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Abstract. In 2014-2015, in the Almaty region it was surveyed crops to detect bacterial diseases on tomatoes 

and potatoes. 
Selected samples were analyzed by isolating the pathogen in pure culture with further identification by the 

FLASH format. The analysis found that the isolates of cultural-morphological characteristics and biochemical 
properties are identical bacteria Ralstonia solanacearum. 
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ВЫЯВЛЕНИЕ И ИДЕНТИФИКАЦИЯ  
RALSTONIA SOLANACEARUM МЕТОДОМ FLASH-ПЦР 

 

Г. К. Низамдинова  
 

Казахский национальный аграрный университет, Алматы, Казахстан 
 

Ключевые слова: детекция, формат FLASH, ДНК, Ralstoniasolanacearum, питательная среда. 
Аннотация. В 2014-2015 гг., в Алматинской области проведено обследование посевов на наличие 

бактериальных болезней на томате и картофеле. Отобранные образцы анализировались путем выделения 
возбудителя болезни в чистую культуру с дальнейшей идентификацией в формате FLASH. В результате 
анализа установлено, что выделенные изоляты по культурально-морфологическим признакам и биохими-
ческим свойствам идентичны с бактерией Ralstonia solanacearum. 

 

Введение. Для своевременного применения средств защиты растений от болезней и контроля 
зараженности фитопатогенными микроорганизмами сельскохозяйственных культур на разных 
стадиях их возделывания и переработки крайне необходима детекция и точная идентификация 
патогена [1]. Предварительный диагноз болезней, вызываемых фитопатогенными бактериями, 
проводят по выявлению симптомов заболевания, а точную идентификацию возбудителя осуще-
ствляют по культурально-морфологическим, биохимическим признакам патогена посредством 
использования методов микроскопии и культивирования на питательных средах. При этом куль-
турально-морфологические признаки у близкородственных видов фитопатогенных бактерий могут 
совпадать, а внутри одного вида значительно варьировать. Более того, симптомы болезней могут 
проявляться нетипично или заболевание может проходить в скрытой форме [2].  

Поэтому применение более чувствительных методов является востребованным и обяза-
тельным мероприятием в диагностике фитопатогенов. В последние годы для идентификации и 
детекции фитопатогенных микроорганизмов все чаще применяется метод ПЦР [3]. 

Среди методов, основанных на полимеразной цепной реакции, одним из наиболее адаптиро-
ванных для практического применения является метод ПЦР с детекцией результатов в формате 
FLASH (качественная флуоресцентно-гибридизационная полимеразная цепная реакция).  
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Материалы и методы. В 2014-2015 гг., в Алматинской области проведено обследование 
посевов на наличие бактериальных болезней на томате и картофеле. 

Отобранные образцы анализировались путем выделения возбудителя болезни в чистую 
культуру с дальнейшей идентификацией в формате FLASH.  

Изоляцию возбудителей бактериозов проводили на картофельно-глюкозном агаре и селектив-
ной питательной среде SMSA, посредством инкубирования в термостате при температуре 28°С в 
течение 3-х суток. 

Выделение ДНК проводили на амплификаторе «Терцик» с помощью набора «Проба ГС» (ЗАО 
«НПФ ДНК-Технология»), следуя протоколу фирмы производителя. 

Метод основан на использовании для лизиса клеток – гуанидинатиоционата и последующей 
сорбции ДНК на носителе. После отмывки в пробе остается ДНК, сорбированная на носителе, с 
которого она легко снимется с помощью элюирующего раствора.  Регистрацию уровня флуорес-
ценции в реакционной смеси проводили после окончания ПЦР с помощью детектора «Джин». При 
амплификации специфических ПЦР-продуктов флуоресцентное излучение детектировалось от 
красителя FAM (длина волны возбуждения/излучения470/514 нм), а о результатах амплификации с 
ВК судили по флуоресценциикрасителя HEX (длина волн возбуждения/излучения 532/580 нм) [4]. 

Уровень флуоресценции в фоновых пробирках принимался за единицу, а величина специ-
фического сигнала и сигнала ВК рассчитывалась программой в единицах фона: сигнал HEX(ВК) 
больше 2,5 принимался за положительный (+); сигнал Fam(Специфики) больше 2,1 регистриро-
вался как положительный (+), менее 1,75 -отрицательный (-), а между 1,75 и 2,5 - сомнительный 
(?); при значениях сигнала «ВК» и «Специфики» меньше 1,75 результат считался недостоверным. 
В сведениях об образцах приведены названия анализируемых штаммов, «К+» - положительный 
контроль (ДНК Ralstoniasolanacearum) из диагностического набора, «К-» - образец прошедший 
этап выделения ДНК. 

Результаты исследований. Из 220 проанализированных образцов патоген был обнаружен 
только в 10 случаях, что составило 4,5%. Таким образом, при визуальном осмотре образцов прак-
тически не было выявлено явных симптомов заболевания. 

При пересеве на SMSA среде с КГА лишь единичные образцы дали рост плоских колоний 
бактерий с неправильными краями, с характерными красными завитками в центре (рисунок). По 
морфологическим и культуральным признакам бактерии были схожи с Ralstonia solanacearum. 

 

 
 

Колонии бактерии – Ralstonia solanacearum на среде SMSA 
 

Ralstonia solanacearum поражает более 200 видов растений, принадлежащих к 53 различным 
ботаническим семействам, а наиболее восприимчивыми к патогену являются растения из семей-
ства пасленовых [5]. 

Заболевание картофеля Ralstonia solanacearum вызывает бурую гниль, которая имеет статус 
карантинного вредного организма, а на томате возбудитель вызывает бактериальный вилт.  
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При заражении возбудители настолько заполняют сосуды, что они становятся видны, осо-
бенно на молодых побегах и ветвях в виде просвечивающих бурых продольных полос. Иногда 
аналогичные полосы наблюдаются на жилках листа. Проникновение возбудителя в органы рас-
тений чаще происходит через корневую систему при образовании придаточных корней. Здесь и 
появляются первоначально зоны потемнения, которые со временем расширяются. Попав в рас-
тения, бактерии быстро размножаются и заполняют сосуды. Вследствие их закупорки растения 
начинают увядать [6].  

С целью идентификации отобранных 10 штаммов с признаками Ralstonia solanacearum де-
тектировались на амплификаторе «Терцик» с помощью набора «Проба ГС» согласно протоколу 
фирмы-производителя. 

Расчет данных проходил автоматически по прилагаемой к флуориметру программе, после 
чего результаты анализа выводились в виде гистограмм и таблицы на монитор компьютера (таб-
лица). 

 
Результаты анализа образцов картофеля и томата на наличие возбудителя Ralstonia solanacearum, 2014-2015 гг. 

 

 
 

Из таблицы видно, что образцы под номерами №97-99, выделенные из проб томата, показали 
положительную реакцию по отношению к Ralstonia solanacearum, где сигнал по Fam отмечался 
выше 4.18, при этом показатель HEX превышал стандарт (17,59).  

Образцы, выделенные из проб картофеля, отмеченные как №112-116, также показали 
положительную реакцию, кроме образца №114, по которому установлен отрицательный результат 
по отношению к Ralstonia solanacearum. Показатели по штамму №113 были в два раза больше по 
сравнению +К, что свидетельствует об агрессивности штамма. Следует также отметить, что дан-
ные образцы картофеля, которые идентифицировались как возбудители бурой гнили, были взяты 
из местного рынка.  

Выводы. Таким образом, установлено, что выделенные изоляты по культурально-морфо-
логическим признакам и биохимическим свойствам идентичны бактерии Ralstonia solanacearum. 
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RALSTONIA SOLANACEARUM АУРУ ҚОЗДЫРҒЫШЫН FLASH ƏДІСІМЕН АНЫҚТАУ  
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Тірек сөздер: детекция, формат FLASH, ДНК, Ralstonia solanacearum, қоректік орта. 
Аннотация. 2014-2015 жылдары Алматы облысындағы қызанақ жəне картоп егістерінде бактериялық 

аурудың бар-жоқтығын анықтау үшін тексерулер жүргізілді. Алынған үлгілер таза культураға ауру қоздыр-
ғыштарды бөлу жолымен талданды жəне одан ары қарай FLASH форматында анықталды. Талдау нəти-
жесінде бөлініп алынған изолят культуралды-морфологиялық белгілері жəне биохимиялық қасиеттері 
бойынша Ralstonia solanacearum бактериясымен бірдей болғандығы анықталды. 
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