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ÎÖIÍÊА ÃÅÍÅÒИЧÍÎЇ ÃÅÒÅÐÎÃÅÍÍÎСÒI ШÒАÌIВ 
RALSTONIA SOLANACEARUM ÍА ÎСÍÎВI 

RAPD-ПËÐ АÍАËIЗУ

Проанаëізовано 9 штамів Ralstonia solanacearum Ìіжнародної коëекції 
фітопатоãенниõ бактерій та коëекції віддіëу фітопатоãенниõ 
бактерій Iнституту мікробіоëоãії і вірусоëоãії імені Д.К. Забоëотноãо 
з використанням RAPD-ПЛР анаëізу. Зãідно отриманиõ резуëьтатів 
показано високий рівень ãенетичної ãетероãенності об’єктів 
досëідження та побудовано дендроãраму, що відображає ãенетичні 
дистанції між штамами. Розподіë штамів за кëастерами дендроãрами 
виявив певну закономірність дëя представників першоãо біовару. Серед 
ампëіфікованиõ посëідовностей не виявëено такиõ, що кореëюють із 
детермінацією õемотипу ëіпопоëісаõариду.

К ë ю ч о в і  с ë о в а : RAPD-ПЛР, Ralstonia solanacearum, ãенетичні 
дистанції, ëіпопоëісаõарид.

Ralstonia solanacearum – ñêëàäíèé êîìпëåêñíèé âèä, ÿêèé îб’єäíóє 
гðàìíåгàòèâí³ бàêòåð³ї, зäàòí³ âèêëèêàòè бàêòåð³àëüíå â’ÿíåííÿ ó б³ëüш 
í³ж 200 âèä³â âèщèх ðîñëèí. Öå îäèí ³з íàéб³ëüш äåñòðóêòèâíèх ðîñëèííèх 
пàòîгåí³â, щî зóñòð³÷àєòüñÿ ìàéжå íà âñ³х êîíòèíåíòàх. Åíäåì³÷íèìè äëÿ 
R. solanacearum є ðåг³îí òðîп³ê³â, зâ³äêè ³íòðîäóêö³ÿ éîгî â ³íш³ êðàїíè 
â³äбóëàñÿ пðîòÿгîì îñòàííüîгî ñòîë³òòÿ. Âñå öå ñâ³ä÷èòü пðî зíà÷íó 
âíóòð³шíüîâèäîâó гåòåðîгåíí³ñòü òà âèñîê³ òåìпè ì³íëèâîñò³ пàòîгåíó.

З ìîìåíòó ñâîгî â³äêðèòòÿ òàêñîíîì³÷íå пîëîжåííÿ âèäó зì³íюâàëîñÿ 
³ пðîäîâжóє óòî÷íюâàòèñÿ. Òàê, пî÷àòêîâà фåíîòèпîâà ñèñòåìà 
êëàñèф³êàö³ї íà б³îòèпè ³ ñåðîâàðè пîñòóпîâî âèò³ñíÿєòüñÿ ñèñòåìîю, 
îñíîâàíîю íà ðåñòðèêö³éíîìó àíàë³з³ гåíîìó. Зг³äíî îñòàííüîї â ìåжàх 
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âèäó R. solanacearum âèä³ëÿюòü ÷îòèðè ф³ëîòèпè, êîжåí з ÿêèх â³äпîâ³äíî 
пîä³ëÿєòüñÿ íà ñåêâåâàðè. Íà пîбóäîâàíîìó òàêèì ÷èíîì ф³ëîгåíåòè÷íîìó 
äåðåâ³, гåíåòè÷í³ äèñòàíö³ї ì³ж îêðåìèìè г³ëêàìè ñÿгàюòü б³ëüшå 25%, 
щî п³äшòîâхóє äîñë³äíèê³â äî íåîбх³äíîñò³ äðîбëåííÿ òàêñîíó íà äåê³ëüêà 
îêðåìèх âèä³â [1]. 

Êëàñòåðèзàö³ÿ шòàì³â òà ³зîëÿò³â бàêòåð³é íà îñíîâ³ ìîëåêóëÿðíî-
гåíåòè÷íîгî àíàë³зó äàє зìîгó ðîзä³ëèòè їх íà гðóпè ³з пîä³бíèìè 
б³îëîг³÷íèìè âëàñòèâîñòÿìè. Âñòàíîâëåííÿ гåíåòè÷íîгî пîë³ìîðф³зìó 
ф³òîпàòîгåííèх бàêòåð³é ìåòîäàìè, щî бàзóюòüñÿ íà пîë³ìåðàзíî-
ëàíöюгîâ³é ðåàêö³ї (ПЛÐ), âèêîðèñòîâóєòüñÿ пðè âèâ÷åíí³ åêîëîг³÷íîгî 
пîшèðåííÿ, пëàñòè÷íîñò³ гåíîìó òà îñîбëèâîñòåé åâîëюö³ї. Òàê, íà г³ëêàх 
äåíäðîгðàìè, пîбóäîâàíîї зà ðåзóëüòàòàìè RFLP (Restriction Fragment 
Length Polymorphism) àíàë³зó R. solanacearum, ñпîñòåð³гàëîñÿ ÷³òêå 
ðîзä³ëåííÿ б³îâàð³â 1 ³ 2, à òàêîж êëàñòåðó, щî ì³ñòèâ б³îâàðè 3 ³ 4 [2]. 
Â³äпîâ³äíà êîðåëÿö³ÿ ìàëà ì³ñöå пðè âèâ÷åíí³ п³âí³÷íîàìåðèêàíñüêèх 
³зîëÿò³â пàòîгåíó, äå зà äîпîìîгîю ПЛÐ пîâòîðюâàíèх åëåìåíò³â гåíîìó 
âäàëîñÿ äèфåðåíö³юâàòè шòàìè зà ðåг³îíîì пîхîäжåííÿ, б³îòèпîì ³ 
÷àñòêîâî ñпåêòðîì ðîñëèí-жèâèòåë³â [3].

Íà îñíîâ³ âèâ÷åííÿ îñîбëèâîñòåé х³ì³÷íîї бóäîâè ë³пîпîë³ñàхàðè-
ä³â (ЛПÑ) ðÿäó шòàì³â R. solanacearum, бóëî âñòàíîâëåíî ³ñíóâàííÿ 
7 ìîжëèâèх òèп³â ñòðóêòóð Î-ñпåöèф³÷íîгî пîë³ñàхàðèäó (ÎПÑ). Зà 
äîпîìîгîю пåðåхðåñíèх ³ìóíîх³ì³÷íèх ðåàêö³é ì³ж äîñë³äжóâàíèìè 
шòàìàìè їх âäàëîñÿ îб’єäíàòè â п’ÿòü ñåðîгðóп. Пðè öüîìó х³ì³÷íà 
ñòðóêòóðà ЛПÑ äåê³ëüêîх шòàì³â ðàäèêàëüíî â³äð³зíÿëàñÿ â³ä б³ëüшîñò³ 
[4]. Êîðåëÿö³ї ì³ж ñòðóêòóðîю ÎПÑ ³ íàëåжí³ñòю шòàìó äî пåâíîгî б³î-Êîðåëÿö³ї ì³ж ñòðóêòóðîю ÎПÑ ³ íàëåжí³ñòю шòàìó äî пåâíîгî б³î-
âàðó ÷è ðîñëèíè-хàзÿїíà àбî гåîгðàфi÷íîї зîíè, з ÿêîї öåé шòàì пîхîäèòü, 
íå âèÿâëåíî [5]. Âñòàíîâëåííÿ гåíåòè÷íèх äèñòàíö³é ì³ж ñåðîòèпàìè 
R. solanacearum ðàí³шå íå пðîâîäèëîñÿ.

Òîìó ìåòîю äàíîї ðîбîòè бóëî âèâ÷åííÿ гåíåòè÷íîї ñпîð³äíåíîñò³ ì³ж 
шòàìàìè – пðåäñòàâíèêàìè ð³зíèх ñåðîгðóп R. solanacearum, íà îñíîâ³ 
ПЛÐ äîâ³ëüíî àìпë³ф³êîâàíèх пîñë³äîâíîñòåé (RAPD).

RAPD-àíàë³з – óí³âåðñàëüíèé, ÷óòëèâèé ³ пðîñòèé ìåòîä, щî ìîжå 
бóòè зàñòîñîâàíèé äëÿ шèðîêîгî êîëà îðгàí³зì³â. RAPD-ìàðêåðè 
âèêîðèñòîâóâàëèñÿ äëÿ ³äåíòèф³êàö³ї òà äèфåðåíö³àö³ї шòàì³â ð³зíèх 
ðîä³â бàêòåð³é, â òîìó ÷èñë³ äëÿ âèäó R. solanacearum [6]. Дëÿ 
åíòåðîòîêñèêîгåííèх шòàì³â Escherichia coli ðîзпîä³ë íà êëàñòåðè 
зг³äíî ðåзóëüòàò³â RAPD пðàêòè÷íî пîâí³ñòю зб³гàâñÿ ³з ðîзпîä³ëîì íà 
ñåðîгðóпè зà àíòèгåííèìè âëàñòèâîñòÿìè ÎПÑ ЛПÑ [7], òîä³ ÿê äëÿ 
Vibrio cholerae òàêîї êîðåëÿö³ї íå ñпîñòåð³гàëîñÿ [8]. Íåäîë³êîì äàíîгî 
ìåòîäó є ³ìîâ³ðí³ñòü âпëèâó íà ðåзóëüòàòè äåÿêèх óìîâ пðîâåäåííÿ ПЛÐ, 
³ â³äпîâ³äíà íåâ³äòâîðюâàí³ñòü â ìåжàх ð³зíèх ëàбîðàòîð³é. Ðåзóëüòàòè 
RAPD òà ÂÎХ-ПЛÐ àíàë³зó äëÿ äèфåðåíö³àö³ї 46 ³зîëÿò³â R. solanacearum 
³з Òàéâàíю, âèÿâèëèñÿ пîä³бíèìè ³ пðîäåìîíñòðóâàëè зíà÷íèé пîë³ìîðф³зì 
â äàí³é пîпóëÿö³ї [9].
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Ìатерiали i методи дослiдження
Â ðîбîò³ âèêîðèñòîâóâàëè 9 шòàì³â R. solanacearum, пåðåë³ê ÿêèх 

пîäàíî â òàбëèö³ 1. Бàêòåð³ї âèðîщóâàëè íà êàðòîпëÿíîìó àгàð³ пðè 
28 °Ñ пðîòÿгîì 48 гîäèí. 

Òàбëèöÿ 1
Õарактеристика штамiв R. solanacearum

Table 1
Characteristic of R. solanacearum strains

Íомер штаму Áiовар Ðослина хазяїн
Ãеографiчна зона 

видiлення
Òип структури 

ÎПС

ICMP 5712 
(òèпîâèé)

I òîìàòè ÑШÀ 3

35” - êàðòîпëÿ Óêðàїíà -

4” - êàðòîпëÿ Óêðàїíà -

ICMP 7954 II - Êåí³ÿ -

ICMP 7944 I пîäîðîжíèê Пåðó 6

ICMP 8089 III ñîëîäêèé пåðåöü Ф³ë³пп³íè 7

ICMP 8202 IV êàðòîпëÿ Шð³ Лàíêà 1

ICMP 7859 I êàðòîпëÿ Пåðó 1

ICMP 7864 I бàíàíè Êîñòà-Ð³êà 2

Пðèì³òêà: «–» íå âèзíà÷åíî, ICMP − International collection of phytopathogenic bac-International collection of phytopathogenic bac-
teria (New Zealand), 35” ³ 4” – шòàìè з êîëåêö³ї â³ää³ëó ф³òîпàòîгåííèх бàêòåð³é 
IÌÂ ÍÀÍ Óêðàїíè

Âèä³ëåííÿ òîòàëüíîї ДÍÊ ³з êë³òèí бàêòåð³é пðîâîäèëè âîäíî-
фåíîëüíèì ìåòîäîì з âèêîðèñòàííÿì ÑÒÀÂ-бóфåðó [10]. Cóñпåíз³ю 
êë³òèí ó 500 ìêë ф³зðîз÷èíó îñàäжóâàëè öåíòðèфóгóâàííÿì. Îñàä 
ðåñóñпåíäóâàëè â 600 ìêë ë³зóю÷îгî бóфåðó (1 ìÌ Òðèñ-ÍCl, ðÍ 8,0, 
0,25 Ì ÅДÒÀ, 0,1% Sarcosyl (Sigma), 0,2 Ì NaCl), п³ñëÿ äîäàâàííÿ 
2 îä. àêòèâíîñò³ пðîòåїíàзè íà зðàзîê òà 100 ìêë 10%-гî ðîз÷èíó ÑÒÀÂ, 
пðîб³ðêè ³íêóбóâàëè 30 хâ пðè 60 °Ñ. Б³ëêè îñàäжóâàëè öåíòðèфóгóâàííÿì 
(10 хâ, 16 000 g) з ð³âíèì îб’єìîì фåíîëó ³ äâ³÷³ – ñóì³шшю хëîðîфîðì-
³зîàì³ëîâèé ñпèðò (24:1), зà ê³ìíàòíîї òåìпåðàòóðè. Íóêëåїíîâ³ êèñëîòè 
³з âîäíîї фàзè îñàäжóâàëè 2,5 îб’єìàìè åòàíîëó, п³ñëÿ ÷îгî ðîз÷èíÿëè 
ó 150 ìêë âîäè, â³ëüíîї â³ä íóêëåàз. Îòðèìàí³ пðåпàðàòè ДÍÊ збåð³гàëè 
пðè -20 °Ñ. 

RAPD-ПЛÐ пðîâîäèëè îêðåìî з êîжíèì ³з 5 äåêàìåðíèх пðàéìåð³â, 
пîñë³äîâíîñò³ ÿêèх пîäàí³ â òàбëèö³ 2. ПЛÐ-ñóì³ш, îб’єìîì 25 ìêë, ì³ñ-
òèëà 1Х Taq-пîë³ìåðàзíèé бóфåð, 3,5 ìÌ MgCl2, 0,25 ìÌ dNTP, 0,2 ìêÌ 
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пðàéìåðà, 2 îä. Taq-пîë³ìåðàзè, 50 íг бàêòåð³àëüíîї ДÍÊ. ПЛÐ пðîâî-
äèëè íà àìпë³ф³êàòîð³ “Eppendorf” ó òàêîìó òåìпåðàòóðíîìó ðåжèì³: 
пî÷àòêîâà äåíàòóðàö³ÿ – 5 хâ зà òåìпåðàòóðè 95 °Ñ; 35 öèêë³â: 30 ñ 
зà 94 °Ñ, 40 ñ зà 39 °Ñ, 45 ñ зà 72 °Ñ; òåðì³íàëüíà åëîíгàö³ÿ – 7 хâ зà 
72 °Ñ. Àìпë³ф³êàö³ÿ з êîжíèì ³з пðàéìåð³â бóëà зä³éñíåíà щîíàéìåíшå 
â äâîх пîâòîðíîñòÿх.

Òàбëèöÿ 2 
Íуклеотиднi послiдовностi праймерiв

Table 2
Nucleatide sequences of primers

OPJ CCACACTACC

BL26 GTAGCTGACG

OPD01 ACCGCGAAGG

OPD04 TCACGTCCAC

OPG08 TCTGGTGAGG

Åëåêòðîфîðåòè÷íèé ðîзпîä³ë пðîäóêò³â ПЛÐ пðîâîäèëè â 1,5%-ìó 
àгàðîзíîìó гåë³, щî ì³ñòèâ бðîìèñòèé åòèä³é (0,5 ìêг/ìêë), пðîòÿгîì 2 
гîäèí, пðè íàпðóз³ 3 Â/ñì äîâжèíè гåëю. 

Âèзíà÷åííÿ äîâжèí àìпë³êîí³â â гåë³ зä³éñíюâàëè зà äîпîìîгîю 
пðîгðàìè Gel-Pro Analyzer 4,5, пîð³âíюю÷è їх ³з ìàðêåðîì ìîëåêóëÿðíîї 
ìàñè O’GeneRuler 100 bp Plus (Fermentas). Пðè îб÷èñëåíí³ ðåзóëüòàò³â 
гåëü-åëåêòðîфîðåзó âðàхîâóâàëè ëèшå ò³ ñìóгè, ³íòåíñèâí³ñòü ÿêèх ñÿгàëà 
íå ìåíшå 2,5% â³ä ìàêñèìàëüíîї. Ñпîð³äíåí³ñòü зðàзê³â ДÍÊ âèзíà÷àëè 
зà ÷àñòêîю àìпë³êîí³â îäíàêîâîї äîâжèíè, êîðèñòóю÷èñü êîåф³ö³єíòîì 
Джàêàðäà. Êëàñòåðíèé àíàë³з, âèêîðèñòîâóю÷è íåзâàжåíèé пàðíîгðóпîâèé 
ìåòîä ³з àðèфìåòè÷íèì óñåðåäíåííÿì (UPGMA), ³ пîбóäîâó äåíäðîгðàìè 
пðîâîäèëè зà äîпîìîгîю пðîгðàìè DendroUPGMA (http://genomes.urv.
cat/UPGMA/) [12]. 

Ðезультати дослiджень та їх обговорення 
Дîñë³äжåííÿ пðîâîäèëè íà 9 шòàìàх R. solanacearum, пðåäñòàâíè-

ê³â ð³зíèх б³îâàð³â (òàбë. 1), з ð³зíèх гåîгðàф³÷íèх зîí. З Ì³жíàðîäíîї 
êîëåêö³ї ф³òîпàòîгåííèх бàêòåð³é (ICMP) îäåðжàí³ 7 з äîñë³äжóâàíèх 
шòàì³â, à 2 – з êîëåêö³ї ì³êðîîðгàí³зì³â â³ää³ëó ф³òîпàòîгåííèх бàêòåð³é 
IÌÂ ÍÀÍ Óêðàїíè. Ðàí³шå [13] бóëà âèâ÷åíà ñòðóêòóðà Î-ñпåöèф³÷íèх 
пîë³ñàхàðèä³â ЛПÑ ðÿäó шòàì³â R. solanacearum. Âñòàíîâëåíî, щî зà 
ìîíîñàхàðèäíèì ñêëàäîì âîíè ìîжóòü бóòè â³äíåñåí³ äî 4-х гðóп, пðè÷îìó 
5 шòàì³â є пðåäñòàâíèêàìè 1-îї ³ 2-îї гðóпè, à 3-ÿ ³ 4-à пðåäñòàâëåí³ 
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ò³ëüêè пî îäíîìó шòàìó. Ðàзîì з òèì, бóëî âñòàíîâëåíî 6 ð³зíèх òèп³â 
ñòðóêòóð. Пîêàзàíî:

1) ÎПÑ ðÿäó шòàì³â хàðàêòåðèзóюòüñÿ ë³í³éíèìè ñòðóêòóðàìè з 
òåòðàñàхàðèäíèìè ëàíöюгàìè, ÿê³ âêëю÷àюòü òðè зàëèшêè L-Rha ³ îäèí 
зàëèшîê GlcNAc (ñòðóêòóðè 1 ³ 2, шòàìè 7859, 8202, 7864). Ð³зíèö³ â 
ñòðóêòóðàх îбóìîâëåí³ êîíф³гóðàö³єю (α- àбî β-) (ñòðóêòóðè 1 ³ 2) GlcNAc 
àбî òèпîì éîгî зâ’ÿзêó (1–2) (ñòðóêòóðà 1) àбî (1–3) (ñòðóêòóðà 2) з 
ñóñ³äí³ì зàëèшêîì ðàìíîзè.

2) ÎПÑ шòàìó 5712 (ñòðóêòóðà 3) хàðàêòåðèзóєòüñÿ ðîзгàëóжåíèì 
пåíòàñàхàðèäíèì ëàíöюгîì, ÿêèé пðåäñòàâëÿє êñèëîзèëüîâàíó фîðìó 
ñòðóêòóðè 2, à ÎПÑ шòàìó 7944 – ðàìíîзèëüîâàíó фîðìó ñòðóêòóðè 1 
(ñòðóêòóðà 6).

3) Ñòðóêòóðè ÎПÑ ЛПÑ äâîх шòàì³â пðèíöèпîâî â³äð³зíÿюòüñÿ â³ä 
âñ³х äîñë³äжåíèх шòàì³â: âîíè пðåäñòàâëåí³ òðèñàхàðèäíèìè ëàíöюгàìè 
– ë³í³éíèìè (шò. 8089, ñòðóêòóðà 7), ÿê³ ì³ñòÿòü äâà зàëèшêè D-Rha, â 
òîé ÷àñ ÿê ó ÎПÑ ³íшèх шòàì³â пðèñóòíÿ L-Rha, à òàêîж îäèí зàëèшîê 
GalNAc, àбî ðîзгàëóжåíèì òðèñàхàðèäîì (шò. 4157, ñòðóêòóðà 8), ÿêèé 
âêëю÷àє зàëèшêè GlcNAc, GalNAc, à òàêîж D-Ara ÿê ëàòåðàëüíèé зà-
ì³ñíèê.

Ñâîєð³äí³ñòü жèðíîêèñëîòíîгî ñêëàäó є îäíèì з äîäàòêîâèх хåìî-
òàêñîíîì³÷íèх êðèòåð³їâ пðè äèфåðåíö³àö³ї âèä³â. Дîñë³äжåííÿ ë³п³ä³â 
À ЛПÑ R. solanacearum 8089 ³ 4157 ñâ³ä÷àòü, щî, íà â³äì³íó â³ä ³íшèх 
äîñë³äжåíèх шòàì³â [14], â їх ñêëàä³ пðèñóòí³ 3-г³äðîêñèäåêàíîâà ³ 
3-г³äðîñêèäîäåêàíîâà êèñëîòè. 

Îäíèì ³з ìåòîä³â, ÿêèé íà ñüîгîäí³ шèðîêî âèêîðèñòîâóєòüñÿ äëÿ 
äèфåðåíö³àö³ї шòàì³â òà âñòàíîâëåííÿ ð³âíÿ гåíåòè÷íîї ñпîð³äíåíîñò³ 
ì³ж íèìè, є ф³íгåðпðèíòèíг íà îñíîâ³ пîë³ìåðàзíîї ëàíöюгîâîї ðåàêö³ї. 
Àìпë³ф³êàö³ÿ äîâ³ëüíèх ä³ëÿíîê ДÍÊ пðîêàð³îò з äåêàìåðíèìè пðàéìåðàìè 
(RAPD-àíàë³з), ÿê îäèí ³з íàéäàâí³шèх ìåòîä³â ПЛÐ, äîâ³â ñâîю 
åфåêòèâí³ñòü òà пðèêëàäíó зíà÷èì³ñòü â шèðîê³é îбëàñò³ пîпóëÿö³éíèх 
äîñë³äжåíü. 

Â ðåзóëüòàò³ ПЛÐ ³з п’ÿòüìà äåêàìåðíèìè пðàéìåðàìè, äâà з ÿêèх 
– OPD01 òà OPJ, хàðàêòåðèзóâàëèñÿ íèзüêîю ³íфîðìàòèâí³ñòю, бóëè 
âèбðàêóâàí³ ³ â пîäàëüш³é ðîбîò³ íå âèêîðèñòîâóâàëèñÿ. 

Ñóìàðíèì пðîäóêòîì ПЛÐ ДÍÊ 9-òè шòàì³â R. solanacearum ³з 
пðàéìåðàìè BL26, OPD04, OPG08 ñòàëè 52 фðàгìåíòè, ìîëåêóëÿðíà ìàñà 
ÿêèх зíàхîäèëàñÿ â ä³àпàзîí³ 55–2700 íóêëåîòèäíèх пàð (п.í.). Ñп³ëüí³ 
äëÿ äâîх ³ б³ëüшå зðàзê³â пðîäóêòè ðåàêö³ї ñòàíîâèëè òðîхè б³ëüшå 55% 
â³ä зàгàëüíîї ê³ëüêîñò³ ñìóг. Жîäåí ³з àìпë³êîí³â íå бóâ ìîíîìîðфíèì, 
щî ñâ³ä÷èòü пðî зíà÷íó гåíåòè÷íó гåòåðîгåíí³ñòü â ìåжàх äîñë³äжóâàíîї 
гðóпè шòàì³â (ðèñ. 1). 

Îòðèìàí³ ê³ëüê³ñí³ зíà÷åííÿ пîä³бíîñò³ ì³ж шòàìàìè, ðîзðàхîâàí³ 
зг³äíî êîåф³ö³єíòó Джàêàðäà, íå пåðåâèщóâàëè 35%. Ðîзðèâ ³з òåîðåòè÷íèì 
пîðîгîâèì, äëÿ îðгàí³зì³â îäíîгî âèäó, зíà÷åííÿì 70% пîÿñíюєòüñÿ 
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îбìåжåíèì ÷èñëîì îб’єêò³â äîñë³äжåííÿ (зг³äíî ñòàíäàðò³â Єâðîпåéñüêîї 
äîñë³äíîї êîì³ñ³ї åп³äåì³îëîг³÷íèх ìàðêåð³â (ESGEM) їх пîâèííî бóòè íå 
ìåíшå 100) [15]. Îäíàê, ÷àñòî íà пðàêòèö³, ðåпðåзåíòàòèâí³ ðåзóëüòàòè 
ìîжóòü бóòè îòðèìàí³ ³ äëÿ íåâåëèêîї пîпóëÿö³ї бàêòåð³é, зîêðåìà â 
êë³í³÷íèх äîñë³äжåííÿх бëèзüêîñпîð³äíåíèх ³зîëÿò³â. Òàê, RAPD-пðîф³ë³ 
14 ³зîëÿò³â Salmonella enterica ð³зíèх ñåðîòèп³â, âèä³ëåíèх пðîòÿгîì 
15 ðîê³â, хàðàêòåðèзóâàëèñÿ íàÿâí³ñòю ìîíîìîðфíèх ñìóг [16]. Â òîé 
жå ÷àñ, зà ðåзóëüòàòàìè ф³íгåðпðèíòèíгó 46 шòàì³â R. solanacearum, 
ñåðåäíє зíà÷åííÿ гåíåòè÷íîї ñпîð³äíåíîñò³ ì³ж íèìè ñòàíîâèëî 56% [9].

Iíшèì фàêòîðîì, щî âпëèâàє íà ðåпðåзåíòàòèâí³ñòü åëåêòðîфîðå-
òè÷íèх пðîф³ë³â RAPD-ПЛÐ гåíîòèпó äîñë³äíîгî шòàìó, є гåíåòè÷íà 
ñòàб³ëüí³ñòü àìпë³ф³êîâàíèх ä³ëÿíîê ДÍÊ. Пðîбëåìà пîëÿгàє â òîìó, щî 

Ðис.1. Åлектрофореграми RAPD-ПËÐ штамiв R. solanacearum: 
5712 (1), 8202 (2), 8089 (3), 35 (4), 7954 (5), 4 (6), 7944 (7), 7864 (8), 7859 (9), 

Ì-ìàðêåð ìîëåêóëÿðíîї ìàñè

Fig 1. RAPD-PCR electrophoretic patterns of R. solanacearum strains: 
5712 (1), 8202 (2), 8089 (3), 35 (4), 7954 (5), 4 (6), 7944 (7), 7864 (8), 7859 (9),  
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íåìîжëèâî âñòàíîâèòè: íàëåжàëè ñàéòè г³бðèäèзàö³ї пðàéìåð³â äî ðîбî÷èх 
гåí³â ÷è íåêîäóю÷èх ìîб³ëüíèх гåíåòè÷íèх åëåìåíò³â. Àìпë³ф³êàö³ÿ îñòàí-
í³х ìîжå бóòè пðè÷èíîю зàâèщåííÿ ðåàëüíèх ф³ëîгåíåòè÷íèх äèñòàíö³é 
ì³ж îб’єêòàìè äîñë³äжåííÿ [17]. Пðîбëåìà âèð³шóєòüñÿ зб³ëüшåííÿì 
÷èñëà RAPD-пðàéìåð³â, щî âèêîðèñòîâóюòüñÿ äëÿ äîñë³äжåííÿ пåâíîї 
гðóпè ì³êðîîðгàí³зì³â. Îäíàê, âèêîðèñòàííÿ íàâ³òü 30 äîâ³ëüíèх äåêàìåð-
íèх пðàéìåð³â пðè âèâ÷åí³ ëîêàëüíîї пîпóëÿö³ї R. solanacearum â ìåжàх 
îäíîгî àгðîöåíîзó, âèÿâèëî ñåðåäíє зíà÷åííÿ гåíåòè÷íîї ñпîð³äíåíîñò³ 
ì³ж ³зîëÿòàìè − 60%. Ó ö³é жå ðîбîò³, гåíåòè÷í³ äèñòàíö³ї êëîíîâîї 
ë³í³ї, ì³ж âèх³äíîю êóëüòóðîю ³ бàêòåð³ÿìè äåâ'ÿòîї гåíåðàö³ї íà шòó÷íèх 
пîжèâíèх ñåðåäîâèщàх, ñÿгàëà 30% [18]. Âñ³ ö³ äàí³ âêàзóюòü íà âèðàжåíó 
гåíåòè÷íó íåñòàб³ëüí³ñòü òà âèñîê³ òåìпè åâîëюö³ї, хàðàêòåðí³ äëÿ âèäó. 
Òîé фàêò, щî äëÿ шòàì³â R. solanacearum фåíîòèпîâèé пðîÿâ ì³íëèâîñò³ 
âèðàжåíèé ìåíшîю ì³ðîю [19], ñâ³ä÷èòü пðî ó÷àñòü íåêîäóю÷èх ä³ëÿíîê 
ДÍÊ â пëàñòè÷íîñò³ гåíîìó. 

Пîбóäîâàíà зà ðåзóëüòàòàìè RAPD-àíàë³зó äåíäðîгðàìà пðåä--àíàë³зó äåíäðîгðàìà пðåä-
ñòàâëåíà äâîìà îñíîâíèìè êëàñòåðàìè (ðèñ. 2). Â пåðшîìó êëàñòåð³ 
âèä³ëÿєòüñÿ äâ³ п³äгðóпè: îäíà з íèх óòâîðåíà шòàìàìè 7859, 7944 ³ 7864 
– пðåäñòàâíèêàìè б³îâàðó 1, äî ÿêîгî íàëåжèòü ³ 5712, щî âèä³ëÿєòüñÿ 
îêðåìîю г³ëêîю â êëàñòåð³. Дðóгà п³äгðóпà îб’єäíóє шò. 8202 (б³îâàð 4) 
³ шò. 4 (б³îâàð íå âñòàíîâëåíèé). Дðóгèé êëàñòåð ì³ñòèâ шòàìè 8089, 
7954 (б³îâàðè 3 ³ 2, â³äпîâ³äíî) ³ 35 (б³îâàð íå âñòàíîâëåíèé). 

Ðис. 2. Äендрограма, побудована на основi аналiзу генетичних дистанцiй мiж 9 
штамами R. solanacearum з використанням методу UPGMA

Fig. 2. Dendrogram constructed by using of UPGMA method, showing correlation 
between RAPD-PCR profiles of 9 R. solanacearum strains
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Òå, щî шòàìè ³з пåðшèì òèпîì ñòðóêòóðè ÎПÑ – 7859 ³ 8202, ÷è éîгî 
âàð³àö³ї (шò.7944), зíàхîäÿòüñÿ â îäíîìó êëàñòåð³ RAPD äåíäðîгðàìè, 
íå äàє п³äñòàâ гîâîðèòè пðî êîðåëÿö³ю ì³ж âêàзàíèìè êëàñèф³êàö³éíèìè 
ñхåìàìè. Öå п³äòâåðäжóєòüñÿ òèì, щî ñåðåä îòðèìàíèх, â³äñóòí³ óí³êàëüí³ 
àìпë³êîíè äëÿ íîñ³їâ пåðшîї ñòðóêòóðè ЛПÑ, à пðàéìåð OPD04 äëÿ ДÍÊ 
шòàì³â 7859 ³ 8202 âзàгàë³ íå óòâîðèâ îäíàêîâèх зà äîâжèíîю пðîäóêò³â 
ðåàêö³ї (ðèñ. 3). Пîðÿä з öèì, шò. 8089, ÿêèé âèð³зíÿєòüñÿ ñåðåä б³ëüшîñò³ 
óí³êàëüí³ñòю жèðíîêèñëîòíîгî ñêëàäó òà ñòðóêòóðîю ÎПÑ, âèÿâèâñÿ 
гåíåòè÷íî òîòîжíèì äîñë³äíèì шòàìàì R. solanacearum. 

Ðис. 3. RAPD-профiлi R. solanacearum, утворенi праймером BL26 штамiв: 
7859 (1), 8202 (2), M – ìàðêåð ìîëåêóëÿðíîї ìàñè

Fig. 3. RAPD-PCR profiles generated with primer BL26 of R. solanacearum 
strains: 7859 (1), 8202 (2), M – DNA ladder

Òàêèì ÷èíîì пðîâåäåíà RAPD-ПЛÐ äàëà зìîгó зä³éñíèòè êëàñòåðèзàö³ю 
9 шòàì³â R. solanacearum. Зг³äíî îòðèìàíèх ðåзóëüòàò³â, шòàìè пåðшîгî 
б³îâàðó пðîÿâèëè гåíåòè÷íó ñпîð³äíåí³ñòü. Ðîзêðèòòÿ гëèбшîї êîðåëÿö³ї 
ì³ж фåíîòèпîâèìè âëàñòèâîñòÿìè бàêòåð³é òà гåíåòè÷íèìè äèñòàíö³ÿìè 
ì³ж íèìè îбìåжóєòüñÿ ê³ëüê³ñòю îб’єêò³â äîñë³äжåííÿ зà âèñîêèх зíà÷åíü 
їхíüîї âíóòð³шíüîâèäîâîї гåòåðîгåííîñò³. 
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ÎÖÅÍÊА ÃÅÍÅÒИЧÅСÊÎЙ ÃÅÒÅÐÎÃÅÍÍÎСÒИ ШÒАÌÌÎВ 
RALSTONIA SOLANACEARUM ÍА ÎСÍÎВÅ RAPD-ПÖÐ 

АÍАËИЗА

Ðеферат

Пðîàíàëèзèðîâàíî 9 шòàììîâ Ralstonia solanacearum Ìåжäóíà-
ðîäíîé êîëëåêöèè фèòîпàòîгåííых бàêòåðèé, à òàêжå êîëëåêöèè îòäåëà 
фèòîпàòîгåííых бàêòåðèé Èíñòèòóòà ìèêðîбèîëîгèè è âèðóñîëîгèè èìå-
íè Д.Ê. Зàбîëîòíîгî ñ èñпîëüзîâàíèåì RAPD-ПÖÐ àíàëèзà. Ñîгëàñíî 
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пîëó÷åííыì ðåзóëüòàòàì пîêàзàí âыñîêèé óðîâåíü гåíåòè÷åñêîé гåòå-
ðîгåííîñòè îбъåêòîâ èññëåäîâàíèÿ è пîñòðîåíà äåíäðîгðàììà, êîòîðàÿ 
îòîбðàжàåò гåíåòè÷åñêèå äèñòàíöèè ìåжäó шòàììàìè. Ðàñпðåäåëåíèå 
шòàììîâ пî êëàñòåðàì äåíäðîгðàììы âыÿâèëî îпðåäåëåííóю зàêîíî-
ìåðíîñòü äëÿ пðåäñòàâèòåëåé пåðâîгî бèîâàðà. Ñðåäè àìпëèфèêîâàííых 
пîñëåäîâàòåëüíîñòåé íå âыÿâëåíî òàêèх, êîòîðыå êîððåëèðóюò ñ äåòåð-
ìèíàöèåé хåìîòèпà ëèпîпîëèñàхàðèäà.

Ê ë ю ÷ å â ы å  ñ ë î â à : RAPD-ПÖÐ, Ralstonia solanacearum, гåíå-
òè÷åñêèå äèñòàíöèè, ëèпîпîëèñàхàðèä.
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EVALUATION OF GENETIC DIVERSITY OF RALSTONIA 
SOLANACEARUM STRAINS USING RAPD-PCR

Summary

There were analysed 9 strains of Ralstonia solanacearum, obtained from 
New Zealand collection and collection of the Department of phytopathogenic 
bacteria of D.K. Zabolotny Institute of Microbiology and Virology on the 
basis of RAPD-PCR. According to the obtained results high level of genetic 
diversity was established and phylogenic tree was constructed. The distri-
bution of the strains into genetic clusters shown similarity between the 
strains of biovar 1. No association was found between amplified sequences 
and determination of lipopolysaccharide chemotypes.

K e y  w o r d s : RAPD-PCR, Ralstonia solanacearum, genetic distances, 
lipopolysaccharide.


