Pantoeae agglomerans пðîÿâèëè бàêòåð³îöè-
íîгåííó àêòèâí³ñòü пî â³äíîшåííю äî бëèзüêîñпîð³äíåíèх шòàì³â. Пîêàзàíî, щî 
äîñë³äжåí³ êóëüòóðè ðîзð³зíÿëèñÿ зà ÷óòëèâ³ñòю äî бàêòåð³îöèí³â. У пîð³âíÿíí³ з 
ì³òîì³öèíîâîю ³íäóêö³єю, ó âèпàäêó ñпîíòàííîгî âèхîäó бàêòåð³îöèí³â âèÿâëÿëàñÿ 
зíà÷íî ìåíшà ê³ëüê³ñòü зîí ë³зèñó íà гàзîíàх òåñò-êóëüòóð, îäíàê íèзêà шòàì³â 
âñå ж âèÿâëÿëà äîбðå âèðàжåíó бàêòåð³îöèíîгåííó àêòèâí³ñòü.

К ë ю ÷ î â ³   ñ ë î â à: Rhizobium vitis, Pantoeae agglomerans, бàêòåð³-
îöèíè.
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BActeriocinogenic Activity of RHIZOBIUM VITIS 
And PANTOEAЕ АGGLOMERANS StrAinS iSolAted froM 

grAPevineS

Summary

Isolated Rhizobium vitis and Pantoeae agglomerans strains showed bacterio-
cinogenic activity against closely related strains. Investigated cultures had different 
susceptibility to bacteriocines. Comparing to mitomycin induction, spontaneous 
induction resulted in less quantity of lysis spots on test-culture lawns, but some 
strains still showed marked bacteriocinogenic activity. 

K e y  w o r d s: Rhizobium vitis, Pantoeae agglomerans, bacteriocines. 


