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Анотація. Ефективні та економічні методи виявлення й ідентифікації необ-
хідні для дослідження екології, патогенезу й обмеження поширення фітопато-
генних бактерій, а також для програм сертифікації насіння. Наведено доступні 
методи виявлення й ідентифікації чотирьох основних збудників бактеріаль-
них хвороб томатів Xanthomonas vesicatonia, Clavibacter michiganensis subsp. 
michiganensis, Pseudomonas syringae pv. tomato, Pectobacterium carotovorum subsp. 
carotovorum, які поширені в Україні. До цих методів належать мікробіологічні 
із застосуванням селективних середовищ, серологічні, молекулярні методи, 
що грунтуються на ампліфікації унікальних послідовностей ДНК. Застосуван-
ня сучасних біохімічних тест-систем усунуло необхідність в ідентифікації фі-
топатогенних бактерій за допомогою тривалих рутинних методів. Наявні в 
продажі комерційні тест-системи забезпечують швидку ідентифікацію на рів-
ні видів, а також виявляють нові й карантинні збудники. Методи, що грунту-
ються на ПЛР, мають переваги перед традиційними діагностичними тестами, 
оскільки ізоляти не потрібно культивувати до їхнього виявлення, а протоколи 
є високочутливими і швидкими.
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АНАЛІЗ МЕТОДІВ ДІАГНОСТИКИ БАКТЕРІАЛЬНИХ 
ХВОРОБ ТОМАТІВ В УКРАЇНІ 
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Актуальність. 

Томат є найважливішою ово-
чевою культурою, яка уражається 
численними збудниками хвороб, 
серед яких значну шкідливістю ма-
ють бактеріози. Основними бакте-
ріальними патогенами томатів, які 
спричинюють значну шкоду на-
садженням цієї культури в Україні, 
є Clavibacter michiganensis subsp. 
michiganensis, Pseudomonas syringae 
pv. tomato, ксантомонади, які спри-
чиняють бактеріальні плями (BSX) і 
збудник м’якої гнилі Pectobacterium 
carotovorum subsp. carotovorum [1, 2]. 

Збудник бактеріального в’янення 
й раку томатів, вважається одним із 
найбільш небезпечних бактеріальних 
патогенів у посівах томатів у всьому 
світі. Потрапивши всередину рослини, 
патоген розмножується в судинах кси-
леми, утворюючи великі біоплівкові 
структури, які сприяють колонізації й 
переміщенню рослиною [3]. Симпто-
ми хвороби проявляються на надзем-
них частинах і включають в’янення 
листя і зміну кольору судинних тканин, 
що призводить до раку стебла [4]. 

Бактеріальна крапчастість тома-
тів, що викликається P. syringae pv. 
tomato, є одним із найбільш пошире-
них на території нашої країни бакте-
ріальних захворювань як у теплич-
ному, так і в польовому виробництві 
томатів [5]. Збудник потрапляє в між-
клітинний простір листя через про-
дихи або основу трихоми листка [6].

Симптоми чорної бактеріальної пля-
мистості на листках томатів, які спричи-
нюють декілька видів роду Xanthomonas, 
аналогічні тим, які описані для P. syringae 
pv. tomato. Бактерії проникають у росли-
ни-господарі через продихи на поверхні 
листя або через рани й колонізують су-
динну систему [7]. 

P. carotovorum subsp. carotovorum 
це фітопатогенні ентеробактерії, які 
спричиняють м’яку гниль і здатна 
завдати серйозної шкоди багатьом 
рослинам у всьому світі в польо-
вих умовах і під час зберігання. P. 
carotovorum subs p. carotovorum про-
дукують широкий спектр ферментів, 
що руйнують стінки клітин рослин, 
спричиняючи мацерацію різних орга-
нів і тканин рослин [8, 9]. 

Clavibacter michiganensis subsp. 
michiganensis і BSX є карантинними 
організмами в Європейському Союзі 
(Список A2 Європейської організації 
з карантину та захисту рослин (ЄОК-
ЗР)) і підлягають міжнародному 
фітосанітарному контролю [10]. Та-
кож в останні роки регулярно з’яв-
ляються повідомлення підрозділів 
Державної служби України з питань 
безпечності харчових продуктів та 
захисту споживачів про виявлення 
в деяких господарствах карантинно-
го організму – збудника бурої гнилі 
Ralstonia solanacearum, внесеного 
до Списку А2 ЄОКЗР та карантинні 
списки багатьох країн світу [11]. По-
відомляється про природне уражен-
ня томатів збудником кільцевої гни-
лі картоплі C. michiganensis subsp. 
sepedonicum [11], який включений в 
список А2 ЄОКЗР і у список А3 (ре-
гульовані некарантинні організми) 
Переліку регульованих шкідливих 
організмів (№ 879/33850 від 08 серп-
ня 2019 р.) (табл. 1).

Норми Європейського Союзу ви-
магають, щоби розсадники переві-
рялися на фітосанітарний статус у 
відношенні поширених патогенів до 
виходу на комерційний ринок. Бо-
ротьба з хворобами, які спричинені 
патогенними бактеріями, зазвичай 
вимагає точного виявлення з подаль-
шою правильною ідентифікацією 
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збудника. З іншого боку, виявлення 
бактерій у безсимптомному рослин-
ному матеріалі для профілактичного 
контролю необхідно, але може бути 
надзвичайно важким, оскільки мо-
жуть виникати невеликі популяції з 
нерівномірним розподілом патогена, 
тому потрібні високочутливі методи. 
Зважаючи на економічну важливість 
цих патогенів точне виявлення збуд-
ників хвороб має вирішальне значен-
ня, а також є однією з найбільш ефек-
тивних стратегій запобігання їхнього 
подальшого поширення.

Мета роботи – всебічний аналіз 
доступних методів діагностики збуд-
ників, зокрема, мікробіологічних, 
заснованих на селективних середови-
щах для вирощування, біохімічних і 
фізіологічних аналізах, серологічних 
і ампліфікації на основі послідовно-
стей нуклеїнових кислот.

У 2019 – 2020 рр. для уточнення 
видового складу хвороб на томатах 
нами проводилися маршрутні об-
стеження фермерських господарств 
Київської, Херсонської й Сумської 
областей. У результаті моніторин-
гу, упродовж усього вегетаційного 
періоду серед бактеріальних хвороб 
відзначали розвиток чорної бакте-
ріальної плямистості, бактеріальної 
крапчастості, бактеріального раку 
і м’якої гнилі в посівах томатів. У 
Сумській області поширеність чорної 

бактеріальної плямистості в червні 
становила 2–3,5 % за ступеня розвит-
ку 1,5–2,0 %; упродовж вегетації рос-
лин поширеність хвороби досягала 
6,5–7,2 %, а ступінь розвитку хворо-
би 3,8–4,7 %. Поширеність збудника 
бактеріальної крапчастості була ха-
рактерна для всіх господарств Ки-
ївської, Херсонської й Сумської об-
ластей. Симптоми ураження томатів 
збудником з’являлися в першій дека-
ді липня, а в серпні місяці ураженість 
становить 1,0–4,5 %, максимальна 
– 6,8, з розвитком хвороби – 0,3–6, 
плодів – 0,5–1,2 %. У трьох областях 
розвиток бактеріальної крапчастості 
на посадках томатів у вересні напри-
кінці вегетації був у межах 24,4–27,2 
%. У Херсонській і Київській облас-
тях бактеріальний рак у посадках 
томатів проявився в першій декаді 
липня на 20 % рослин із розвитком 
хвороби 4,8 %. Масове ураження то-
матів бактеріальним раком припало 
на першу декаду серпня, коли ознаки 
хвороби в середньому розвивалися 
на – 35 %, максимально – 57 % рос-
лин томатів. Так, під час обстежен-
ня тепличних господарств Київської 
області встановлено, що розвиток 
м’якої гнилі в другій і третій декаді 
липня склав 10‒12 %. З другої дека-
ди серпня, у період плодоношення й 
дозрівання зазначається інтенсивний 
розвиток хвороби. До кінця вегетації 

Таблиця 1. Економічно важливі збудники бактеріальних хвороб томатів

Збудники, 
які поширені в Україні

Карантинні збудники, по-
ширеннях яких контролю-

ється в Україні
Збудники, які є карантинни-

ми в Євросоюзі

P. syringae pv. tomato, 
X. vesicatoria, 
P. agglomerans, 
P. carotovorum, P. corrugate, 
P. fluorescens, 
P. marginalis pv. marginalis

Ralstonia solanacearum, 
Clavibacter michiganensis 

subsp. sepedonicum

Ralstonia solanacearum
Clavibacter michiganensis 

subsp. sepedonicum



Vol. 12, № 1, 2021 ISSN 2706-8382 | 19БІОЛОГІЧНІ СИСТЕМИ: ТЕОРІЯ ТА ІННОВАЦІЇ

Біотехнологія та біоінженерія

розвиток хвороби на стеблах і плодах 
досягав 30‒34 % за поширеності 45 
%. Отже, за сучасного стану виро-
щування томатів в умовах України 
видовий склад збудників бактеріаль-
них хвороб томатів представлений 
X. vesicatoria, C. michiganensis subsp. 
michiganensis, P. syringae pv. tomatо, 
P. carotovorum subsp. carotovorum. 
Більш інтенсивний розвиток бактері-
альних хвороб спостерігався в другій 
половині вегетаційного періоду, що 
пов’язано із загущеністю посадок 
томатів і утриманням вологи на рос-
линах. Отримані дані можуть бути 
використані для прогнозування фіто-
санітарного стану насаджень томатів 
в Україні та розроблення рекоменда-
цій щодо захисту томатів від збудни-
ків бактеріальних хвороб. Своєчасна 
діагностика і визначення збудника 
дасть змогу аграрним підприємствам 
використовувати здоровий посад-
ковий матеріал, забезпечити ефек-
тивний захист рослин та своєчасно 
знизити ймовірність поширення шко-
дочинних фітопатогенів. 

У сучасній діагностиці бактері-
альних хвороб овочевих культур ви-
користовують мікробіологічний, се-
рологічний і молекулярний підходи.

Застосування мікробіологічних 
методів часто буває достатнім для 
більшості лабораторій для прове-
дення рутинних аналізів при ви-
явленні та діагностиці збудників 
бактеріальних хвороб. Крім того, їх-
ньою перевагою є можливість отри-
мати інформацію про біологічні осо-
бливості агента й дані, необхідні для 
виявлення джерел зараження. Однак 
застосування таких методів обме-
жено великою тривалістю аналізу й 
необхідністю використання великої 
кількості різних селективних серед-
овищ і реагентів. 

Посів на селективне середовище 
дає змогу кількісно визначати, ізо-
лювати й повністю ідентифікувати 
життєздатні клітини патогена; однак 
для отримання результатів потрібно 
відносно тривалий час від 5 до 14 діб 
і вимагає занадто багато роботи. До 
того ж, ефективність залежить від 
мікробного фону, оскільки ріст ко-
лоній збудника може пригнічуватися 
присутністю інших мікроорганізмів. 
Наприклад, Clavibacter демонструє 
велику варіабельність характерис-
тик росту на різних селективних 
середовищах, тому рекомендується 
використовувати більше одного се-
редовища (табл. 2). Використовуючи 
середовище SCM, можна виявити на-
явність однієї зараженої насінини, що 
містить >50 бактерій, в 10 000 неінфі-
кованих насінинах. Бактерії в насінні 
томатів були виявлені з використан-
ням як SCM, так і D2ANX. 95 % ко-
лоній на обох селективних середо-
вищах дійсно були C. michiganensis 
subsp. michiganensis з рівнями вияв-
лення від 1 до 10 КУО/мл [12]. 

Нещодавно було введено в діа-
гностику нове середовище: BCT, яке 
дозволяє виявити C. michiganensis 
subsp. michiganensis в присутності 
високого сапрофітного фону [13].

Для виділення збудника чорної 
бактеріальної плямістості рекомен-
дується дріжджовий агар з глюко-
зою і карбонатом кальцію (YGCA), 
і інші неселективні середовища, такі 
як середовище Уілбрінка, поживний 
агар (NA), агар із живильною декс-
трозою (ND), дріжджовий екстр-
акт-декстроза-карбонат кальцію 
(YDC). Також можна використовува-
ти агар, агар з поживним бульйоном 
і дріжджовим екстрактом (NBY) або 
дріжджовий пептонно-глюкозний 
агар з добавкою аденіну (YPGA). 
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Напівселективні середовища, такі як 
агар CKTM, mMXV, або агар mTMB, 
можуть полегшити ізоляцію в зраз-
ках, де висока популяція сапрофітів 
перешкоджає успішному виділенню 
досліджуваних колоній Xanthomonas 
[17]. На YGCA колонії X. vesicatoria 
яскраво-жовті, круглі, з рівним кра-
єм, вологі і блискучі, слизові і злег-
ка підняті. На інших середовищах 
колонії виглядають блідо або яскра-
во-жовтими, круглими, слизовими 
і злегка піднятими. На середовищі 
CKTM колонії виглядають кругли-
ми, опуклими, жовтими й оточеними 
білим кристалічним ореолом. Ізоля-
ти із томатів зазвичай утворюють не-
прозорі білі ореоли навколо колоній 
упродовж 3-7 діб. На mTMB колонії 
Xanthomonas жовті, злегка слизові, 
опуклі і круглі. Використання Tween 
викликає утворення прозорого оре-
олу навколо жовтої колонії через 
3-7 діб. Для подальшого очищення 
виділяють окремі колонії з жовтим 
пігментом і проводять тести необ-
хідні для ідентифікації Xanthomonas 
spp. [18].

Були розроблені різні щільні сере-
довища для виділення P. carotovorum 
subsp. carotovorum із тканин рослин, 
грунту і води, проте до теперішнього 

часу тільки одне середовище – CVP 
– широко використовується в усьо-
му світі. Селективність середовища 
CVP грунтується на присутності 
кристалічного фіолетового, який 
пригнічує ріст більшості грампози-
тивних видів бактерій, і використан-
ні поліпектата в якості єдиного дже-
рела вуглецю [19].

Для прискорення рутинних мікро-
біологічних аналізів багато компаній 
пропонують доступні комерційні 
діагностичні набори відомих мікро-
біологічних тестів і обробку їхніх 
результатів за допомогою комп’юте-
ризованих систем цифрової ідентифі-
кації (табл. 3). 

Усі комерційні системи ідентифі-
кації грунтуються на одній із п’яти 
різних технологій або їхні комбінації. 
До них належать реакції на основі 
pH, що вимагають від 15 до 24 годин 
інкубації, реакції на основі фермен-
тів, для яких потрібно від 2 до 4 го-
дин, використання джерел вуглецю, 
візуальне виявлення росту бактерій 
або виявлення летких або нелетких 
жирних кислот за допомогою газової 
хроматографії [26].

У реакціях на основі pH пози-
тивний результат тесту визначається 
зміною кольору одного або декількох 

Таблиця 2. Селективні середовища для ідентифікації збудників 
бактеріальних хвороб томатів

Хвороба томатів Збудник Cередовища для виявлення збудника

Бактеріальний рак Clavibacter michiganensis 
subsp. michiganensis

Селективні: SCM, mSCM [13], 
SCM-fast, D2ANX [12], CNS, BCT [14]
Неселективні: YDS [13], NBY [15]

Бактеріальна 
крапчастість 

Pseudomonas syringae pv. 
tomato King’s B [16]

Чорна бактеріаль-
на плямистість Xanthomonas vesicatoria

Селективні: CKTM, mMXV, mTMB [17]
Неселективні: YGCA, Wilbrink’s medium, 

NA, ND, YDC, NBY, YPGA [18]

М’яка гниль Pectobacterium carotovorum 
subsp. carotovorum CVP, CVPB [19]
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барвників. Коли використовується 
вуглевод, pH стає кислим; коли вико-
ристовується білок або відбувається 
вивільнення азотовмісної сполуки, 
pH стає лужним. На ці реакції впли-
вають розмір посівного матеріалу, 
час інкубації й температура реакції.

Зміна кольору в системі на основі 
ферментів відбувається через гідроліз 
безбарвного комплексу відповідним 
ферментом із виділенням хромогену 
або флюорогена. Оскільки час інкуба-
ції, необхідний для аналізу фермента-
тивної активності, 6 годин коротший, 
ніж час інкубації для середовищ на 
основі pH, випадкове забруднення не 
є критичним чинником [27].

У третьому типі реакції, викорис-
танні джерел вуглецю, відбувається 
перенесення електронів від органіч-
ного продукту на барвник тетразолій 
фіолетовий, який вводиться в кожну 
тестову лунку. Це перенесення зу-
мовлює колориметричну зміну барв-
ника, сигналізуючи про посилення 
клітинного дихання, яке відбувається 
під час процесу окислення. Ці реакції 
можуть відбуватися за 4 години.

Четвертий метод – це просте ві-
зуальне виявлення росту тест-орга-
нізму (підвищеної каламутності) у 

присутності субстрату. Результати 
визначаються внаслідок порівняння 
досліджуваної лунки з контрольною 
лункою, і для визначення каламут-
ності можна використовувати карту 
Wickerham і завжди вимагає мінімаль-
ної інкубації упродовж 12 годин [26].

У своїх дослідженнях біохімічну 
ідентифікацію ізолятів P. syringae 
pv. tomato ІЗ-9, ІЗ-13, ІЗ-28, ІЗ-46 
і X. vesicatoria ІЗ-10, ІЗ-11, ІЗ-15, 
ІЗ-17, ІЗ-20, ІЗ-23, ІЗ-25, ІЗ-30 і ІЗ-
31 проводили на стріпах API 20 NE 
(BioMerieux, Франція), яка включає 
8 загальноприйнятих і 12 асиміля-
ційних тестів для ідентифікації не-
вимогливих до умов культивування 
грамнегативних паличок. Керуючись 
вищевикладеними результатами бі-
охімічних аналізів виділені ізоляти 
ідентифіковані як збудник відповідно 
бактеріальної крапчастості й чорної 
бактеріальної плямистості.

Нині в Україні переважна більшість 
лабораторій, які рутинно здійснюють 
діагностику фітопатогенів, у якості ос-
новного методу використовують іму-
но-ферментний аналіз (ІФА). На сьогод-
ні запропоновано десятки варіантів ІФА, 
але найпрактичніше значення в діагнос-
тиці бактеріальних хвороб має гетеро-

Таблиця 3 – Комерційні набори для ідентифікації збудників 
бактеріальних хвороб томатів

Збудник Назва комерційного набору
Clavibacter michiganensis 
subsp. michiganensis

API 50CH (bioMérieux) [20], API ZYM (bioMe´rieux) [21], 
Biolog [22]

Pseudomonas syringae pv. 
tomato Biolog, API (bioMérieux) [23], MALDI-TOF MS [24]

Xanthomonas vesicatoria API ZYM (bioMérieux), API 20NE (bioMérieux), API 50CH 
(bioMérieux), BBL DrySlide (Becton, Le Pont de Claix)

Pectobacterium carotovo-
rum subsp. carotovorum

NEFERM-test (Lachema as, Brno), API 20E (bioMérieux), 
API RapiD 20E (bioMérieux), Crystal E/NF (BD), Entero-
tube II (BD), EPS (V1107) (bioMérieux), GN2 (Biolog), ID 
Tri-Panel, ID 32E, Microbact, Micro-ID, RapID onE, RapID 

SS/u, r/b Enteric, UID/UID-3 [25].



22 | ISSN 2706-8382 Vol. 12, № 1, 2021BIOLOGICAL SYSTEMS: THEORY AND INNOVATION

Коломієць Ю.В., Буценко Л.М.

генний твердофазний імуноферментний 
аналіз (ELISA). Наразі ELISA з mABs 
застосовують для детекції і внутрішньо-
видової ідентифікації багатьох шкідли-
вих збудників бактеріальних хвороб рос-
лин, що належать до родів Clavibacter, 
Pectobacterium, Pseudomonas, Ralstonia, 
Xanthomonas, Acidovorax, Agrobacterium, 
Corynebacterium, Erwinia та Xylophilus. 
Чутливість ELISA для бактерій, як 
правило, становить 105–106 КУО мл-1, 
що достатньо для виявлення бактері-
альних патогенів в ураженій рослині 
й серед колоній, вирощених in vitro. 
Однак найнадійніші діагнози вдається 
поставити, якщо аналізований зразок 
отримують із зони активного розвит-
ку некрозів, де підтримується високий 
титр фітопатогену [28]. 

Серологічні методи визначення 
також включають у себе метод іму-
нофлюоресценції (IF), непрямого 
імунофлюоресцентного фарбування 
колоній (IFC) та імуномагнітну сепа-
рацію (IMS). Для імунофлюоресцент-
ного (IF) аналізу певні бактеріальні 
клітини прикріплюються до скла мі-
кроскопа через нагрівання або фікса-
цією спирту. Флуорофор-кон’юговані 
антитіла зв’язуються з зовнішньою 
клітинною стінкою і флуоресцентні 
клітини візуалізуються з використан-
ням епіфлюоресцентної мікроскопії. 
Рівень виявлення IF становить 103 
КУО/мл для природно зараженого на-
сіння [29]. Імунофлюоресцентне фар-
бування колоній (IFC) виявляє тільки 
живі бактерії і використовує відносно 
велику кількість антитіл, що робить 
цей метод дорогим. Однак, перевагою 
є те, що можна виявити навіть 10 КУО/
мл збудника [30], що робить його в сто 
раз більше чутливим, ніж IF [31]. 

Метод імуномагнітної сепарації 
(IMS) грунтується на використанні 
імуномагнітних мікрочастинок, по-

критих специфічними антитілами для 
захоплення цільових бактеріальних 
клітин, має поріг виявлення 10 КУО/
мл в гетерогенній суміші насіння [32].

Підвищена чутливість і можливість 
в деяких модифікаціях метод поліме-
разної ланцюгової реакції (ПЛР) про-
водити кількісну оцінку присутності 
фітопатогенів робить цей метод більш 
привабливим за діагностики каран-
тинних об’єктів. Наприклад, компанія 
ТОВ «АгроДіагностіка» розробила 
набори для діагностики ряду каран-
тинних фітопатогенів методом ПЛР 
із флуоресцентною детекцією резуль-
татів (FLASH-ПЛР, ПЛР у реальному 
часі). Застосування таких діагностич-
них наборів дозволяє отримати надій-
ні, швидкі й достовірні (специфічність 
аналізу становить понад 99 %) резуль-
тати, що забезпечують перевірку під-
карантинних матеріалів на наявність 
об’єктів внутрішнього і / або зовніш-
нього карантину.

ДНК-діагностика збудників ово-
чевих культур із використанням ви-
дів ПЛР: BІО-ПЛР, STS-ПЛР, MLST/
MLSA-ПЛР, nested-ПЛР, PRIMS-
ПЛР, real-time ПЛР та мультиплексні 
ПЛР-тест-системи уможливлюють 
ідентифікувати одночасно кілька збуд-
ників. Висока чутливість ПЛР-діа-
гностики дозволяє визначати причину 
бактеріальних хвороб рослин томата 
на ранніх стадіях розвитку захворю-
вання, зокрема в пробах, що містять 
2×102 КУО/мл збудника, коли істотної 
шкоди рослинам ще не завдано [33].

Важливими складовими діагнос-
тичної системи є розробка специфіч-
них праймерів для ідентифікації роду 
і виду фітопатогенних бактерій, для 
яких специфічними можуть бути ді-
лянки, що кодують так звані чинники 
патогенності і визначають специфіку 
ураження рослини-хазяїна (табл. 4-7).
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З літературних джерел відомо, 
що геном C. michiganensis subsp. 
michiganensis включає плазміди рСМ1 
(27,5 kb) і рСМ2 (72 kb), які кодують 
гени вірулентності, стійкості проти 
антибіотиків. Показано, що штами, 
які не містять плазмід, не зумовлюють 
інфекційний процес у рослинах тома-
та, хоча здатність до розмноження in 
planta зберігається. Плазміда рСМ1 
містить ген celA і кодує ендо-1,4-глю-
каназу (целюлазу). Питання щодо 
важливості celA гена для розвитку 
бактеріального раку була встановле-
на за умов вивчення celA – мутантних 
штамів, які, як і безплазмідні штами, 
були не вірулентними. Досліджен-
ня [34] показали, що плазміда рСМ2 
містить ген pat-1, що кодує білок із 280 
амінокислотних залишків, обов’язко-
вий для розвитку C. michiganensis sub
sp michiganensis в рослинах томата. У 
своїх дослідженнях зі зразками ДНК, 
виділеної з ізолятів С. michiganensis 
subsp. michiganensis ІЗ-38, ІЗ-48, ІЗ-51, 
ІЗ-58, ІЗ-59, ІЗ-60, проводили ПЛР із 

парою праймерів СММ5-СММ6 спе-
цифічних до маркерної ділянки pat-1 
гена. Наявність продукту ампліфіка-
ції 614 н.п. свідчила про належність 
ізолятів до С. michiganensis subsp. 
michiganensis

Бактерії P. syringae pv. tomato про-
дукують коронатін, який містить ци-
клопропанове кільце й синтезується 
із коронафацинової й коронамової 
кислот. З’єднуючий фермент являє 
собою лігазу коронафакової кислоти, 
яка кодується cfl-геном [40]. Ця реак-
ція характерна для коронатін-проду-
куючих патогенів P. syringae і, відпо-
відно, є специфічним інструментом 
їхньої ідентифікації. У наших дослі-
дженнях під час проведення ПЛР зі 
зразками ДНК, виділеної з ізолятів 
P. syringae pv. tomato ІЗ-9, ІЗ-13, ІЗ-
28 і ІЗ-46 з парою праймерів Р1-Р2 
специфічних до маркерної ділянки 
cfl гена утворювалися ПЛР продук-
ти розміром 650 н.п., що свідчило 
про присутність у зразках бактерій P. 
syringae pv. tomato.

Таблиця 4. Специфічні праймери для діагностичних систем до збудника 
бактеріального раку

Праймер
Цільовий ген

Варіант 
ПЛР Зразок Посилання

C. michiganensis subsp. michiganensis

CMM-5/CMM-6
Pat-1 gene plasmid DNA Стандартна

Рослинна тканина та
насіння (ДНК екстрак-
ція), бактерії (прогріті)

Dreier et al. [34]

CM3/CM4
DNA fragment from a cloned 
pathogenic isolate

Стандартна Бактерії (лужний лізис і 
прогріті), насіння Santos et al. [35]

CMM5/CMM6 
Pat-1 gene plasmid DNA 
PSA-4/PSA-R 
16S-23S rDNA spacer region

Стандартна Бактерії (прогріті)
Anonymous [36]; 
Milijasevic et al. 

[37]

CMM-5/CMM-6 
Pat-1 gene plasmid DNA Стандартна Бактерії 

(екстракція ДНК) Hadas et al. [38]

CM3/CM4 
DNA fragment from a cloned 
pathogenic isolate

ВІО Бактерії 
(екстракція ДНК) Hadas et al. [38]
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Встановлені відмінності в роз-
ташуванні та будові hrp-генів роду 
Xanthomonas, дали змогу звузити коло 
пропонованих праймерів для моле-
кулярної діагностики бактеріальної 
плямистості. Використання тест-сис-
тем, праймери яких гомологічні до 
hrp-ділянки генома X. vesicatoria, 
уможливлює забезпечити високу точ-
ність та специфічність ідентифікації 

збудника [43]. Зі зразками ДНК, ви-
діленої з ізолятів X. vesicatoria ІЗ-10, 
ІЗ-11, ІЗ-15, ІЗ-17, ІЗ-20, ІЗ-23, ІЗ-25, 
ІЗ-30, ІЗ-31, проводили сайт специ-
фічну ПЛР із парою праймерів RST2-
RST3 специфічних до регуляторної 
ділянки гена hrp B. Наявність про-
дукту ампліфікації 840 н.п. свідчило 
про присутність у зразках бактерій X. 
vesicatoria.

Таблиця 5. Специфічні праймери для діагностичних систем до збудника 
бактеріальної крапчастості

Праймер
Цільовий ген

Варіант 
ПЛР Зразок Посилання

P. syringae pv. tomato
MM5F/MM5R 
hrpZpst gene Стандартна Бактерії (прогріті), росли-

ни (екстракція ДНК)
Zaccardelli et al. 

[39]
RcalFor1/RTRev 
RAPD fragment 
27F/1492R+HSP1/HSP2 
16S rDNA+specific to 
P. syringae pv. tomato 
Rtimefor/RTRev 
Probe (molecular beacon)

Стандартна 

Мультиплек-
сна 

Real-time 

Бактерії, рослини 
(екстракція ДНК) Fanelli et al. [40]

Р1-Р2
cfl- gene Стандартна Бактерії, рослини 

(екстракція ДНК) Fanelli et al. [40]

cff primer1/cff primer2 
Coronatine biosynthesis 
gene cluster

Стандартна, 
RFLP

Бактерії
(екстракція ДНК) Bereswill et al. [41]

COR1/COR2 
Coronafacic acid cfa7 
gene

Стандартна
Чисті культури або рос-
линна тканина (екстракція 

ДНК)
Cuppels et al. [42]

Таблиця 6. Специфічні праймери для діагностичних систем до збудника 
чорної бактеріальної плямистості

Праймер
Цільовий ген

Варіант 
ПЛР Зразок Посилання

X. vesicatoria
BSX1/BSX2 
Genomic DNA (unknown) Стандартна Бактерії, рослини 

(ДНК екстракція) Cuppels et al. [42]

RST2/RST3 
RST9/RST10 
hrpB (hypersensitive reaction 
and pathogenicity gen cluster)

Стандартна
Змиви насіння 

(екстракція ДНК) 
(аскорбат натрію 

та PVPP)
Leite et al. [43]

XCVF/XCVR
Rhs-gen Стандартна Бактерії 

(екстракція ДНК)
Dong Suk Park  et al. 

[44]
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Починаючи з 1990-х років було 
розроблено декілька методів, засно-
ваних на ампліфікації ДНК для вияв-
лення видів Pectobacterium, а також 
нові варіанти ПЛР, включаючи муль-
типлексну ПЛР, ПЛР у реальному часі 
і LAMP. Darrasse A. et al., сконструйо-
вано специфічні праймери (Y1, Y2) 
для детектування pel-гену відпові-
дального за синтез пектатліази в де-
кількох видів пектолітичних бактерій 
P. carotovorum subsp. carotovorum, 
P. carotovorum subsp. odoriferum і P. 
carotovorum subsp. atrosepticum [48].

Нині ПЛР вважається рутинним 
методом і рекомендується в більшо-
сті протоколів, розроблених Євро-
пейським союзом і Європейською та 
Середземноморською організацією  
захисту рослин.

Висновки та перспективи. 

Отже, комплексне використання 
мікробіологічних, серологічних та 
ПЛР-діагностик фітопатогенів ство-

Таблиця 7. Специфічні праймери для діагностичних систем до збудника 
м’якої гнилі

Праймер
Цільовий ген Варіант ПЛР Зразок Посилання

P. carotovorum subsp. carotovorum
EXPCCF/EXPCCR 
Chromosomal DNA 
(unknown)

Конкурентна Бактерії (необроблені), 
рослини (екстракція ДНК) Kang et al. [45]

INPCCF/INPCCR 
Nested to EXPCCF/
EXPCCR

Нестед Бактерії (необроблені), 
рослини (екстракція ДНК) Kang et al. [45]

SR3F/SR1cR 
16S rRNA gene

Стандартна, 
RFLP

Бактерії (необроблені), 
мікророслини Toth et al. [46]

MpdEc-F/MpdEc-R 
mpd gene

Real-time 
(iQ Supermix 
SBYRGreen )

Рослинна тканина
(ДНК екстракція)

Atallah, Stevenson 
[47]

Y1/Y2 
Y family of pectate 
lyase (pel) genes

Стандартна, 
RFLP

Бактерії (екстракція ДНК), 
бактерії (прогріті), росли-
ни, грунт та вода (екстрак-

ція ДНК)

Darrasse et al. [48]; 
Helias et al. [49]

рює передумови для розробки і реа-
лізації в практиці епідеміологічного 
нагляду за бактеріальними хвороба-
ми принципово нових біотехноло-
гічних схем вивчення ареалу розпов-
сюдження збудників і попередження 
розвитку епіфітотій.
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AnnotaƟon. EffecƟve and economical method s of detecƟon and idenƟficaƟon necessary 

for the study of ecology, pathogenesis and limiƟng the spread of phytopathogenic bacteria, 
as well as for seed cerƟficaƟon programs. The available methods  for the detecƟon and 
idenƟficaƟon of four main causaƟve agents of bacterial diseases of tomatoes Xanthomonas 
vesicatonia, Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis, Pseudomonas syringae pv. 
tomato, Pectobacterium carotovorum subsp. caroto vorum, which are common in Ukraine. 
These methods include microbiological using selecƟve media, serological, molecular methods 
based on the amplificaƟon of unique DNA sequences. The use of modern biochemical test 
systems has eliminated the need to idenƟfy phytopathogenic bacteria using long-term rouƟne 
methods. Commercially available commercial test systems provide rapid idenƟficaƟon at 
the species level and also detect new and quaranƟne pathogens. PCR-based methods have 
advantages over tradiƟonal diagnosƟc tests because isolates do not need to be cultured before 
detecƟon and protocols are highly sensiƟve and fast.

Keywords: bacterial diseases, tomatoes, diagnosƟc methods, serology, PCR.


