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В статье представлены результаты исследований по определению размера нуклеиновых кислот бак-
териофагов Ps.s-7 УлГАУ и Ps.s-27 УлГАУ. Во введении статьи обоснована актуальность исследований для клас-
сификации бактериофагов по типу и размеру нуклеиновой кислоты. Установлено методом экстракции на 
магнитных частицах и фенольно-хлороформной экстракцией, что максимальный расчетный размер для ДНК 
бактериофага Ps.s-7 УлГАУ (изолирован из пробы почвы, характеристики: литическая активность, определя-
емая по методу Gracio, 2,0±0,1х109 БОЕ/мл, по методу Аппельмана – 10-8, капельным тестом - n9; спектр ли-
тического действия 85,7 %) составил 38137 п.н., для бактериофага Ps.s-27 УлГАУ (изолирован из пробы почвы, 
характеристики: 1,0±0,1х109 БОЕ/мл по Грацио, по Аппельману – 10-8, капельный тест - n9; спектр литического 
действия составил 85,7 %) размер ДНК был равен 23744 п.н. В исследованиях использовали маркер молекуляр-
ного веса ДНК Quick-Load Extend DNA 500-48500 п.н., спектрофотометр «Nanodrop 2000/2000c» (ThermoFisher), 
применяли методику электрофореза в ПААГ. Полученные данные позволят определить филогенетическое 
родство бактериофагов Ps.s-7 УлГАУ и Ps.s-27 УлГАУ с аннотированными в базе NCBI бактериофагами, при-
меняя Protein BLAST, активными в отношении фитопатогенных бактерий Pseudomonas syringae, вызывающих 
опухолевые новообразования, гниение, прекращение роста и гибель части культивируемых человеком расте-
ний без загнивания, хлороз, некроз и т.п.

Исследование выполнено при финансовой поддержке РФФИ и Ульяновской области РФ в рамках научного 
проекта № 19-44-730014

Введение
Тема изучения вирусов прокариот при-

менительно к практике сельского хозяйства яв-
ляется крайне актуальной и востребованной в 
мировой практике, исследования по ней идут 
во множестве стран. На данный момент Россия 
имеет существенное отставание в данной тема-

тике, которое может быть легко преодолено с 
использованием существующего в нашей стра-
не практического и фундаментального научного 
задела. «Одомашненные» человеком бактерио-
фаги способны существенно изменить практику 
защиты растений от бактериозов и стать надеж-
ным инструментом [1-2]. 



137

ВЕ
СТ

НИ
К

Ул
ья

но
вс

ко
й 

го
су

да
рс

тв
ен

но
й

се
ль

ск
ох

оз
яй

ст
ве

нн
ой

 а
ка

де
м

ии

06.02.00 ВЕТЕРИНАРИЯ И ЗООТЕХНИЯ

В основе одной из современных класси-
фикаций бактериофагов лежит определение 
типа и размера нуклеиновой кислоты, состав-
ляющей их наследственный аппарат. Однако не 
менее важной характеристикой их филогении 
является и размер ДНК или РНК. По данным 
научных публикаций, размерность фагового 
генома регистрируется в пределах от 3,5 (бак-
териофаг MS2) до 498 (бактериофаг G) тысяч 
оснований/пар оснований (п.о.) [3-4]. В рамках 
выполнения проект «Фундаментальные осно-
вы разработки фагового препарата, специфич-
ного для Pseudomonas syringae, и прикладные 
аспекты его применения для фагоидентифи-
кации и биопроцессинга пищевых продуктов и 
сельскохозяйственного сырья» №19-44-730014, 
финансируемому РФФИ и правительством Улья-
новской области, была сформулирована цель 
исследований - определение размера нуклеи-
новых кислот бактериофагов Ps.s-7 УлГАУ и Ps.s-
27 УлГАУ, которые соответствовали основным 
критериям отбора объектов исследований для 
дальнейшей работы.

Материалы и методы исследований
Характеристика объектов исследований. 

Бактериофаг Ps.s-7 УлГАУ был изолирован из 
пробы почвы (Самарская область, Кошкинский 
район, с. Большая Константиновка) и имел сле-
дующие характеристики: литическая активность, 
определяемая по методу Gracio, 2,0±0,1х109

БОЕ/мл, по методу Аппельмана – 10-8, капель-
ным тестом - n9; спектр литического действия - 
специфичен для 85,7 % бактериальных штамов 
Pseudomonas syringae из 14, выделенных из объ-
ектов внешней среды и типированных на осно-
вании бактериологических тестов. Бактериофаг 
Ps.s-27 УлГАУ изолирован из пробы почвы (Са-
марская Ульяновская область Ульяновский рай-
он, п. Ундоры) и характеризовался следующими 
показателями: 1,0±0,1х109 БОЕ/мл по Грацио, по 
Аппельману – 10-8, капельный тест - n9; спектр ли-
тического действия составил 85,7 % на 14 бакте-
риальных культурах Pseudomonas syringae [5-6]. 

Индикаторный штамм бактерий 
Pseudomonas syringae Р. s.- 3 инкубировали 9±1 
часов в LB, далее 10 мкл добавляли в 10 мл 
LB, перемешивали орбитальным шейкером (v
= 150 об / мин) до OD 695, равным 0,2. Затем 
300 микролитров Pseudomonas syringae Р. s.- 3 
вносили в 100 мкл бактериофага Ps.s-7 УлГАУ 
(Ps.s-27 УлГАУ) (~ 106 БОЕ/мл (PFU) / мл) и остав-
ляли на 15 минут при температуре 22±1°С, да-
лее добавляли 3 мл 0,7 % МПА (температура 
40±2)°С, перемешивали и инкубировали при 

28°С. 40 миллилитров буфера SM вносили в 
сборную пробирку, перемешивали, инкубиро-
вали 9±1 часов при 10°C, с целью создания ус-
ловий для диффузии бактериофагов из МПА в 
буфер. Далее осуществляли центрифугирова-
ние при 250 g (25 мин). Осуществляли очистку 
супернатанта мембранными фильтрами (d пор 
0,45 мкм), затем фильтрами с d пор 0,22 мкм. 
Фильтрат смешивали с 1/8 объемного раствора 
полиэтиленгликоля (ПЭГ) 6000 (2,5 М NaCl, 20% 
(вес/объем) PEG 6000) (инкубация на льду в те-
чение 30 мин). Далее осуществляли центрифу-
гирование при 16000 g (10 мин), вводили в 0,5 
мл 10 мМ ТРИС ((pH=7,5), 10 мМ MgCl2, 100 мМ 
NaCl)). Для разрушения нуклеиновой кислоты 
применяли10 ед. ДНКазы I и 10 мкг / мл РНКазы 
А (параметры - 30 мин при 37°С). Проводили экс-
трагирование (Sambrook et al., 2001).

Для экстракции ДНК использовали ком-
мерческий набор «УниМаг» («ВекторБест», Рос-
сия). Очищенные НК элюируются с поверхности 
частицы в малом объеме воды, свободной от 
нуклеаз (20–50 мкл). Это позволяет концентри-
ровать РНК/ДНК при работе с малым количе-
ством НК в образце. В чистую пробирку вводи-
ли 500 мкл лизирующей смеси с магнитными 
частицами, добавляли 100 мкл образца и пере-
мешивали, используя вортекс, 4±1 сек. Затем 
пробирки ставили в твердотельный термостат 
(15 минут при 56˚С), проводили периодическое 
перемешивание. Ставили на 3 минуты пробирки 
на магнитный штатив, колбами-ловушками уда-
ляли надосадок; вводили 500 мкл промывоч-
ного раствора (№ 1), перемешивали вортексом 
4±1 сек, затем вновь использовали в течение 3 
мин магнитный штатив и удаляли надосадок. 
Добавляли 500 мкл промывочного раствора (№ 
2) и осуществляли протокол, аналогичный для 
обработки промывочным раствором (№ 1). На-
досадок удаляли с применением колбы–ловуш-
ки и добавляли 1000 мкл этилового спирта (70 
% р-р), перемешивали вортексом 4±1 сек, ис-
пользовали далее магнитный штатив в течение 
3 мин, убирали надосадок колбой-ловушкой. 
Осадок сушили при температуре 23±1°С, добав-
ляли 100 мкл элюирующего раствора, вортек-
сировали 8±2 сек. В заключении однородную 
взвесь термостатировали 15 мин при 80˚С, за-
тем использовали магнитный штатив в течение 
3 минут.

В исследованиях использовали маркер 
молекулярного веса ДНК Quick-Load Extend DNA 
500-48500 п.н., спектрофотометр «Nanodrop 
2000/2000c» (ThermoFisher), применяли мето-
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дику электрофореза в ПААГ. Методология иссле-
дований описана в научных публикациях [7 - 9].

Результаты исследований
Результаты наших ранее поставленных экс-

периментов по определению коэффициента чи-
стоты (нуклеиновых кислот) НК свидетельствуют 
о том, что использование метода экстракции на 
магнитных частицах и фенольно-хлороформная 
экстракция дают максимальные результаты [10]. 
Однако коэффициент поглощения нуклеиновых 
кислот для методики с магнитными частицами 
значительно выше таковой у фенольно-хлоро-
формной экстракции (в 1,07-3,91 раза). На рис. 1 
представлены данные электрофореза экстраги-
рованной ДНК бактериофага Ps.s-7 УлГАУ в ПААГ.

Рис. 1 - Электрофореграмма экстрагиро-
ванной ДНК бактериофага Ps.s-7 УлГАУ в ПААГ. 
Трек 1 – Ps7-11, трек 2 – маркер молекулярного 
веса ДНК Quick-Load Extend DNA 500-48500 п.н.

Далее на основе маркера молекулярного 
веса бактериофага Ps.s-7 УлГАУ нами был по-
строен калибровочный график (рис. 2-3).

Рис. 2 - Профиль маркера молекулярно-
го веса бактериофага Ps.s-7 УлГАУ Quick-Load 
Extend DNA

Рис. 3 - Калибровочный график маркера 
молекулярного веса бактериофага Ps.s-7 УлГАУ 
Quick-Load Extend DNA

Результаты расчета молекулярного веса 
экстрагированной ДНК бактериофага Ps.s-7 Ул-
ГАУ представлены на рис. 4-5 и табл. 1.

Рис. 4 - Электрофореграмма экстрагиро-
ванной ДНК бактериофага Ps.s-7 УлГАУ в ПААГ

Рис. 5 - Профиль экстрагированной ДНК 
бактериофага Ps.s-7 УлГАУ в ПААГ

В результате экспериментов были опреде-
лены размеры нуклеиновых кислот бактериофа-
га Ps.s-7 УлГАУ. Максимальный расчетный раз-
мер составил 38137 п.н. 



139

ВЕ
СТ

НИ
К

Ул
ья

но
вс

ко
й 

го
су

да
рс

тв
ен

но
й

се
ль

ск
ох

оз
яй

ст
ве

нн
ой

 а
ка

де
м

ии

Рис. 6 - Электрофореграмма экстрагиро-
ванной ДНК бактериофага Ps.s-27 УлГАУ в ПААГ. 
Трек 2 – Ps30, трек 1 – маркер молекулярного 
веса ДНК Quick-Load Extend DNA 500-48500 п.н.

Далее на основе маркера молекулярного 
веса бактериофага Ps.s-27 УлГАУ был построен 
калибровочный график (рис. 7-8).

Рис. 7 - Профиль маркера молекулярно-
го веса бактериофага Ps.s-27 УлГАУ Quick-Load 
Extend DNA

Рис. 8 - Калибровочный график маркера 
молекулярного веса бактериофага Ps.s-27 Ул-
ГАУ Quick-Load Extend DNA

Результаты расчета молекулярного веса 
экстрагированной ДНК бактериофага Ps.s-27 Ул-
ГАУ представлены на рис. 9-10 и табл. 2.

Рис. 9 - Электрофореграмма экстрагиро-
ванной ДНК бактериофага Ps.s-27 УлГАУ в ПААГ

Рис. 10 - Профиль экстрагированной ДНК 
бактериофага Ps.s-27 УлГАУ в ПААГ

Для бактериофага Ps.s-27 УлГАУ размер 
нуклеиновых кислот составил 23744 п.н. 

Обсуждение
По литературным данным, размер гено-

ма крупных ДНК-содержащих вирусов равен 
2-4х105 п.н. (200-450 т.п.н. у поксвирусов и виру-
сов герпеса), у у мелких вирусов зарегистриро-
ван геном длиной 1 мкм, состоящий из 1,2 т.п.н. 
[11-12] 

Проведенные С.Н. Золотухиным и Д.А. 
Васильевым (2016) исследования 14 штам-
мов бактериофагов, специфичных для родов 

Таблица 1 
Определение молекулярного веса ДНК бактериофага Ps.s-7 УлГАУ
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Citrobacter, Klebsiella, Proteus, Enterobacter, ви-
дов, Y. enterocolitica, М. morganii и E. coli серова-
ров O157:H7 и H- свидетельствуют об эффектив-
ности выделения нуклеиновой кислоты с при-
менением фенольно-дегратационного метода. 
Выявленные нуклеиновые кислоты бактериофа-
гов вышеназванных представителей семейства 
Enterobacteriaceae были представлены ДНК раз-
мером 45083-67045 п.о [13].

В результате проведенных нами иссле-
дований было установлено, что применение 
методики экстракции на магнитных частицах 
и фенольно-хлороформная экстракция ведут к 
выходу матричной НК с максимальной чисто-
той. Определены размеры нуклеиновых кислот 
бактериофагов Ps.s-7 УлГАУ и Ps.s-27 УлГАУ. Мак-
симальный расчетный размер для ДНК бактери-
офага Ps.s-7 УлГАУ составил 38137 п.н., для бак-
териофага Ps.s-27 УлГАУ размер ДНК был равен 
23744 п.н. 

Заключение
Так как в основе классификации семейств 

бактериофагов, используемой в настоящее вре-
мя, лежит тип нуклеиновой кислоты генома бак-
териофага и описание морфологии его капсида 
[1, 14], полученные нами данные позволят в 
определить филогенетическое родство бакте-
риофагов Ps.s-7 УлГАУ и Ps.s-27 УлГАУ с анноти-
рованными в базе NCBI бактериофагами, при-
меняя Protein BLAST, активными в отношении 
Pseudomonas syringae. 
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SPECIFICATION OF SIZE OF NUCLEIC ACIDS OF PS.S-7 ULGAU AND PS.S-27 ULGAU BACTERIOPHAGES

Feoktistova N.A., Suldina E.V., Masilenko A.V., Abdurakhmanov I.M.
FSBEI HE Ulyanovsk SAU

432017, Ulyanovsk, Novyi Venets boulevard, 1; 8 (8422) 55-95-47; e-mail: feokna@yandex.ru

Keywords: Pseudomonas syringae, nucleic acids, size, bacteriophages, DNA, method, extraction

The article presents results of studies on specification of the size of nucleic acids of Ps.s-7 UlGAU and Ps.s-27 UlGAU bacteriophages. The relevance of the 
research on classification of bacteriophages by type and size of nucleic acid is substantiated in the introduction of the article. It was established, by the method 
of extraction on magnetic particles and phenol-chloroform extraction, that the maximum calculated size for the DNA of Ps.s-7 UlGAU bacteriophage (isolated 
from a soil sample, characteristics: lytic activity, determined by the Gracio method, - 2.0 ± 0.1x109 pfu / ml, by Appelman’s method - 10-8, drip test - n9; spectrum 
of lytic action - 85.7%) was 38137 bp, for Ps.s-27 UlGAU bacteriophage (isolated from a soil sample, characteristics: 1.0 ± 0.1x109 pfu / ml according to Grazio, 
according to Appelman - 10-8 , drop test - n9; spectrum of lytic action was 85.7%) DNA size was 23744 bp. The studies used a DNA molecular weight marker 
Quick-Load Extend DNA 500-48500 bp, a Nanodrop 2000 / 2000c spectrophotometer (ThermoFisher), and a PAGE electrophoresis technique. The obtained 
data will make it possible to specify the phylogenetic relationship of Ps.s-7 UlGAU and Ps.s-27 UlGAU bacteriophages with bacteriophages annotated in the 
NCBI database, using Protein BLAST, active against phytopathogenic Pseudomonas syringae bacteria, causing tumor neoplasms, rotting, growth cessation and 
death of a part of plants cultivated by humans without decay, chlorosis, necrosis, etc. 
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