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БАКТЕРИОЦИНОГЕННАЯ АКТИВНОСТЬ ШТАММОВ 
RHIZOBIUM VITIS И PANTOEA АGGLOMERANS, 

ВЫДЕЛЕННЫХ ИЗ РАСТЕНИЙ ВИНОГРАДА

Выделенные штаммы Rhizobium vitis и Pantoeae agglomerans проявили бакте-
риоциногенную активность по отношению к близкородственным штаммам. 
Показано, что исследованные культуры различались по чувствительности к 
бактериоцинам. По сравнению с митомициновой индукцией, в случае спонтан-
ного выхода бактериоцинов выявлялось значительно меньшее количество зон 
лизиса на газонах тест-культур, однако ряд штаммов все же демонстрировал 
хорошо выраженную бактериоциногенную активность.

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

Бактериальный рак винограда – опаснейшее заболевание для молодых питомни-
ков. При его развитии уже на третий год возможна гибель 70% молодых растений 
[1]. Возбудителями бактериального рака являются Rhizobium vitis (ранее известная 
как Agrobacterium vitis) и R. radiobacter (A. tumefaciens) – грамотрицательные 
бактерии, населяющие ксилему растений.

Эффективные меры борьбы с данными фитопатогенами до настоящего времени 
не разработаны. Перспективным направлением является использование штаммов-
антагонистов [2]. Так, известно, что штамм R. rhizogenes К84 продуцирует бактерио-
цин агроцин, подавляющий активность многих штаммов Rhizobium [7]. Из штаммa 
R.  radiobacter Е26 был выделен новый низкомолекулярный бактериоцин Ar26. 
Этот бактериоцин, являясь аналогом нуклеозидов, кроме киллерной активности, 
способен также подавлять функции обратной транскриптазы и α- и β-глюкозидаз 
[6, 10]. Вещества с подобными активностями являются ценными потенциальными 
агентами биологического контроля бактериального рака.

Целью данной работы было изучение бактериоциногенной активности патоген-
ных штаммов R. vitis, выделенных из растений винограда юга Украины. 

Материалы и методы исследования
В работе использованы 10 штаммов R. vitis, выделенных на одном из вино-

градников Одесской области, и штамм R. radiobacter С58, несущий туморогенную 
плазмиду рTi-C58 нопалинового типа. Идентификацию штаммов проводили методом 
полимеразной цепной реакции [4].
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Для исследования потенциала антагонистических взаимоотношений других 
представителей микробиоты растения нами было проведено изучение влияния ба-
ктериоцинов эпифитной бактерии Pantoeae agglomerans на рост штаммов R. vitis. 
Штаммы P. agglomerans были выделены из растений того же виноградника Одес-
ской области, из которого выделяли исследуемые штаммы ризобий. 

Для культивирования бактерий использовали среду LB с увеличенным содер-
жанием компонентов (г/л): пептон – 15, дрожжевой экстракт – 10, NaCl – 5. 

Индукцию бактериоцинов проводили при помощи митомицина С (1 мкг/мл), 
который вносили в середине логарифмической фазы роста культур, после чего 
бактерии культивировали 24 часа при 28 °С. 

Кроме того, все штаммы проверяли на спонтанный выход бактериоцинов в 
стационарной фазе роста при культивировании в среде LB. Клетки осаждали цен-
трифугированием для получения надосадочной жидкости. 

Лизаты бактериальных клеток, полученные после добавления в культуры 
митомицина С, и надосадочную жидкость обрабатывали хлороформом (0,5–1%) и 
азидом натрия (0,02%), очищали центрифугированием и хранили в 0,02% растворе 
азида натрия при +4 °С. 

Для оценки потенциала антагонистических взаимоотношений проводили пере-
крестную проверку бактериоциночувствительности каждого из 10 исследуемых 
штаммов R. vitis к полученным препаратам бактериоцинов. Зоны лизиса свеже-
засеянных газонных культур, образуемые в месте нанесения 5 мкл лизата или 
надосадочной жидкости, учитывали после 18 часов инкубации чашек с LB агаром 
при 28 °С. Все исследования проводили в двух повторностях. В качестве положи-
тельного контроля применяли R. radiobacter С58. 

Результаты исследований и их обсуждение
Результаты изучения бактериоциногенной активности штаммов R. vitis, а также 

штамма R. radiobacter С58 показали, что возбудители бактериального рака значи-
тельно различались по чувствительности к бактериоцинам родственных бактерий, 
индуцированных митомицином С (табл. 1). 

По этому показателю 11 штаммов можно условно разделить на несколько 
групп. Пять штаммов (R. vitis 1, R. vitis 7, R. vitis 11, R. vitis 13, R. vitis 15) 
проявили чувствительность к бактериоцинам всех исследованных культур. При этом 
большинство из них (кроме R. vitis 6 и R. vitis 8, а также контрольного штамма 
R. radiobacter C58) лизируются собственными бактериоцинами. Эти результаты 
позволяют предположить, что данные киллеры являются факторами автолизиса 
R. vitis. 

Штаммы R. vitis 8 и R. vitis 6 оказались устойчивыми к лизису бактериоцинами. 
Уровень их чувствительности не достигал такового контрольного неродственного 
штамма R. radiobacter C58 и составил 9 и 27%, соответственно. К бактериоцинам 
более чем половины исследованных культур были чувствительны 70% штаммов. 

В свою очередь, если рассматривать штаммы ризобий в качестве продуцентов, 
то они также очень разнообразны по спектру киллерной активности их бактерио-
цинов (табл. 1). Так, например, R. vitis 14 продуцировал бактериоцины, которые 
вызвали лизис клеток 9 штаммов (81%), тогда как киллеры из штаммов R. vitis 1 
и R. vitis 7 характеризуются наименьшей активностью. Такие результаты в первую 



28 Ì³êðîá³îëîã³ÿ ³ á³îòåõíîëîã³ÿ ¹ 8/2009    

Н.В. Ліманська, В.О. Iваниця, Ж.Ю. Сергеєва, Ф.I. Товкач
Т
аб

лица


 1
Ч
ув

ст
ви

те
ль

но
ст

ь 
ку

ль
ту

р 
R

. 
vi

ti
s 

к 
ба

кт
ер

ио
ци

на
м
 б

ли
зк

ор
од

ст
ве

нн
ы

х
 ш

та
м
м
ов

, 
ин

д
уц

ир
ов

ан
ны

х
 м

ит
ом

иц
ин

ом
 С

T
ab

le
 1

S
en

si
ti
vi

ty
 o

f 
R

. 
vi

ti
s 

cu
lt
u
re

s 
to

 m
it
om

yc
in

-i
n
d
u
ce

d
 b

ac
te

ri
oc

in
es

 o
f 
th

e 
cl

os
e-

re
la

te
d
 s

tr
ai

n
s

Ш
та

м
м
-п

ро
д
уц

ен
т

Т
ес

т-
ш

та
м
м

R
.v

it
is

 
1

R
.v

it
is

 
7

R
.v

it
is

 
11

R
.v

it
is

 
15

R
.v

it
is

 
13

R
.v

it
is

 
5

R
.v

it
is

 
14

R
.v

it
is

 
9

R
.r

ad
io

ba
ct

er
 

С
58

R
.v

it
is

 
6

R
.v

it
is

 
8

Л
из

ир
уе

м
ы

е 
ш

та
м
м
ы

, 
%

 

R
. 
vi

ti
s 

13
+

+
+

+
+

+
+

-
+

+
+

90

R
. 
vi

ti
s 

14
+

+
+

+
+

+
+

+
+

-
-

81

R
. 
vi

ti
s 

6
+

+
+

+
+

+
+

+
-

-
-

72

R
. 
vi

ti
s 

8
+

+
+

+
+

+
+

-
-

+
-

72

R
. 
vi

ti
s 

11
+

+
+

+
+

+
+

-
+

-
-

72

R
. 
vi

ti
s 

15
+

+
+

+
+

+
+

-
+

-
-

72

R
. 
vi

ti
s 

5
+

+
+

+
+

+
-

-
-

+
-

63

R
. 
vi

ti
s 

9
+

+
+

+
+

+
-

+
-

-
-

63

R
. 
ra

di
ob

ac
te

r 
С
58

+
+

+
+

+
-

+
+

-
-

-
63

R
. 
vi

ti
s 

1
+

+
+

+
+

-
-

+
-

-
-

54

R
. 
vi

ti
s 

7
+

+
+

+
+

+
-

-
-

-
-

54

Л
из

иру
ю

щ
ие

 
ш

тамм


ы
, 
%

10
0

10
0

10
0

10
0

10
0

81
63

45
36

27
9

П
римечание







: 
«+

» 
–

 наличие





 ли
з

иса
,

 «
-»

 –
 отсутствие







 
ли

зиса


.



29Ì³êðîá³îëîã³ÿ ³ á³îòåõíîëîã³ÿ ¹ 8/2009

БАКТЕРIОЦИНОГЕННА АКТИВНIСТЬ ШТАМIВ RHIZOBIUM VITIS I PANTOEAЕ АGGLOMERANS
Т
аб

лица


 2
Ч
ув

ст
ви

те
ль

но
ст

ь 
ку

ль
ту

р 
R

. 
vi

ti
s 

к 
ба

кт
ер

ио
ци

на
м
 б

ли
зк

ор
од

ст
ве

нн
ы

х
 ш

та
м
м
ов

, 
вы

д
ел

ен
ны

х
 в

 р
ез

ул
ьт

ат
е 

сп
он

та
нн

ой
 

ин
д
ук

ци
и

T
ab

le
 2

S
en

si
ti
vi

ty
 o

f 
R

. 
vi

ti
s 

cu
lt
u
re

s 
to

 b
ac

te
ri

oc
in

es
 o

f 
cl

os
e-

re
la

te
d
 s

tr
ai

n
s 

ob
ta

in
ed

 a
s 

a 
re

su
lt
 o

f 
sp

on
ta

n
eo

u
s 

in
d
u
ct

io
n

Ш
та

м
м
-

пр
од

уц
ен

т

Т
ес

т-
ш

та
м
м

R
.v

it
is

 
9

R
.v

it
is

 
11

R
.v

it
is

 
13

R
.v

it
is

 
14

R
.v

it
is

 
5

R
.v

it
is

 
6

R
.v

it
is

 
8

R
.v

it
is

 
7

R
.v

it
is

 
1

R
.v

it
is

 
15

R
.r

ad
io

ba
ct

er
 

С
58

Л
из

ир
уе

м
ы

е 
ш

та
м
м
ы

, 
%

R
. 
vi

ti
s 

15
+

+
-

-
+

-
+

+
-

-
-

45

R
. 
vi

ti
s 

5
+

+
+

-
-

-
+

-
-

-
-

36

R
. 
vi

ti
s 

6
+

+
-

-
-

+
-

-
-

-
-

27

R
. 
vi

ti
s 

8
+

+
+

-
-

-
-

-
-

-
-

27

R
. 
vi

ti
s 

14
+

+
+

-
-

-
-

-
-

-
-

27

R
. 
ra

di
ob

ac
te

r 
С
58

+
+

-
+

-
-

-
-

-
-

-
27

R
. 
vi

ti
s 

9
-

-
-

+
-

+
-

-
-

-
-

18

R
. 
vi

ti
s 

1
-

-
-

+
-

-
-

-
-

-
-

9

R
. 
vi

ti
s 

7
+

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

9

R
. 
vi

ti
s 

11
+

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

9

R
. 
vi

ti
s 

13
+

-
-

-
+

-
-

-
-

-
-

9

Л
из

иру
ю

щ
ие

 
ш

тамм


ы
, 
%

81
54

27
27

18
18

18
9

0
0

0

П
римечание







: 
«+

» 
–

 наличие





 ли
з

иса
,

 «
-»

 –
 отсутствие







 
ли

зиса


.



30 Ì³êðîá³îëîã³ÿ ³ á³îòåõíîëîã³ÿ ¹ 8/2009    

Н.В. Ліманська, В.О. Iваниця, Ж.Ю. Сергеєва, Ф.I. Товкач

очередь указывают на относительную неспецифичность данных бактериоцинов, 
хотя нельзя исключить расширение активности за счет их множественности.

Полученные результаты свидетельствуют о том, что чувствительность к бак-
териоцинам у изученных культур R. vitis и R. radiobacter является штаммовым 
признаком. Высокая активность бактериоцинов и значительная чувствительность 
к ним свидетельствуют о жесткой конкуренции между штаммами R. vitis в био-
ценозе на уровне бактериоциногенности. 

Для подтверждения этого предположения провели изучение бактериоциноген-
ной активности веществ, выделившихся в результате спонтанной индукции клеток 
при их продолжительном росте. По сравнению с митомициновой индукцией, в этом 
случае было выявлено значительно меньшее количество зон лизиса на газонах 
тест-культур, однако ряд штаммов все же демонстрирует хорошо выраженную 
бактериоциногенную активность (табл. 2). 

Установлено, что R. vitis 15 синтезирует вещества, убивающие клетки 5 ис-
следованных штаммов, R. vitis 5 – 4 штаммов, а R. vitis С58, R. vitis 14, R. vitis 8 
и R. vitis 6 – 3 штаммов. 

Штаммы с широким спектром бактериоциногенной активности представляют 
большой практический интерес для дальнейшего выделения антагонистических 
веществ и использования их в биологической защите растений. По нашему мнению, 
бактериоцины, получаемые в результате спонтанной индукции, являются более 
предпочтительными для указанных целей из-за недорогой методики обработки 
культур, требующей меньших временных затрат.

Дальнейшее изучение межродового антагонизма с участием бактериоцинов 
позволило выявить некоторые особенности экологии возбудителей бактериального 
рака винограда. Часто R. vitis выделяются совместно с P. аgglomerans, широко 
распространенными грамотрицательными представителями микробиоты растений, 
вследствие чего выделение чистой культуры возбудителей бактериального рака 
требует особой тщательности. 

Пять штаммов этой эпифитной бактерии были выделены нами на винограднике 
в ассоциациях с культурами R. vitis. С данными штаммами были проведены ис-
следования бактериоциногенности P. аgglomerans по той же схеме, что и R. vitis. 
Результаты показали, что бактериоцины этой бактерии достаточно эффективно 
лизировали клетки целого ряда штаммов данного вида, а также многие штаммы 
канцерогенных ризобий (от 31 до 19%).

Кроме того, исследовали чувствительность культур R. vitis и выделенных из 
растений винограда культур P. аgglomerans к отдельным фракциям веществ с 
бактериоциногенной активностью музейных штаммов P. аgglomerans. Очищенные 
фракции вызывали лизис большего числа тестируемых культур (от 25 до 62,5%), 
чем неочищенные лизаты. 

Авторы выражают благодарность к.б.н. Кушкиной А.И. за оказание кон-
сультативной и технической помощи при выполнении работы.

Работа была выполнена в рамках проекта Министерства образования и 
науки Украины № HУ/448-2009 от 06.07.2009.
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БАКТЕРIОЦИНОГЕННА АКТИВНIСТЬ ШТАМIВ RHIZOBIUM VITIS I 
PANTOEAЕ АGGLOMERANS, ВИДIЛЕНИХ З РОСЛИН ВИНОГРАДУ 

Реферат

Виділені штами Rhizobium vitis і Pantoeae agglomerans проявили бактеріоци-
ногенну активність по відношенню до близькоспоріднених штамів. Показано, що 
досліджені культури розрізнялися за чутливістю до бактеріоцинів. У порівнянні з 
мітоміциновою індукцією, у випадку спонтанного виходу бактеріоцинів виявлялася 
значно менша кількість зон лізису на газонах тест-культур, однак низка штамів 
все ж виявляла добре виражену бактеріоциногенну активність.

К л ю ч о в і   с л о в а: Rhizobium vitis, Pantoeae agglomerans, бактері-
оцини.
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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. 


