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Бактерии Erwinia amylovora (Burrill) Winslow et al. являются возбудителями бактериального ожога многих экономически значимых растений семейства Rosaceae. На данный момент уже разработано довольно большое количество методов диагностики этого фитопатогена. Классические тесты основаны на микробиологических (полуселективные среды) и иммунологических (ELISA, иммунофлюоресценция, реакция агглютинации) методах. [1; 11]. Значительно более быстрой и чувствительной является диагностика E. amylovora, основанная на ПЦР амплификации специфичных фрагментов ДНК с праймерами к региону повторов на плазмиде pEA29 или хромосомальным ams генам [2; 3]. Разработаны также различные модификации методов молекулярной детекции E. amylovora, такие как real-time PCR, nested PCR, PCR-ELISA [4; 8; 10; 12]. Большинство этих методов основаны на амплификации фрагмента pEA29, однако недавно были обнаружены вирулентные штаммы, лишенные этой плазмиды [9]. Данная работа посвящена разработке альтернативного метода молекулярной диагностики, применимого для детекции и идентификации клеток E. amylovora. Этот метод основан на амплификации хромосомального гена hrpN. Этот ген кодирует белок харпин, описанный в литературе как компонент системы секреции третьего типа и важнейший фактор вирулентности E. amylovora [14].
Выделение ДНК, рестрикцию, лигирование, электрофорез в агарозном геле и трансформацию проводили в соответствие со стандартными протоколами [13]. Экстракцию ДНК из растительного материала проводили как описано P.Llop [7]. Амплификацию гена hrpN E. amylovora осуществляли с праймерами Eam1 (5’gaggaataccatatgagtctgaatacaagtg3’) and Eam2 (5’agcgtcgaccagcttgccaagtgccat3’). Реакцию осуществляли в объеме 20 мкл, с 0,2 ед Taq- полимеразы, 0,2 мМ дНТФ, 16 мМ сульфата аммония, 10 мМ Tris-HCl (pH 8.3), 1,5 – 3,5 мМ MgCl2, 50 мМ KCl, 0,001% желатина, по 10 пкМ каждого праймера. Параметры реакции: 94°С 5 мин, затем 35 циклов 94°С 30 сек, 55°С 30 сек, 72°С 1,5 мин и 1 цикл 72ºС 5 мин. Амплификацию фрагмента плазмиды pEA29 E. amylovora с праймерами А и В проводили как описано ранее [2]. 
Для определения специфичности метода, на первом этапе работы пара праймеров Eam1 и Eam2 была протестирована на чистых культурах 38 штаммов фитопатогенных, условно фитопатогенных и сапрофитных бактерий. В случае 17 штаммов Erwinia amylovora, выделенных на территории Беларуси, Германии и Великобритании, был амплифицирован фрагмент ДНК, соответствующий по размеру гену hrpN (1,2 т.п.н.). При использовании в качестве матриц для ПЦР хромосомных ДНК других видов, никаких визуально детектируемых фрагментов не амплифицировалось (Рисунок  1).

Кроме того, специфичность праймеров Eam1 и Eam2 была оценена с помощью программы Basic Local Alignment Search Tool (BLAST). Среди нуклеотидных последовательностей микроорганизмов, доступных в базе данных GeneBank, кроме последовательностей генов hrpN Erwinia amylovora, были выявлены лишь последовательности генов hrpN бактерий Erwinia pyrifoliae, потенциально способные амплифицироваться с помощью праймеров Eam1 и Eam2.
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Рисунок 1 –  ПЦР продукты, полученные после амплификации с праймерами Eam1 и Eam2 к гену hrpN Erwinia amylovora. 1 - Erwinia amylovora 1/79Sm, 2 - Erwinia amylovora LMG 2024, 3 - Erwinia amylovora E3, 4 - Pseudomonas fluorescens, 5 - Pseudomonas aeruginosa, 6 - Pseudomonas putidae, 7 - Erwinia carotovora JN42, 8 - Pantoea agglomerans 208, 9 - Pseudomonas syringae B-1027, 10 - Pseudomonas syringae pv. tomato B-8290, 11 - Pseudomonas syringae pv. lacrymans B-1059, К – отрицательный контроль, M – ДНК маркер (GeneRuler DNA ladder mix, Fermentas).

Бактерии Erwinia pyrifoliae вызывают некрозы азиатской груши Pyrus pyrifolia Nakai (при искусственном заражении поражает P. communis, но не растения родов Cotoneaster, Crataegus, Malus, Prunus, Rubus) и выявлены только на территории Кореи и Японии, что сводит на нет вероятность ложно-положительного результата ПЦР диагностики применительно к образцам яблони и груши, отобранным на территории Беларуси. Аналогичные результаты были получены при использовании стандартной пары праймеров A/B (таблица 1). 

Ранее мы продемонстрировали идентичность RFLP профилей продуктов амплификации с праймерами Eam1 и Eam2 с использованием рестриктаз EcoRV, PvuII и AvaI. Для более точного подтверждения амплификации гена hrpN, ПЦР продукт, амплифицированный с использованием хромосомной ДНК штамма E. amylovora LMG2024 был клонирован в векторе pUC18 и частично секвенирован. Секвенированный фрагмент размером 500 п.о. был 100% идентичен последовательностям генов hrpN бактерий E. amylovora USAW004, 1/79, EaMR1, EaCa1-95 (коды доступа AY999003, AJ579689, AJ579692 and AJ579690 соответственно).
Для определения чувствительности диагностической процедуры при работе с растительными образцами, к навескам (30 мг) листьев, стеблей и цветков яблони перед экстракцией добавляли по 20 мкл серии разведений суспензии клеток Erwinia amylovora E3. Выделенную ДНК растворяли в 20 мкл дистиллированной воды, 1 мкл использовали в качестве матрицы для ПЦР (рисунок. 2).

Таблица 1 –  Штаммы бактерий, использованные в работе и результаты амплификации хромосомных ДНК этих бактерий с диагностическими праймерами Eam1/Eam2 и A/B
	Вид
	Штамм
	Источник, год и место изоляции
	Результаты ПЦР

	
	
	
	Eam1/Eam2a
	A/Bb

	Erwinia amylovora
	1/79
	Германия, Cotoneaster sp., 1979
	+
	+

	
	LMG2024
	Великобритания, Pyrus communis, 1980
	+
	+

	
	E1
	Беларусь, Malus sp., 2007
	+
	+

	
	E2
	- « -
	+
	+

	
	E3
	- « -
	+
	+

	
	E4
	- « -
	+
	+

	
	E5
	- « -
	+
	+

	
	L3-1
	- « -
	+
	+

	
	L3-2
	- « -
	+
	+

	
	L3-5
	Беларусь, Pyrus communis, 2007
	+
	+

	
	L3-6
	Беларусь, Malus sp., 2007
	+
	+

	
	L3-8
	Беларусь, Malus sp., 2007
	+
	+

	
	L13
	Беларусь, Malus sp., 2008
	+
	+

	
	612
	Польша, Pyrus communis, 1995
	+
	+

	
	646
	Польша, Crataegus sp.
	+
	+

	
	659
	Польша, Malus sp., 1986
	+
	+

	
	133/95
	Польша, Cydonia sp., 1985
	+
	+

	Erwinia сarotovora
	JN42
	-
	-
	-

	Erwinia сarotovora subsp. atroseptica
	J289
	-
	-
	-

	
	SCRI1043
	Великобритания
	-
	-

	Erwinia chrysanthemy
	ENA49
	-
	-
	-

	
	A3501
	
	-
	

	Pantoea agglomerans
	208
	Беларусь, Prunus cerasifera, 1982
	-
	-

	
	244
	
	-
	-

	
	EH103
	-
	-
	-

	
	93
	-
	-
	-

	
	129
	-
	-
	-

	
	195
	-
	-
	-

	Pseudomonas syringae pv. syringae
	B-1027
	Ukraine, Syringa vulgaris
	-
	-

	
	4/11
	Беларусь, Pyrus communis, 2007
	-
	-

	
	8/12
	- « -
	-
	-

	Pseudomonas syringae pv. tomato
	B-8290
	-
	-
	-

	Pseudomonas syringae pv. lacrymans
	B-1059
	Ukraine,  Cucumis sativus
	-
	-

	Pseudomonas corrugata
	B-9069
	-
	-
	-

	
	3’M
	Беларусь, Solanum lycopersicum, 2006
	-
	-

	
	37’1
	Беларусь, Solanum lycopersicum, 2009
	-
	-

	Pseudomonas fluorescens
	-
	-
	-
	-

	Pseudomonas aeruginosa
	-
	-
	-
	-

	Pseudomonas putida
	-
	-
	-
	-

	Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis
	39’1
	Беларусь, Solanum lycopersicum, 2009
	-
	-

	
	33’1
	Беларусь, Solanum lycopersicum, 2009
	-
	-

	E. coli
	XL-I Blue
	-
	-
	-


a Результаты ПЦР с праймерами eam1/eam2: «+» - положительный, амплифицирован продукт 1200 п.о.; «-» - отрицательный.

b Результаты ПЦР с праймерами A/B: «+» «+» - положительный, амплифицирован продукт 1100 п.о.; «-» - отрицательный.
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Рисунок  2 –  Чувствительность ПЦР диагностики при экстракции ДНК Erwinia amylovora из водной суспензии бактериальных клеток (А), стеблей (Б), листьев (В) и цветков (Г) яблони методом, предложенным Llop P. et al. (1999). Дорожка 1 – 108 кл/мл; 2 – 107 кл/мл; 3 – 106 кл/мл; 4 – 105 кл/мл; 5 – 104 кл/мл; К – отрицательный контроль.

Как видно из данных, приведенных на рисунке 2, чувствительность ПЦР при выбранном способе экстракции ДНК из растительной ткани составляла 10 клеток E.amylovora на реакцию, хотя количество детектируемого продукта амплификации было несколько меньшим, чем в случае водных суспензий бактериальных клеток (особенно при экстракции из цветков яблони).
Таким образом, для проанализированной выборки штаммов микроорганизмов, достоверность, специфичность и воспроизводимость метода ПЦР диагностики бактерий E. amylovora с праймерами к хромосомному гену hrpN  составляет 100%. Аналитическая чувствительность изучаемого метода диагностики составляет приблизительно 10 клеток E.amylovora на ПЦР реакцию (104 кл/мл).
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