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Бактериальная кольцевая гниль, вызываемая Clavibacter michiganen-

sis subsp. sepedonicus (Cms), широко распространенное заболевание 

картофеля, имеющее большое экономическое значение, особенно в 

системе семеноводства этой культуры. Возбудитель заболевания явля-

ется карантинным объектом, включенным в список А2 Европейской 

организации по защите растений (ЕОЗР). Кольцевая гниль вызывает 

серьезные потери урожая, поражая растения в поле и клубни в период 

хранения. Несмотря на серьезные меры, предпринятые в Европейском 

Союзе по выявлению и ликвидации очагов кольцевой гнили, отмеча-

ются всѐ новые случаи поражения картофеля болезнью. Наличие ла-

тентной формы заболевания, способствующее быстрому и незаметно-

му его распространению, отсутствие иммунных сортов и эффективных 

средств борьбы ставит кольцевую гниль картофеля в ряд наиболее 

опасных объектов, причиняющих огромный экономический ущерб 

сельскому хозяйству многих стран. 

 Болезнь представляет серьезную угрозу для семеноводства карто-

феля и в нашей республике.  Эффективный контроль заболевания с 

использованием современных методов диагностики латентной инфек-

ции возбудителя кольцевой гнили позволит не допустить распростра-

нения патогена по территории Беларуси и предотвратить финансовый 

ущерб, связанный с браковкой зараженных партий картофеля. Одним 

из ключевых методов идентификации патогена является полимеразная 

цепная реакция (ПЦР). 

 В иностранной литературе опубликованы различные способы ди-

агностики Сms при помощи ПЦР Schneider и др. (1993), Firrao и Locci 

(1994), Hu и др. (1995); Karjalainen и др. (1995), Li и deBoer (1995), 

Slack и др. (1996), Lee и др. (1997), Mills и др. (1997), Pastrik и Rainey 

(1999), Pastrik (2000), однако наиболее подходящими признаны мето-

дики, предложенные Mills и др., (1997) и Pastrik (2000). 

Целью нашего исследования было идентифицировать штаммы Cla-

vibacter michiganensis subsp. sepedonicus  при помощи полимеразной 

цепной реакции.  
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Методика исследований: Штаммы Clavibacter michiganensis subsp. 

sepedonicus выделяли из клубней картофеля с типичными симптомами 

заболевания. Видовую принадлежность патогена устанавливали на ос-

новании результатов непрямой флуоресценции, физиолого-

биохимических характеристик и биотеста на баклажанах.    

Культуру возбудителя кольцевой гнили выращивали в жидкой сре-

де YGM в течение трех суток при температуре 25 
0
С. Экстракцию хро-

мосомной ДНК осуществляли по Pospiech and Neumann (1995). 

Для постановки ПЦР использовали праймеры PSA-1 (5
/
-ctc ctt gtg 

ggg tgg gaa aa-3
/
) и  PSA-R  (5

/
-tac tga gat gtt tca ctt ccc c-3

/
) к  нуклео-

тидной последовательности  межгенного  спейсера  16S-23S рРНК.  

Размер продукта ПЦР 502 п.о. Реакционная смесь объемом 50 мкл со-

держала 5 мкл ПЦР буфера (10×), 5 мкл БСА (10×), 5 мкл дНТФ 0,2 

мкМ, 2,5 мкл каждого праймера (производства ИФОХ) , 0,2 мкл Taq-

полимеразы, 1 мкл выделенной ДНК.         

Протокол амплификации включал: 1 цикл продолжительностью 3 

мин при  95  
0
 С; 10 циклов при 95 

0
С в течение 1 мин, 64 

0
С – 1 мин, 72 

0
С – 1 мин и 25 циклов при 95 

0
С – 30 с, 62 

0
С – 30 с и 72 

0
С – 1 мин. 

После последнего цикла реакционную смесь выдерживали при 72 
0
С в 

течение 5 мин и в последующем хранили при температуре 4 
0
С (Pastrik, 

2000). 

Для разделения продуктов амплификации использовали электрофо-

рез в 2 % агарозном геле, содержащем бромистый этидий (0,5 мкг/мл), 

необходимый для визуализации ДНК. Для подтверждения специфич-

ности ПЦР использовали рестрикционный анализ. 10 мкл продукта 

ПЦР каждого штамма инкубировали с рестриктазой Bgl II при 37 
0
С 2 

часа. Продукты рестрикции анализировали в 2 % агарозном геле с бро-

мистым этидием (Pastrik, 2000). 

 Результаты исследований: 

Амплификация ДНК штаммов Е2, Е3, Е4, Е5, Е6, Е7, Е8  методом 

ПЦР с праймерами PSA-F и PSA-R выявила у всех бактерий  фрагмент 

ДНК ожидаемого размера – 502 п.о. (Рис. 1). После рестрикции ампли-

фицированного фрагмента ДНК ферментом BglII  появлялись 2 фраг-

мента размером 282 п.о. и 220 п.о. Таким образом, результаты анализа 

ДНК выделенных из клубней картофеля  штаммов подтвердили видо-

вую принадлежность бактерий, идентифицированных ранее нами с 

помощью метода непрямой иммунофлуоресценции, биотеста на бак-

лажанах и физиолого- биохимических тестов как Clavibacter michiga-

nensis subsp. sepedonicus   

Полимеразная цепная реакция в настоящее время является наиболее 

точным и чувствительным диагностическим методом, позволяющим 
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быстро выявлять латентную инфекцию различных фитопатогенов, в 

том числе и возбудителя бактериальной кольцевой гнили картофеля. 
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  а     б      а      б      а      б       М    а      б       а      б      а      б       а       б 

 
 

Рис. 1 Результаты рестриктного и ПЦР анализа штаммов 
 C. michiganensis subsp. sepedonicus. 
а – рестрикты продукта ПЦР ферментом BglII   
б – продукт ПЦР,фрагмент ДНК размером 502 п.о. 
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Резюме 

Кольцевая гниль  – опасное заболевания картофеля, представляю-

щее серьезную угрозу семеноводству этой культуры. Наличие латент-

ной формы болезни затрудняет диагностику патогена и способствует 

быстрому и незаметному его распространению. ПЦР является одним из 

наиболее эффективных методов позволяющих идентифицировать Cla-

vibacter michiganensis subsp. sepedonicus (Cms) и определять наличие 

скрытой инфекции кольцевой гнили в клубнях картофеля. В статье 

сообщается о результатах идентификации 7 штаммов Cms методом 

ПЦР. 

Summary 

Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus (Cms) is the causal agent 

of bacterial ring rot of potato, an economically important disease for the 

potato seed industry of Belarus. It can survive latently in potato tubers  for 

long period without causing symptoms. PCR assay is a highly specific and 

sensitive detection of the pathogen. This study describes identification Cms 

strains by PCR.    
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Во всем мире под кукурузу занято примерно 132 млн. га посевных 

площадей. По урожайности и валовым сборам она в настоящее время 

вышла на первое место, опередив пшеницу и рис (1). 

Крупнейший производитель кукурузы – США. Из общих занятых 

под кукурузу площадей в США примерно 70% дают зерно, а большая 

часть остальных – силос. Небольшие посевы кукурузы используются 

как пастбища для домашнего скота. Зерно кукурузы служит кормом, 

главным образом для свиней и домашней птицы. 
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