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Проведено изучение видового состава фитопатогенных пектолитических 
бактерий, поражающих стебли и клубни картофеля. Выделенные из образ­
цов пораженного картофеля штаммы бактерий были идентифицированы 
до вида и подвида с помощью основных биохимических тестов и ПЦР-анализа 
со специфичными праймерами. При анализе образцов из Липецкой обл. впер­
вые в Российской Федерации среди возбудителей черной ножки и мокрой гни­
ли картофеля были выделены штаммы фитопатогенных бактерий, относящиеся 
к роду Dickeya, идентифицированные по последовательностям генов pelB, dnaX 
и спектру AFLP как D. dianthicola.
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Фитопатогенные пектолитические 
бактерии вызывают наиболее вредо­
носные болезни картофеля — чер­
ную ножку и мокрую гниль [2]. Обыч­
ный возбудитель — Pectobacterium 
carotovorum имеет два подвида, кото­
рые вызывают преимущественно чер­
ную ножку у вегетирующих расте­
ний картофеля и мокрую гниль клуб­
ней вегетирующих растений (P. ca­
rotovorum ssp. atrosepticum (Pea)) 
или гниль клубней картофеля после 
уборки урожая (P. carotovorum ssp. 
carotovorum (Pec)) [15]. Вид, ранее 
известный как Erwinia chrysanthemi, 
вызывал как сосудистое поражение 
растений картофеля в поле (черную 
ножку), так увядание и гниль широ­

кого круга с.-х. и декоративных рас­
тений в регионах с жарким климатом. 
В 2005 г. в результате изучения ком­
плекса физиологических и молеку­
лярных признаков эти бактерии пе­
ренесены в новый род Dickeya, вклю­
чающий 6 видов (табл. 1) [11].

В 1990-е годы Dickeya spp. (Dsp) 
распространился в странах Запад­
ной (Великобритания, Нидерланды), 
Северной (Финляндия, Дания, Шве­
ция), Восточной Европы (Польша, 
Венгрия) и странах Ближнего Восто­
ка (Турция, Израиль), что, вероятно, 
объясняется климатическими измене­
ниями в Северном Полушарии. Поте­
ри от этого патогена в Нидерландах, 
связанные только с выбраковкой за-
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Т а б л и ц а  1
Список оригинальных и коллекционных штаммов бактерий родов Pectobacterium 

и Dickeya, использованных в работе

Штамм Растение-хозяин Географическое
происхождение

Биовар/ 
реакция 
с ADE1/2

Вид

201-3,
204-3

Zea mays Краснодарский край ?/+ Pectobacterium carotovo- 
rum subsp. atrosepticum

D8, D9, 
D17, D33

Solanum tuberosum Липецкая обл. ?/+ D. dianthicola

2115 Dahlia sp. Румыния, 1962 А D. dianthicola
2116 S. tuberosum Франция, 1975 7 D. dianthicola
2117 Parthenium argenatum США, 1945 6 D. chrysanthemi bv. 

parthenii
2118 Chrysanthemum США, 1958 5 D. chrysanthemi bv. 

chrysanthemi
2119 Helianthus annuus Франция, 1986 5 D. chrysanthemi bv. 

Chrysanthemi
2120 Pelargonium capitatum Коморские острова, 

1960
3 D. dadantii

2121 Ananas comosus Малайзия, 1961 3 D. dadantii
2122 Ipomea batatas Куба, 1987 А D. dadantii
2124 Dieffenbachia sp. Франция, 1972 2 D. dieffenbachiae
2125 Dieffenbachia sp. США, 1957 2 D. dieffenbachiae
2126 Lycopersicon esculentum Куба, 1987 2 D. dieffenbachiae
2127 Musa paradisiacal Колумбия, 1968 4 D. paradisiacal
2128 Zea mays Куба, 1987 4 D. paradisiacal
2129 Musa paradisiacal Колумбия, 1970 А D. paradisiacal
2131 Zea mays США, 1970 3 D. zeae
2132 Chrysanthemum

morifolium
США, 1970 3 D. zeae

2133 Ananas comosus Франция, Мартиник, 
1991

3 D. zeae

2094 S. tuberosum Финляндия, 2005, 
04V043k, w0443k

3 D. solani

2222 S. tuberosum Нидерланды,2007 3 D. solani

раженного семенного картофеля, со­
ставили в 2007 г. более 25 млн евро, а 
прямые потери урожая картофеля — 
более 15 млн евро [13]. Первоначаль­
но наиболее часто встречающимся 
патогеном этого рода был D. dianthi- 
cola, вызывавший медленное увяда­
ние растений в поле. В последние годы 
из растений картофеля с симптомами 
типичной черной ножки была выде­
лена новая группа бактерий, условно 
названная D. «solani». Считается, что 
Dsp менее жизнеспособна в почве по

сравнению с Рсс и Рса, но она вы­
живает и размножается в речной воде 
в ассоциации с водорослями. Ранее 
Dsp выделяли из растений кукуру­
зы в Краснодарском и Ставрополь­
ском краях [1]. В 2009 г. в результате 
анализа пораженных черной ножкой 
и мокрой гнилью образцов из Липец­
кой обл. нами впервые были выделены 
штаммы фитопатогенных бактерий, 
относящиеся к роду Dickeya, которые 
в ходе работы были идентифицирова­
ны как D. dianthicola.
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Материалы и методы

Выделение и хранение штаммов

Из пораженных образцов карто­
феля, полученных из Липецкой обл., 
проводили выделение бактерий на 
картофельный агар (КА) с генциан- 
виолетом и на среду Логана в чаш­
ках Петри [12]. Чашки инкубировали 
в термостате в течение 2—4 сут. при 
28°С. Изолировали колонии, окайм­
ленные зоной разжижения пектат- 
ного геля. Бактериальные суспен­
зии изолятов хранили в 15%-м гли­
церине при ~70°С. Определение 
фенотипических свойств проводили 
согласно методам, описанным в ме­
тодическом руководстве по иденти­
фикации фитопатогенных бактерий 
[2]. Патогенность выделенных куль­
тур оценивали по способности вызы­
вать мягкую гниль ломтиков карто­
феля. Выделение ДНК из бактерий
проводили с помощью набора «Проба- 
ГС» («ДНК-технология», Москва) со­
гласно рекомендациям производите­
ля. Для генетической характеристи­
ки выделенных штаммов проводи­
ли ПЦР с праймерами ADE1/ADE2, 
специфичными к фрагменту гена 
pelB Dickeya spp. [4], и с прайме­
рами dnaXF/ dnaXR, специфичны­
ми к фрагменту гена dnaX [13]. Для 
ПЦР использовали 5х MasterMix 
(Диалат лтд, Москва). Температурно­
временной профиль для праймеров 
ADE1/ADE2 составлял: начальная
денатурация — 95°С 9 мин, последу­
ющие 25 циклов — 94°С 1 мин и 72°С
2 мин; завершающая элонгация — 
72°С 8 мин. Для праймеров dnaXF/ 
dnaXR начальная денатурация 94°С
3 мин, 35 циклов, включая денату­
рацию — 94°С 1 мин, отжиг — 59°С 
1 мин, и элонгацию — 72°С 2 мин; за­
вершающая элонгация — 72°С 5 мин.

После проведения ПЦР проводи­
ли прямое определение последова­
тельности ДНК амплифицированных 
фрагментов генов pelB и dnaX с по­
мощью автоматического секвенато-

ра ABI-3130XL. Для сравнения ис­
пользовали ДНК коллекции штаммов 
Dickeya, любезно предоставленных 
д-ром Ван дер Вольфом (van der Volf) 
(Plant Research International (IPO), 
Wageningen, the Netherlands) (c m . 
табл. 1). Для определения вида вновь 
выделенных штаммов оценивали сте­
пень прямого сходства ДНК. Филоге­
нетическое дерево строили методом 
ближнего соседа [10] с помощью про­
граммы MEGA4.0 [14]. Достоверность 
построенного дерева определяли ме­
тодом бутстрепа [6].

Оценка межвидового 
и внутривидового разнообразия 

бактерий методом AFLP

ДНК вновь выделенных и типо­
вых штаммов Dickeya sp. разрезали 
с помощью рестриктаз Xbal и Notl 
и лигировали с адаптерами, компле­
ментарными сайтам рестрикции, как 
было описано ранее [9]. Последующую 
ПЦР проводили в объеме реакционной 
смеси 25 мкл, включая: 1х буфер
для полимеразы BioTaq, 5 нМ dNTP, 
50 нг ДНК-матрицы, 12.5 пкМ прай­
мера и 1.25 ед. BioTaq («Диалат лТд», 
Россия). Для амплификации исполь­
зовали следующий температурно­
временной профиль: первый цикл — 
94°С 3 мин.; последующие 35 цик­
лов — 94°С 30 с, 37°С 40 с и 72°С 
1 мин; окончательная элонгация — 
7 мин при 72°С. Продукт амплифика­
ции анализировали электрофорезом 
в агарозном геле и документирова­
ли при помощи системы UVP GelDoc 
(Велико британия).

Наличие или отсутствие AFLP- 
фрагментов у отдельных штаммов 
учитывали как 1 или 0 соответствен­
но, и попарное фенетическое расстоя­
ние между штаммами определяли по 
показателю, равном 1 — коэффици­
ент корреляции Пирсона.

Результаты и их обсуждение

Растения картофеля с типичными 
симптомами черной ножки и мокрой
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бактериальной гнили были получе­
ны из нескольких хозяйств Липецкой 
обл. летом 2009 г. В результате вы­
деления бактерий из пораженных 
клубней картофеля на среду КА с 
генцианвиолетом колонии имели 
специфический вид, а именно — сгу­
сток бледно-белого цвета в центре 
с прозрачной слизистой каймой. Так 
как пектолитические бактерии раз­
жижают пектатный гель, то изоли­
ровали колонии, формирующие углу­
бления в среде Логана. Было выде­
лено и изучено по физиологическим 
диагностическим признакам 134 изо- 
лята. Выделенные бактерии в основ­
ном принадлежали Рсс (более 60%), 
но ряд изолятов обладал характер­
ными для Dsp морфологическими и 
физиологическими признаками [11] 
(табл. 2).

Все исследуемые штаммы были 
проверены на их способность вызы­
вать сверхчувствительную реакцию 
(СВЧ) на листьях табака. Штаммами 
с положительной СВЧ-реакцией были 
инокулированы ломтики картофеля. 
Все исследуемые штаммы были пато­
генными для этих растений-хозяев, 
но их агрессивность была различной. 
Принадлежность бактерий к роду 
Dickeya была подтверждена ампли­
фикацией в ПЦР, специфичных для 
этого рода фрагментов с праймерами 
ADE1/2.

Анализ последовательностей фраг­
ментов гена dnaX показал высокое 
сходство штаммов D8, D9, D17 и
D33 и типовых культур D. dianthicola 
(рис. 1). Последовательности разли­
чались только в одной позиции сек- 
венированного фрагмента длиной 
464 п.о. Различия последовательнос­
тей ДНК этого гена со штаммами 
других видов в среднем составля­
ли 5%, но наиболее близкой группой 
была D. «solani» (до 3% различий). 
У ряда типовых штаммов Dickeya не 
был получен ожидаемый продукт ам­
плификации с праймерами ADE1/2 
(см. табл. 1). Анализ последователь­
ности гена pelB, амплифицируемой 
этими диагностическими праймера­
ми, выявил более высокую степень 
полиморфизма (до 10% различий), 
что обусловлено наличием несколь­
ких локусов и аллельных вариантов 
изучаемого гена.

Анализ полученных спектров AFLP- 
фрагментов подтвердил принадлеж­
ность штаммов D8, D9, D17 и D33, 
выделенных из картофеля в Липец­
кой обл. к виду D. dianthicola (рис. 2), 
в то время как ранее выделенные из 
подсолнечника штаммы 201 и 204, по­
ложительно реагировавшие с диагно­
стическими праймерами ADE1/2, не 
имели аналогов среди типовых куль­
тур 6 видов и группы D. «solani» и по 
последовательности фрагмента гена

Т а б л и ц а  2
Основные диагностические признаки штаммов бактерий Dikeya spp. из Липецкой обл.
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Рис. 1. Филогенетическое дерево для последовательности фрагмента гена dnaX23 штаммов 
Dickeya sp. и 2 штаммов Pectobacterium carotovorum sbsp. atrosepticum (201 и 204), 

построенное методом ближнего соседа, (NB) с помощью программы MEGA4. 
Достоверность топологии дерева определена методом бутстрепа с 1000 повторений

dnaX были с большой долей вероят­
ности отнесены к виду Pectobacterium, 
carotovorum sbsp. atrosepticum (сход­
ство 97%) (см. рис. 1). Сравнение спек­
тров AFLP (см. рис. 2) также показало 
большую близость вновь выделенных 
штаммов из Липецкой обл. к D. dian­
thicola (среднее расстояние 0,12), чем 
к другим видам рода Dickeya (среднее 
расстояние 0,56).

D. dianthicola обычно вызывает 
медленное увядание растений, сопро­
вождающееся внутренним некрозом 
стебля, а впоследствии усыханием 
инфицированного стебля. В отличие 
от этих симптомов признаки зараже­
ния D. «solani» больше сходны с симп­
томами типичной черной ножки, вы­
званной Рса, т.е. увядание может быть 
быстрым с черной мягкой гнилью,
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Рис. 2. Оценка межвидового и внутривидового разнообразия Dickeya методом A F L P  
с использованием рестриктаз Xbal и Notl.

(а) 1-4 штаммы D. dianthicola 2116, D8, D9, D17, 5 и 6 — P. carotovorum sbsp. atrosepticum 204 
и 201, М — Маркер Dialat М1 kb, (b) 1 и 2 — D. solani 2094 и 2222, 3-5 — D. zeae 2131-2133; 
6-8 — D. paradisiaca 2127-2129; 9 — D. dieffenbachiae 2124; 10-12 — D. dadantii 2120-2122; 

13-15 — D. chrysanthemi bv. parthenii 2117-2119; 16 и 17 — D. dianthicola 2115 и 2116;
M — Маркер Dialat M1 kb

развивающейся вверх по сосудистой 
системе от инфицированного клуб­
ня. D. dianthicola и D. «solani» больше 
адаптированы к теплой погоде, чем 
Рса и поэтому ранняя теплая погода, 
которая установилась в Англии в 2007 
и 2009 гг., привела к сильному пора­
жению D. «solani» картофеля в поле и 
к моменту уборки значительная часть 
клубней нового урожая имели сим­
птомы бактериального загнивания [5].

Dickeya поражает также цветоч­
ные луковичные растения, в частно­
сти, сильно страдает гиацинт. Так, в 
2007 г. потери от этого патогена при 
выращивании луковичных в Г оллан- 
дии составили 15 млн евро. С учетом

значимости этой проблемы в Голлан­
дии утверждена исследовательская 
программа, посвященная изучению 
патогенов Dickeya, в размере 7,5 млн 
евро, которая будет финансироваться 
за счет государственного бюджета и 
производственных компаний [5].

Таким образом, в популяции воз­
будителей черной ножки, выделен­
ных из картофеля в Липецкой обл., 
нами впервые были обнаружены 
штаммы нового для Российской Фе­
дерации опасного патогена картофеля 
D. dianthicola. Для учета распростра­
ненности этого возбудителя и оценки 
возможного экономического ущерба 
требуются дальнейшие исследования.
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Рецензент — д. б. н. А.А. Соловьев

SUMMARY

Research into species composition of phytopathogenic pectolytic bacteria, affecting 
both stems and potato tubers, has been done. Strains of bacteria, secured from 
affected potato samples, have been identified as both species and subspecies, by 
means of basic biochemical tests and PCR-analysis with specific primers. It is the 
first time in Russian Federation, when analyzing samples from Lipetsk region, among
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causative agents of both black stem and wet rot, phytopathogenic bacteria strains 
have been secured, the bacteria belonging to Dickeya type, identified according to 
sequences of genes pelB, dnaX and AFLP spectrum as D. dianthicola.

Key words: black stem (blackleg) of potato, Dickeya dianthicola PCR, AFLP.
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