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В статье представлены результаты исследований по разработке систем генетической детекции 
фитотоксинов коронатина и сирингопептина в геномах бактериофагов Pseudomonas syringae. Коллекти-
вом авторов с использованием электронных ресурсов NCBI: BLAST nucleotide и PRIMER BLAST были сконстру-
ированы системы детекции фрагментов детерминант факторов патогенности (фитотоксинов) – коро-
натина и сирингопептина. Были определены нуклеотидные последовательности, исследованы гомоло-
ги, характерные для иных фитопатогенов. Система олигонуклеотидов (праймеров и зонда) для детекции 
фрагмента генов фитотоксинов Pseudomonas syringae коронатина (ген cma A) включает праймеры: прямой 
- CAATTGCATCTCGTCGGCTG, обратный - ATTACAAGCGGCTAACGCCT, зонд - BHQ1-ACCACACGACGGCTTTCAGCC-Fam и 
сирингопептина (ген syp C): прямой праймер - CTTGCAGTTCGTGATCCAGC, обратный - TTGCATCGGTTCGTCCAGTC, 
зонд - BHQ1-TGCGCACTGCACTGGTCTGG-Fam. Проведен ряд экспериментов по оптимизации протокола проведе-
ния амплификации: денатурация ДНК при температуре 95 0С 300 секунд однократно; отжиг праймеров - при 
температуре 95 0С 10 секунд, при температуре 60 0С 30 секунд - 5 циклов; элонгация - при температуре 95 0С 5 
секунд, при температуре 60 0С 10 секунд флуоресценция – 40 циклов. По данным амплификации данные детер-
минанты коронатина и сирингопептина не были идентифицированы в геномах бактериофагов Ps.s.7 УлГАУ и 
Ps.s.27 УлГАУ, входящих в состав биопрепарата. При изучении генома бактериального штамма Pseudomonas 
syringae № 3, использованного в качестве маточной культуры при наработке биомассы бактериофагов, де-
терминанты коронатина и сирингопептина были выявлены.

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

Введение
Согласно данным научной литературы, 

бактерии Pseudomonas syringae поражают ши-
рокий спектр растений, симптомы вызываемых 
бактериозов проявляются в виде гнилей, различ-
ного вида пятнистостей листьев, образованием 
галлов [1-2]. Разнообразие признаков инфекции 
и видов чувствительных растений позволило 
дифференцировать вид бактерии Pseudomonas 
syringae на патоварианты в зависимости от по-
ражаемого растения, что было оптимально для 
агрономии, но утрачивает актуальность из-за 
выявляемых случаев контаминации патоварами 
разных растений-хозяев. Также есть данные, что 
штаммы Pseudomonas syringae одного патова-
ра могут не иметь близкого филогенетического 
родства [3-4]. В настоящее время Pseudomonas 

syringae включает более чем 60 патоваров, вы-
делено девять геномовидов [2, 5]. Однако экс-
перименты показывают, что вышеназванные 
бактерии выделяются с растений, не имеющих 
каких-либо симптомов поражения, Это свиде-
тельствует о его способности к комменсализму. 
По литературным данным некоторые фитопа-
тогенные бактерии определенное время суще-
ствуют как эпифиты или эндофиты, не вызывая 
патологического процесса у растения-хозяина. 
Но при определенных обстоятельствах происхо-
дит переход бактерии из резидента в фитопато-
генную форму [1, 6-7]. Эволюционная динамика 
фитопатогенных псевдомонад позволяет об-
ходить системы защиты сельскохозяйственных 
культур, быстро адаптироваться к новым рас-
тениям-хозяевам, обеспечивает устойчивость к 
антибактериальным агентам [8], поэтому важно 
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иметь надежные методы идентификации, кото-
рые позволят быстро и качественно выявлять 
бактерии Pseudomonas syringae в различных 
субстратах [9-11]. 

Авторами исследований разработан фа-
говый биопрепарат на основе выделенных и 
селекционированных бактериофагов Ps.s.7 и 
Ps.s.27 серии УлГАУ для индикации, идентифи-
кации Pseudomonas syringae и в качестве ин-
струмента биопроцессинга. При исследовании 
возможности переноса факторов патогенно-
сти бактериофагами, активными в отношении 
Pseudomonas syringae, важно понимание, что 
фаговая ДНК может нести в своем составе гены 
(или их фрагменты), определяющие видовую 
патогенность для растений [12-13]. Учитывая 
возможность горизонтального переноса генов, 
цель данного исследования – разработка си-
стемы для молекулярно-генетической детекции 
генов, кодирующих экспрессию коронатина и 
сирингопептина, которые частично определяют 
факторы патогенности бактерий Pseudomonas 
syringae в отношении сельскохозяйственных 
культур. 

Материалы и методы исследований
В исследованиях был использован штамм 

бактерии Pseudomonas syringae № 3, получен-
ный из микробиологического музея кафедры 
микробиологии, вирусологии, эпизоотологии и 
ВСЭ ФГБОУ ВО Ульяновский ГАУ; бактериофаги 
Ps.s.7 и Ps.s.27 серии УлГАУ, выделенные коллек-
тивом авторов.

Для подбора и оптимизации праймеров, 
специфичных в отношении изучаемых бактерий 
и бактериофагов, были использованы ресурсы 
NCBI: BLAST nucleotide и PRIMER BLAST. Систез 
праймеров и зондов осуществлялся методом 
химического концентрирования на приборе 
ASM-800 (фирма «Биоссет», г. Новосибирск) с 

использованием реагентов: мономеров (dA-CE 
фосфорамидид, dC(Bz) CE фосфорамидид, dG-
CE фосфорамидид, dT-CE фосфорамидид), акти-
ватора 5- Ethylthio-1H-Tetrazole, полимеров CPG, 
колонки 100nmol/ 12 ul (dA, dC, dG, T). Выделе-
ние ДНК проводили с использованием набора 
реагентов EX 511 «ДНК-Экстран-2» (ООО «Син-
тол», г. Москва), для постановки ПЦР применя-
ли набор реагентов R-412 «Набор реагентов для 
проведения ПЦР-РВ», имеющий состав: дезок-
синуклеотидтрифосфаты - 2,5 мМ, 10-кратный 
ПЦР буфер, MgCl2 – 25 мМ, Taq ДНК-полимераза 
с ингибирующим активность фермента антите-
лами-5 Е/мкл (ООО «Синтол», г. Москва).

Лабораторная посуда и оборудование: 
центрифуга Микроспин FV-2400 (BioSan, Лат-
вия), центрифуга Eppendorf 5804, Центрифуга/ 
вортекс для пробирок (BioSan, Польша), лами-
нарный бокс БМБ-II-«Ламинар-С»-1 2 (ЛамСи-
стем, Россия), твердотельный термостат TDB120 
(BioSan, Польша), центрифуга-встряхиватель ме-
дицинская серии СМ-50М (ELMI, Польша), ам-
плификатор, детектирующий «ДТ прайм» (ДНК 

Рис. 2 - Анализ специфичности гена cmaA Pseudomonas syringae

Рис. 1 - Нуклеотидная последователь-
ность гена cmaA Pseudomonas syringae
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технология, Россия).
Результаты исследова-

ний 
Для изучаемых фито-

токсинов были определены 
нуклеотидные последова-
тельности в системе NCBI, ис-
следованы гомологи, харак-
терные для других фитопа-
тогенов. Так для коронатина 
Pseudomonas syringae опре-
делена последовательность 
гена cmaA, представленная 
на рисунке 1.

Данные по специфич-
ности данного гена для 
Pseudomonas syringae отра-
жены на рисунке 2.

Проведено выравнива-
ние гена cmaA (рис. 3).Уста-
новлено, что на 97% имеются 
гомологии с другими пред-
ставителями рода Pseudomo-
nas. Поскольку не исключен 
горизонтальный перенос гена 
между видами одного рода 
(включен в состав плазмиды), 
нами была выбрана область, 

соответствующая всем представленным гено-
мам.

Последовательности праймеров и олиго-
нуклеотидного зонда представлены в таблице 1.

Сирингопептин является фитотоксином, 
состоящим из 22 аминокислот, он индуциру-
ет некроз растительной ткани. Генетический 
кластер фитотоксина включает в себя гены 
sypA, sypB и sypC. Последний содержит два 
C-концевых домена тиоэстеразы, которые ката-
лизируют высвобождение сирингопептина из 
синтетазы и циклизацию пептида с образовани-
ем лактонового кольца и включает 40, 6 тыс. пар 
нуклеотидов [14].

На основании базы данных NCBI опреде-
лен нуклеотидный состав гена sypC (рис. 4).

Специфичность гена sypC представлена на 
рисунке 5. Проведено выравнивание гена (рис. 
6).

Последовательности подобранных прай-
меров и олигонуклеотидного зонда указаны в 
таблице 1.

При последовательном сравнительном 
анализе всех представленных праймерных си-
стем было исключено образование возможных 

Рис. 3 - Выравнивание гена cmaA (фрагмент) Pseudomonas 
syringae.

Рис. 4 - Нуклеотидная последовательность 
гена sypC Pseudomonas syringae
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Рис. 5 - Анализ специфичности гена sypC Pseudomonas syringae (фрагмент)

Рис. 6 - Выравнивание гена sypC (фрагмент) Pseudomonas syringae.

Таблица 1 
Система олигонуклеотидов (праймеров и зон-

да) для детекции фрагмента генов фитотоксинов 
Pseudomonas syringae

ген праймеры олигонуклеотиды
cmaA Прямой CAATTGCATCTCGTCGGCTG

Обратный ATTACAAGCGGCTAACGCCT
Зонд BHQ1-ACCACACGACGGCTTTCAGCC-Fam

sypC Прямой CTTGCAGTTCGTGATCCAGC
Обратный TTGCATCGGTTCGTCCAGTC

Зонд BHQ1- TGCGCACTGCACTGGTCTGG-Fam

Таблица 2 
Протокол для проведения амплифика-

ции 

№ шага Температура, 
°С Время, сек. Количество 

повторов
1 95 300 1

2
95 10

5
60 30

3
95 5

40
60 10 - флуорес-

ценция
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вторичных структур при реакции.
После синтеза праймеров и олигонукле-

отидного зонда с флуоресцентной меткой FAM 
(использован тушитель BHQ1) был проведен 
ряд экспериментов по оптимизации протокола 
проведения амплификации. В результате рабо-
ты были получены данные, представленные в 
таблице 2 и рис. 12-15.Установлено, что фраг-
менты гена cmaA и sypC были выявлены в гено-
ме штамма Pseudomonas syringae № 3, который 
был использован при выделении и селекции 
бактериофагов Ps.s.7 УлГАУ и Ps.s.27 УлГАУ. 
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Рис. 7 - Результаты амплификации фраг-
мента гена cmaA Pseudomonas syringae 
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Рис. 8 - Результаты амплификации фраг-
мента гена sypC Pseudomonas syringae

Обсуждение
Изначально геномный анализ генов, ко-

дирующих эффекторы и токсины, был исполь-
зован для изучения филогенетики и эволюции 
патогенности среди различных штаммов Pseu-
domonas syringae [3]. Вопросам, посвященным 
разработке стратегии биоконтроля на основе 
фагов, уделяется значительное внимание, но 
без определения детерминант патогенности 
невозможно рекомендовать бактериофаг в ка-
честве кандидатного для изготовления биопре-
парата [10, 13]. Полученные нами данные по 
изучению возможности горизонтального пере-
носа генов, кодирующих экспрессию коронати-
на и сирингопептина, подтверждаются данными 

cоавторами, которые также получили отрица-
тельные результаты при проведении аналогич-
ных исследований, изучая бактериофаг PHB09 
[15].

Заключение
При разработке биопрепаратов на основе 

бактериофагов важна, прежде всего, безопас-
ность. Учитывая возможность горизонтального 
переноса генов, было необходимо установить, 
что ДНК бактериофагов Ps.s.7 УлГАУ и Ps.s.27 Ул-
ГАУ не может нести в своем составе гены (или 
их фрагменты), определяющие видовую па-
тогенность. Одним из характерных признаков 
инфицирования Pseudomonas syringae является 
появление хлороза на листьях, задержка роста 
и гипертрофия тканей растения, что обусловле-
но синтезом фитотоксинов коронатина и сирин-
гопептина. Коронатин вызывает ряд реакций у 
растений, которые могут быть аналогичны та-
ковым на этилен или индолуксусную кислоту. 
Цитотоксичность сирингопептина определяется 
его способностью образовывать ионные поры в 
плазматической мембране клеток-мишеней. 

Результатом проведенных исследова-
ний было конструирование системы детек-
ции фрагментов детерминант фитотоксинов, 
которая включает для коронатина (ген cma A)
праймеры: прямой - CAATTGCATCTCGTCGGCTG, 
обратный - ATTACAAGCGGCTAACGCCT, зонд 
- BHQ1-ACCACACGACGGCTTTCAGCC-Fam и 
сирингопептина (ген syp C): прямой прай-
мер - CTTGCAGTTCGTGATCCAGC, обратный 
- TTGCATCGGTTCGTCCAGTC, зонд - BHQ1-
TGCGCACTGCACTGGTCTGG-Fam. Авторами была 
проведена оптимизация протокола проведения 
амплификации, включающая 3 этапа: 1 этап - 
денатурацию ДНК при температуре 95 0С 300 се-
кунд однократно; 2 этап - отжиг праймеров - при 
температуре 95 0С 10 секунд, при температуре 
60 0С 30 секунд - 5 циклов; 3 этап - элонгацию - 
при температуре 95 0С 5 секунд, при температу-
ре 60 0С 10 секунд (флуоресценция) – 40 циклов. 

Полученные при апробации разработан-
ной системы данные амплификации позволя-
ют утверждать, что детерминанты коронатина 
и сирингопептина не были идентифицированы 
в геномах бактериофагов Ps.s.7 УлГАУ и Ps.s.27 
УлГАУ, входящих в состав биопрепарата, раз-
работанного коллективом авторов для фагои-
дентификации бактерий Pseudomonas  syringae
и биопроцессинга пищевых продуктов и сель-
скохозяйственного сырья, но были выявлены 
при изучении генома бактериального штамма 
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Pseudomonas syringae № 3, использованного в 
качестве маточной культуры при наработке био-
массы бактериофагов.
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DEVELOPMENT OF SYSTEMS FOR GENETIC DETECTION OF CORONATIN AND SYRINGOPEPTIN PHYTOTOXINS IN 
GENOMES OF PSEUDOMONAS SYRINGAE BACTERIOPHAGES

Feoktistova N. A., Mastilenko A. V., Suldina E. V., Bogdanov I. I.
Federal State Budgetary Educational Institution of Higher Education Ulyanovsk State Agrarian University

432017, Ulyanovsk, NovyiVenets boulevard, 1; 8(8422)55-95-47; e-mail: feokna@yandex.ru
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The article presents results of studies on development of systems for genetic detection of coronatin and syringopeptinphytotoxins in genomes of 

Pseudomonas syringae bacteriophages. A team of authors designed detection systems for fragments of determinants of pathogenicity factors (phytotoxins) 
– coronatin and syringopeptin with application of electronic resources of NCBI: BLAST nucleotide and PRIMER BLAST. Nucleotide sequences were determined, 
homologues characteristic of other phytopathogens were studied. The system of oligonucleotides (primers and probe) for detecting a fragment of 
Pseudomonas syringaephytotoxincoronatin genes (cma A gene) includes primers: forward - CAATTGCATCTCGTCGGCTG, reverse - ATTACAAGCGGCTAACGCCT, 
probe - BHQ1-ACCAACACGACGGCTTTCAGCC-Fam and syringopeptin (syp C gene): forward primer - CTTGCAGCTT, reverse - TTGCATCGGTTCGTCCAGTC, probe - 
BHQ1-TGCGCACTGCACTGGTCTGG-Fam. A number of experiments were carried out to improve the amplification protocol: DNA denaturation at a t emperature 
of 95 0C for 300 seconds once; primer annealing - at a temperature of 95 0C for 10 seconds, at a temperature of 60 0C for 30 seconds - 5 cycles; elongation - at a 
temperature of 95 0C for 5 seconds, at a temperature of 60 0C for 10 seconds fluorescence - 40 cycles. According to the amplification data, these determinants 
of coronatin and syringopeptin were not identified in the genomes of bacteriophages Ps.s.7 UlGAU and Ps.s.27 UlGAU, which are part of biological product. 
When studying the genome of the bacterial strain Pseudomonas syringae № 3, used as a mother culture in production of bacteriophage biomass, coronatin 
and syringopeptin determinants were identified.
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