Диагностика фитопатогенных пектолитических бактерий Dickeya spp. с помощью петлевой изотермической амплификации
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Пектолитические бактерии Dickeya spp. представляют собой одну из главных причин возникновения у картофеля таких заболеваний как чёрная ножка и мягкая гниль. Эти фитопатогены способны поражать картофель как на стадии вегетации, так и во время хранения урожая, и приводят к значительным экономическим потерям. Характерной особенностью представителей рода Dickeya является биосинтез и секреция на твёрдой питательной среде пигмента индигоидина. Целью настоящей работы стало создание диагностического теста для идентификации Dickeya spp. в биопробах на основе метода петлевой изотермической амплификации (LAMP). В качестве молекулярно-генетического маркёра был выбран консервативный участок гена indC, ответственного за биосинтез пигмента индигоидина. Для достижения поставленной цели решались задачи по дизайну праймеров, оптимизации условий проведения реакции и детекции сигнала, а также тестирование коллекции штаммов фитопатогенов картофеля на принадлежность к таксону Dickeya.

В ходе проведённых исследований было протестировано более 100 штаммов бактерий, изолированных из почвы посевных площадей и поливной воды ООО «Дока-генные технологии» (Дмитровский р-н, Московская область), а также полученных из музейной коллекции микроорганизмов ВНИИ фитопатологии. В качестве положительного контроля использовали плазмиду, содержащую фрагмент гена indC, клонированного из подтверждённого методом секвенирования гена 16S рРНК штамма D. solani. По результатам тестирования 40 образцов дали положительные реакции. Разработанные праймеры обладают селективностью в отношении целевого таксона, о чём свидетельствуют отрицательные результаты реакции амплификации на штаммах других бактерий, в том числе близкородственных пектолитических бактерий Pectobacterium atrosepticum и P. carotovorum subsp. carotovorum.
Таким образом, нами разработан и протестирован способ идентификации пектолитических бактерий Dickeya spp., который может быть рекомендован для использования в широкомасштабной полевой диагностике, а также в сравнительно низкобюджетных отраслях сельского хозяйства.

Работа поддержана грантом РНФ 16–16–00073 и Фондом содействия развитию малых форм предприятий в научно-технической сфере. Выражаем глубокую признательность за предоставленную коллекцию штаммов ООО «Дока-генные технологии» и ФГБУН «ВНИИФ», а также научному руководителю проекта — д. х. н. К.А. Мирошникову.
