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Аннотация

Несмотря на активное осуществление мер по защите сельскохозяйственных расте-
ний от фитопатогенов, актуальной, в том числе в сфере картофелеводства, остается про-
блема скрытого поражения посевного материала. Нами установлено, что в качестве ин-
фекционного агента латентной инфекции клубней картофеля сортов Розара, Ред Скар-
летт, Невский и Фелокс наиболее часто выступают микромицеты рода Fusarium. Мето-
дом ПЦР-анализа было обнаружено, что наиболее распространенным видом выступает
Fusarium оxysporum. Фитотоксичность изолятов данного вида подтверждена действием
культуральной жидкости микромицета на прорастание семян зерновых и овощных культур.

Ключевые слова: микромицеты, Fusarium, ПЦР, всхожесть.

Введение

В современных условиях увеличения урожайности сельскохозяйственных
культур можно достичь на основе высокой культуры земледелия, предпола-
гающей в числе прочего использование высококачественного посевного мате-
риала. Получение такого материала связано с проведением целого комплекса
мероприятий, в частности с работами по выявлению скрытых инфекций, вызы-
ваемых различными микроорганизмами, в том числе микроскопическими гри-
бами, и нахождению методов, позволяющих точно определить видовую при-
надлежность инфекционного агента.

Среди наиболее распространенных заболеваний многих сельскохозяйст-
венных культур выделяют группу заболеваний, связанных с развитием фитопа-
тогенных микромицетов рода Fusarium. Американским фитопатологическим
обществом [1] установлено, что более чем 80 из 101 вида экономически важных
растений сопутствует заболевание, вызываемое грибами рода Fusarium. Чаще
всего в качестве возбудителей инфекции встречаются виды F. graminearum,
F. culmorum, F. poae, F. tricinctum и некоторые другие [2–4]. Они поражают
как вегетативные, так и репродуктивные органы растений и вызывают их увя-
дание, повреждение и гибель, а у зерновых – повреждение колоса и впоследст-
вии зерна. Из данных литературы известно, что микромицеты рода Fusarium
обнаруживаются не только в почве, на растительных остатках, но и в самих
растениях, в частности в клубнях картофеля, сохраняясь там в виде латентной
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инфекции [5]. Для человека и животных представляет опасность образование
грибами вторичных метаболитов – микотоксинов, вызывающих тяжелые формы
микотоксикозов [6–8].

Настоящая работа посвящена выявлению скрытой инфекции в образцах
клубней наиболее распространенных в Республике Татарстан сортов картофеля
и идентификации возбудителей заболевания методом ПЦР-диагностики.

1. Материалы и методы

В работе использовали клубни картофеля посадочного материала сортов
Розара, Ред Скарлетт, Невский и Фелокс.

Микромицеты с клубней картофеля выделяли общепринятыми микробио-
логическими методами на соответствующих питательных средах [5, 9]. Пер-
вичную видовую идентификацию изолятов проводили с помощью морфологи-
ческих признаков (цвет, характер роста мицелия, наличие и форма микро- и
макроконидий, наличие склероциев, образование пигмента на среде из риса).
Морфолого-культуральные свойства исследовали на натуральной среде КГА
(картофеле-глюкозный агар) [10, 11].

Для определения действия выделенных микромицетов на растения исполь-
зовали культуральную жидкость, полученную в процессе культивирования
изолятов Fusarium на жидкой питательной среде (КГА). Культивирование про-
водили в течение 5 сут с целью возможного синтеза токсических продуктов
метаболизма. Именно в этот период (стационарная фаза роста), по данным ли-
тературы [12, 13], наблюдается их накопление в культуральной жидкости.

Молекулярно-генетический анализ ДНК микромицетов проводили по ме-
тоду Дружининой с соавторами [14].

Статистическую обработку данных осуществляли с помощью электронных
таблиц Microsoft Excel. Для представления данных использовали структурные
выборочные характеристики (медиана, 2.5 персентиль, 97.5 персентиль). При
сравнении выборок в качестве критерия значимости использовали интерваль-
ные оценки (р ≤ 0.05).

2. Результаты и их обсуждение

С целью выявления скрытой инфекции, вызываемой микромицетами, об-
разцы глазков картофеля с подлежащей тканью помещали на питательную среду
Чапека, где наблюдали развитие микроорганизмов.

Идентификацию грибов начинали с видового осмотра колоний микромице-
тов. Преимущественное наличие воздушного, паутинного мицелия, окрашен-
ного в белый, розоватый, желтовато-белый цвет, свидетельствовало о возмож-
ной принадлежности данных микромицетов к роду Fusarium.

С помощью микробиологических методов в образцах чистых изолятов
микромицетов было установлено наличие макро- и микроконидий, определены
их размер, форма, количество перегородок. Отмечено образование хламидос-
пор, присутствие склероций и пионот. На среде с экстрактом риса было иссле-
довано образование пигмента.
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Табл. 1
Основные виды микромицетов рода Fusarium, выделенные из посевных клубней разных
сортов картофеля

Источник выделения (cорт картофеля) Вид микромицета
Розара F. oxysporum, F. equiseti
Ред Скарлетт F. sporotrichoides, F. oxysporum
Невский F. redolens, F. solani, F. oxysporum
Фелокс F. oxysporum, F. culmorum

Рис. 1. Филогенетическое древо грибов рода Fusarium

В результате проведенных исследований было выделено 62 изолята мик-
ромицетов рода Fusarium, которые по морфологическим показателям были
объединены в 6 групп, соответствующих отдельным видам.

Согласно данным, приведенным в табл. 1, наиболее распространенным ви-
дом оказался микромицет вида F. oxysporum, который выявлялся на клубнях
всех сортов картофеля.

Современные исследования по идентификации микроорганизмов невоз-
можны без экспериментов, основанных на молекулярно-генетическом анализе
образцов. Поэтому дальнейшую идентификацию выделенных изолятов прово-
дили с помощью наиболее чувствительного и специфического метода молекуляр-
ной биологии – ПЦР, с использованием высококонсервативного фрагмента ри-
босомальной ДНК ITS1-5.8SrDNA-ITS2. Определение положения микромицетов
на филогенетическом древе осуществляли с помощью программы MrBayes 3.0B4
с использованием алгоритма Bayesian.
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Рис. 2. Фитотоксическое действие Fusarium на прорастание семян пшеницы сорта Миро-
новская-65 и огурцов сорта Родничок

На основе полученных результатов выделения ДНК, ПЦР-реакции, ампли-
фикации и электрофореза нами было построено филогенетическое древо, где
выделенные микромицеты заняли соответствующее место, которое подтвердило
их видовую принадлежность (рис. 1).

Известно, что среди микромицетов рода Fusarium встречаются как фитопа-
тогены, так и сапрофитные формы, поэтому выделенные изоляты микромице-
тов были исследованы на фитотоксичность. С этой целью использовали семена
пшеницы сорта Мироновская-65 и огурца сорта Родничок (однодольные и дву-
дольные растения). Выбор семян этих растений для данного теста обусловлен
их универсальностью и высокой чувствительностью. Результаты исследований
представлены на рис. 2.

Известно, что токсичными микроорганизмами считаются культуры, вызывающие
снижение всхожести семян более чем на 25% по отношению к контролю [15].
Согласно данным, представленным на диаграмме, наиболее сильным фитоток-
сическим действием обладал изолят F. оxysporum. Прорастание семян в этом
случае отсутствовало. Другие изоляты микромицетов обладали различной сте-
пенью фитотоксичности, и только изолят F. culmorum не вызывал значитель-
ных изменений в прорастании семян (менее 25%), поэтому был отнесен к са-
профитным штаммам.

Заключение

По данным литературы известно, что наибольшие потери урожая картофе-
ля связаны с низким качеством семенного материала. Порядка 70–75% клубней
семенного фонда поражены болезнями вирусной, бактериальной и грибной
природы и показывают низкую урожайность. Среди грибковых болезней кар-
тофеля наиболее распространены фитофтороз, фузариоз, альтернариоз, сереб-
ристая парша, которые приводят к значительным потерям картофеля во время
вегетации и хранения. Нами установлено, что в качестве инфекционного агента
латентной инфекции клубней картофеля сортов Розара, Ред Скарлетт, Невский
и Фелокс могут выступать микромицеты рода Fusarium. К данному роду отно-
сятся как патогенные, так и сапрофитные виды.
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ПЦР-диагностика выделенных фитопатогенных грибов показала, что наи-
более распространенным возбудителем скрытой инфекции изучаемых сортов
картофеля является вид Fusarium oxysporium. Фитотоксичность изолятов дан-
ного вида не вызывает сомнений, поскольку культуральная жидкость микро-
мицета полностью ингибировала прорастание контрольных семян (пшеницы
сорта Мироновская-65 и огурца сорта Родничок).

Summary

R.A. Gabitov, R.T. Mukhametshina, H.A. Cabrera Fuentes, Т.V. Bagaeva. Detection and
Identification of Latent Infections of Potato Tubers.

In spite of active measures being taken for the protection of agricultural plants from
phytopathogens, the problem of latent infection of seeds remains urgent, particularly in the
sphere of potato growing. It has been found that latent infection of potato seed tubers (Rosarа,
Red Scarlett, Nevsky, and Feloks varieties) is mostly caused by Fusarium micromycetes.
Diagnosis of isolated pathogenic fungi using PCR method shows that the most common agent of
latent infection of potato varieties is Fusarium oxysporium. Phytotoxicity of the isolates of this
species is confirmed by the effect of the culture fluid of the micromycete on the germination
of grain and vegetable seeds.

Key words: micromycetes, Fusarium, PCR, germination.
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