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შესავალი

თემის აქტუალობა: მრავალი ისტორიული ფაქტი მოწმობს, რომ სასურსათო

კრიზისი ხშირ შემთხვევაში გამოწვეული იყო მცენარეთა დაავადებების ეპიდემიებით,

რომელთა  დროსაც  იყო შიმშილობა, სიკვდილიანობა და მილიონობით ადამიანის

მიერ საკუთარი საცხოვრებელი ადგილის შეცვლა. უსაფრთხო და ხარისხიანი

სასურსათო პროდუქცია, როგორც უმნიშვნელოვანესი სოციალურ-პოლიტიკური

ფაქტორი, შეიძლება განვიხილოთ, როგორც მოსახლეობის სურსათზე მოთხოვნილების

დაკმაყოფილების  აუცილებელი გარანტია.

დღეს, მიმდინარე  გლობალიზაციის პირობებში არსებობს დიდი საფრთხე

იმისა, რომ, ზოგიერთი მაღალი მავნეობით გამორჩეული პათოგენის გავრცელებამ

ფართო მასშტაბები მიიღოს და მოერგოს განსხვავებულ  ეკოლოგიურ პირობებს

მრავალ რეგიონში. ეს კი განსაკუთრებით საშიში იქნება განვითარებადი

ქვეყნებისთვის, სადაც  სასურსათო  უსაფრთხოების  გარანტიები  ნაკლებად არის

დაცული.

ზოგადად, სტრატეგიულ კულტურულ მცენარეთა დაავადებებთან ბრძოლა

მსოფლიო მნიშვნელობის პრობლემაა, განსაკუთრებით როცა დაავადება მაშტაბურ

ხასიათს იღებს და ქვეყანას მნიშვნელოვან ეკონომიკურ ზარალს აყენებს. ჩვენი

ქვეყნისთვის მნიშვნელოვან კულტურებად ითვლება ძაღლყურძენისებრთა ოჯახის

მცენარეები - კარტოფილი, პომიდორი, ბადრიჯანი და წიწაკა.

არსებული მონაცემებით, ძაღლყურძენისებრთა ოჯახის მცენარეების დაავადებებს

შორის ერთ-ერთ ეკონომიკურად მნიშვნელოვან დაავადებას წარმოადგენს

ბაქტერიული სიდამპლე, რომლის გამომწვევია გრამ-უარყოფითი, ნიადაგის ბაქტერია

- Ralstonia solanacearum. იგი აავადებს მცენარეთა სახეობების უჩვეულოდ ფართო

სპექტრს და ყველაზე მეტად აზიანებს ეკონომიკურად მნიშვნელოვან კულტურებს,

როგორიცაა: კარტოფილი, პომიდორი, თამბაქო. პათოგენი მცენარეს აინფიცირებს

ფესვების გავლით, ახასიათებს ინტენსიური გამრავლება და ძლიერი ტროპიზმი

მასპინძელი ორგანიზმის სპეციფიკური ქსოვილების მიმართ (Yao... 2006).

R. solanacearum ხასიათდება დიდი მრავალფეროვნებით. დაჯგუფებულია

ოთხ დიდ ფილოტიპურ ჯგუფად (ფილოტიპად), 5 რასად და 5 ბიოვარად. Ralstonia -ს
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გვარის სახეობათა კომპლექსიდან ყველაზე მაღალი მავნეობით გამოირჩევა  რასა 3

ბიოვარი 2, რომელიც იწვევს კარტოფილის მურა სიდამპლეს. ეს რასა ფართოდაა

გავრცელებული  დაახლოებით  80  ქვეყანაში.  ზარალი  ყოველ  წელს  950 მილიონ

დოლარს  შეადგენს (Floyd,  2007). მრავალ  ქვეყანაში  (დიდი  ბრიტანეთი,

ნიდერლანდები,  შვედეთი  და  სხვა) ის  საკარანტინო  ობიექტია  და  შეტანილია

ევროპის მცენარეთა  პათოლოგიის  ორგანიზაციის (EPPO) ე.წ. A2 ნუსხაში, როგორც

შეზღუდულად გავრცელებული საკარანტინო ობიექტი (EPPO, Bulletin, 2004). ეს

პათოგენი შესულია აგრეთვე აგროკულტურათა ბიოტერორიზმის  აგენტთა სიაში

(Directive 2000/29/EC of 8 May 2000). საქართველოს სოფლის  მეურნეობის  მინისტრის

#2–13 2006 წლის  31  იანვრის  ბრძანების მიხედვით R. solanacearum შესული იყო

საქართველოს მცენარეთა  არარეგისტრირებულ საკარანტინო ობიექტების ნუსხაში,

ხოლო ჩვენს მიერ განხორციელებული კვლევების შემდეგ R. solanacearum

შეზღუდულად გავრცელებულ, საკარანტინო კატეგორიის პათოგენს წარმოადგენს.

ამდენად,  ეს  თემა მეტად აქტუალურია, რადგან პათოგენის გავრცელების არეალი და

ქართული პოპულაციის ბიოლოგია დღემდე არ იყო  შესწავლილი.

ნაშრომის მეცნიერული სიახლე: საქართველოში ჩვენს მიერ პირველად იქნა

აღრიცხული ამ დაავადების რამდენიმე შემთხვევა, როგორც კარტოფილზე, ისე

პომიდორზე. 2010–2011 წლებში საერთაშორისო სამეცნიერო ტექნიკური ცენტრის

(ISTC) საპარტნიორო პროექტის G-1775p ფარგლებში განხორციელებულმა კვლევებმა

საშუალება მოგვცა გამოგვევლინა მურა სიდამპლის შემთხვევები კარტოფილის

სხვადასხვა ჯიშებზე: ჯელი, მარფონა, პიკასო, ფინკა, აგრია, ალიანსი, მარაბელი

(Muradashvili... 2014). გარდა ამისა, იმავე პროექტის ფარგლებში ჩატარებული

მცენარეთა ჯანმრთელობის კლინიკების შექმნისას ჩხოროწყუსა და ქუთაისში

გამოვავლინეთ ბაქტერიული ჭკნობით დაავადებული პომიდვრის ნიმუშები.

დაავადების დიაგნოსტირება საველე პირობებში  მოვახდინეთ იმუნოდიაგოსტიკური

ტესტების გამოყენებით. მიღებული შედეგები დადასტურდა ინფიცირებული

ნიმუშების შემდგომი ლაბორატორიული კვლევის საფუძველზე (Mepharishvili...  2012).

გარდა ამისა, 2012-2013 წლებში ქობულეთში, ჩხოროწყუსა და ქუთაისში, ასევე  გორისა

და ბორჯომის რაიონში განხორციელებული კვლევების შედეგად გამოვლინდა, რომ
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საქართველოში გავრცელებული R. solanacearum - ის მასპინძელი მცენარეები არიან

ძაღლყურძენასებრთა ოჯახის წარმომადგენელები (კარტოფილი, პომიდორი,

ბულგარული  წიწაკა,  ბადრიჯანი).

კვლევის მიზანი: ჩვენი კვლევის მიზანს  წარმოადგენდა გამოგვევლინა

საქართველოში R. solanacearum - ის მიერ გამოწვეული მცენარეთა ბაქტერიული

დაავადების შემთხვევები, შეგვესწავლა სამიზნე ფიტოპათოგენის ბიოლოგია და  მისი

გავრცელების ინტენსივობა, დაგვედგინა ჩვენს ქვეყანაში გავრცელებული პოპულაციის

რასა და ბიოვარი,  მოგვეხდინა  გამომწვევის ქართული პოპულაციის სუბტიპირება

სპეციფიკური ფაგებისადმი მგრძნობელობის საფუძველზე (ფაგოტიპირება), აგრეთვე

განგვესაზღვრა ცალკეული მცენარეული ანტიმიკრობული ნივთიერებების მოქმედება

R. solanacearum-ის იზოლატებზე.  მიღებული შედეგები და დაგროვილი ცოდნა

მნიშვნელოვან საფუძველს შექმნის ბრძოლის უსაფრთხო, ბიოლოგიური მეთოდების

შემუშავებისათვის.

დასახული მიზნის განსახორციელებლად  შევასრულეთ  შემდეგი ამოცანები:

1. გამოვიკვლიეთ საქართველოს სხვადსხვა გეოგრაფიულ ზონაში Ralstonia

solanacearum-ის მასპინძელი მცენარეების არსებული ნარგაობები. დავადგინეთ ამ

ფიტოპათოგენი ბაქტერიის გავრცელების არეალი;

2. შევაგროვეთ დაავადებული ნიმუშები, მცენარეთა განვითარების სხვადასხვა

სტადიაზე როგორც მინდვრის, ისე საცავების პირობებში (კარტოფილის

შემთხვევაში);

3. მოვახდინეთ დაავადების გამომწვევი მიკროორგანიზმის გამოყოფა და

იდენტიფიცირება;

4. შევისწავლეთ საქართველოში გავრცელებული პოპულაციის ბიოლოგიური

თვისებების თავისებურებები და გამოვავლინეთ რასა, ბიოვარი და ფილოტიპური

ჯგუფები.

5. შევისწავლეთ R.  solanacearum-ის ადგილობრივი შტამების მგრძნობელობა

სპეციფიკური ბაქტერიოფაგებისა და ანტიმიკრობული აქტივობის მქონე  მცენარეთა

ექსტრაქტების მიმართ.

გამოყენებული მეთოდები: აღნიშნული ამოცანების განსახორციელებლად
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გამოვიყენეთ მიკრობიოლოგიური კვლევის სტანდარტული მეთოდები, როგორიცაა

(ბაქტერიათა კულტივირება (Kelman 1954) და ბიოქიმიური ტესტირება (მათ შორის

საიდენტიფიკაციო ბიოქიმიური ტესტების ჩათვლით (Suslow... 1982; Hossain... 2007;

Schaad, 1980; Hayward, 1964). ასევე გამოყენებულ იქნა მოლეკულური ბიოლოგიის

თანამედროვე მეთოდები, კერძოდ, გენეტიკური იდენტიფიკაცია სპეციფიკური და

რეალური დროის პჯრ მეთოდით (Pastrik...  2000; Weller...  2000); ერთეული გენისა

და სრული გენომის სექვენირება (Fegan and Prior 2006).

მატერიალურ - ტექნიკური ბაზა: წარმოდგენილი კვლევები შესრულებული

იყო ბათუმის შოთა რუსთაველის სახელმწიფო უნივერსიტეტის

ფიტოპათოლოგიისა და ბიომრავალფეროვნების ინსტიტუტში, ასევე ნაწილი

განვახორციელეთ თბილისის გიორგი ელიავას სახ. ვირუსოლოგიის,

მიკრობიოლოგიისა და ბაქტერიოფაგის ინსტიტუტის მიკრობული ეკოლოგიის

ლაბორატორიაში შოთა რუსთაველის ეროვნული-სამეცნიერო ფონდის (შრესფ)

მიერ დაფინანსებული ერთობლივი პროექტის #FR/460/10-101/14 „კარტოფილის

საკარანტინო დაავადების - მურა სიდამპლის შესწავლა და მასთან ბრძოლის

ეფექტური ღონისძიებების შემუშავება“ ფარგლებში. R. solanacearum-ის ქართული

შტამების სრული გენომის სექვენირებასთან დაკავშირებული კვლევები

შევასრულეთ ლ. საყვარელიძის სახელობის დაავადებათა კონტროლისა და

საზოგადოებრივი ჯანმრთელობის ეროვნული ცენტრთან არსებულ ლუგარის

ცენტრში. აშშ-ს სამოქალაქო კვლევებისა და განვითარების ფონდის (CRDF Global,

სკგფ), შრესფ-ის და საქართველოს სამეცნიერო-ტექნოლოგიური განვითარების

ფონდის (სსგფ) მიერ დაფინანსებული პროექტის (#04/48 „მცენარეთა საკარანტინო

ბაქტერიული პათოგენის Ralstonia solanacearum - ის ქართული შტამების სრული

გენომის გაშიფვრა“) ფარგლებში. გარდა ამისა, წარმოდგენილი კვლევის ნაწილი

შესრულებული იქნა დიდი ბრიტანეთის სურსათისა და გარემოს კვლევის

სააგენტოს (FERA, UK), მოლეკულური ბიოლოგიის ლაბორატორიაში (დოქტორ

რიჩარდ ტვეიტსის ხელმძღვანელობით.
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აბრევიატურის ჩამონათვალი:

1. Spp, გვარში გაერთიანებული სახეობები (Several Species);

2. bp, ნუკლეოტიდურ ფუძეთა წყვილის წონა (base pair);

3. pfu/ml, ფაგური ნაწილაკების რაოდენობა 1 მილილიტრში(ml).

(plaque forming unit);

4. PCR, პოლიმერაზა ჯაჭვური რეაქცია (Polymerase Chain Reaction);

5. EPPO, ევროპის მცენარეთა  პათოლოგიის  ორგანიზაცია (European Plant

Protection organization)

6. PC, ფენოტიპური კონვენსია (Penotypic convevce)

7. EPS, ეგზოპოლისაქარიდები ( Exopolysaccharide)

8. Mb, ნუკლეოტიდური ფრაგმენტების წონა (Megabase)

9. Kb, ნუკლეოტიდური ფრაგმენტების წონა (Kilobase)

10. HR, ჰიპერმგრძნობელობითი რეაქცია (Hypersensitivity reaction )

11. T3SS , ტიპი III სეკრეციის სისტემა ( Type three secretion  system)

12. T2SS, ტიპი ორი სეკრეციის სისტემის (Type two secretion  system

13. Egl, ენდოგლუკონაზა გენი (Endoglukonase gene)

14. β-1,4- CbhA, ცელობიოჰიდროლაზა (Celobiohidrolaza )

15. ICTV - ვირუსების ტაქსონომიის  საერთაშორისო კომიტეტი (International

Committee on Taxonomy of Viruses

16. CPG, კაზეინპეპტონიანი არე (Casein peptone, Glucose agar medium);

17. TTC - ტეტრაზოლიუმიანი არე (Triphenyltetrazolium Chloride);

18. NCPPB - მცენარეთა პათოგენების ნაციონალური კოლექცია National Collection

of plant pathgenic Bacteria

19. UPGMA - კლასტერული ანალიზის მეთოდი, Unweighted Pair Group Method

with.
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თავი I. ლიტერატურული მიმოხილვა

1.1. მცენარეთა ბაქტერიული დაავადებების ისტორია

დღესდღეობით ცნობილია კულტურულ მცენარეთა რამდენიმე ათეულ ათასი

დაავადება (Agrios, 2005). მცენარე შეიძლება დაზიანდეს აბიოტური ფაქტორებით

და პათოგენების ზეგავლენით. მცენარეთა ინფიცირება და დაავადებები შეიძლება

გამოწვეული იყოს ვირუსებით, პროკარიოტებით, სოკოებით, პროტოზოებით,

ნემატოდებით და  პარაზიტი მცენარეებით.

მცენარეთა ბაქტერიულ დაავადებებს შორის პირველად ახალ ზელანდიაში

1919 წელს აღწერილი იქნა ხეხილოვნების სიდამწვრე - (fire blight of pomaceous fruit

trees), რომელიც გამოწვეული იყო ბაქტერია Erwinia amylovora - ს მიერ (Glawe, 1992;

Agrios, 2005). XIX საუკუნის ბოლოს ამ დაავადებამ გამოიწვია მნიშვნელოვანი

ეკონომიკური ზარალი. მრავალი ევროპელი მეცნიერი, ალფრედ ფიშერის

ლიდერობით მიიჩნევდა რომ ბაქტერია იყო დაავადების მიზეზობრივი აგენტი,

ხოლო მცენარეთა დაზიანება პროვოცირებული იყო მეორეული აგენტის -

პათოგენური სოკოების მიერ (Paulin... 2001).

პირველი ცნობები R. solanacearum -ით გამოწვეული  ბაქტერიული დაავადების

შესახებ მოპოვებული იყო 1880 წელს აზიაში და სამხრეთ ამერიკაში. სმიტმა 1896

წელს აღწერა ბაქტერიული სიდამპლის გამომწვევი მიკროორგანიზმი. 1950 წელს კი,

კელმანმა მოახდინა არსებული ინფორმაციის თავმოყრა და შეჯამება. მან ჩრდილოეთ

კაროლინის შემოგარენში გავრცელებულ ბაქტერიული სიდამპლით დაავადებული

მცენარეებიდან გამოყო R. solanacearum-ის შტამი - K60, კელმანი  ლუის

სექვოიასთან ერთად მიჩნეულია პიონერად ბაქტერიული სიდამპლის გამომწვევ

მიკროორგანიზმის ბიოლოგიის სხვადასხვა ასპექტების კვლევის მიმართულებით.

კელმანი და მისი სტუდენტები იკვლევდნენ ეგზოპოლისაქარიდების როლს R.

solanacearum - ის  ვირულენტური ბუნების განსაზღვრაში (Denny, 2005). ბუდენჰანის

(1962) კვლევა, ეძღვნებოდა ბაქტერიული სიდამპლის (რომელიც აზიანებდა ბანანის

პლანტაციებს) მიმართ კონტროლის მართვის მექანიზმებზს. ცენტრალურ

ამერიკაში ბაქტერიული სიდამპლე მიჩნეულ იქნა მნიშვნელოვანი ზარალის

მომტან კომპლექსური დაავადებად (Buddenhagen... 1962). შემდგომში  პათოგენის
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მრავალფეროვნება შესწავლილი იქნა მისი მასპინძელ მცენარეთა ფართო

დიაპაზონის და ცვალებადი ფენოტიპური და გენეტიკური მახასიათებლების

მეშვეობით (Buddenhagan and Kelman, 1964); (Hayward, 1994); (Cook...1989); (Prior...

2005). 1970 წლიდან კვლევები უფრო მეტად ორიენტირებული იყო ბაქტერიების

გენეტიკაზე. ბოუჩერმა და მისმა გუნდმა შეიმუშავეს R. solanacearum - ის

მუტაგენეზის პროტოკოლი და  პირველებმა გამოიკვლიეს hrpB მუტანტები (hrp

გენის კლასტერი პასუხისმგებელია არამასპინძელის მიმართ

ჰიპერმგრძნობელობით რაქციაზე). მრავალი მეცნიერი იკვლევდა R. solanacearum

-ის ვირულენტურ მექანიზმებს (Boucher... 1992); (Denny 2000); (Schell 2000); (Denny

2005). არც თუ ისე დიდი ხნის წინ დასრულდა GMI1000 შტამის  დნმ - ის  სრული

თანმიმდევრობის გაშიფვრა (Salanoubat ... 2002 ), რომელიც ბაქტერიის გენომის

ფუნქციების დეტალური შესწავლის შესაძლებლობას იძლევა (Genin and Boucher

2004); (Genin... 2005).

1.2. Ralstonia solanacearum -ით გამოწვეული  დაავადებების

სიმპტომების აღწერა მასპინძელ მცენარეებზე

1.2.1. კარტოფილის მურა სიდამპლე

კარტოფილის ბაქტერიული დაავადება, რომელსაც იწვევს ნიადაგის ბაქტერია

R. solanacearum, ცნობილია მურა სიდამპლის სახელით. დაავადება  შეიძლება

მცენარის  ზრდის  ნებისმიერ  ფაზაში  გამოვლინდეს,  განსაკუთრებით  საშიშია  ის

ახალგაზრდა  ნარგავებში,  რადგან  ფოთლების  ჭკნობა  და ყლორტების  ჩამოცვენა

ზოგჯერ  მცენარის  დაღუპვასაც იწვევს, რასაც მივყავართ მოსავლის სერიოზულ

დანაკარგამდე (Champoiseau... 2008).

მოსალოდნელია დაავადებამ მიიღოს პანდემიური ხასითი  და გამოიწვიოს

მოსავლიანობის დაქვეითება  30-დან  70%-მდე (Belen... 2010). ზარალის  სიდიდე

დამოკიდებულია  კარტოფილის ჯიშზე, გავრცელების მაშტაბებსა და კულტურის

წარმოების პირობებზე.  მგრძნობიარე  ჯიშებში  პათოგენი იწვევს  ზრდის
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შენელებას,  ფოთლების  გაყვითლებას და ჭკნობას. კარტოფილის დაზიანებულ

გორგლებში ტუბერების გამტარი რგოლის გასწვრივ გროვდება მონაცრისფრო -

თეთრი ბაქტერიული ექსუდატი. ცნობილია  აგრეთვე კარტოფილის  მურა

სიდამპლის  განვითარების  უსიმპტომო  ანუ  ლატენტური ფორმა,  განსაკუთრებით

ეს ხდება დაბალი ტემპერატურის პირობებში. პათოგენის ეს ფორმა

სიცოცხლისუნარიანობას ინარჩუნებს შენახვისა და დიდ მანძილზე

ტრანსპორტირების  დროსაც და შეუძლია გამოიწვიოს დაავადება ახალ, ხელსაყრელ

გარემო პირობებში მოხვედრისას.

1.2.2. პომიდვრის ბაქტერიული ჭკნობა

ფიტოპათოგენი Ralstonia solanacearum იწვევს აგრეთვე პომიდვრის

ბაქტერიულ ჭკნობას, რაც შეიძლება მცენარის ზრდის ნებისმიერ ფაზაში

გამოვლინდეს (2004 OEPP/ EPPO) და  ხშირად აავადებს ღია გრუნტში  მოზარდე

მცენარეს.  ბაქტერია  ინახება  ნიადაგში  და  მცენარეულ  ნარჩენებში.  მცენარეში

შეღწევა  ხდება ფესვების მექანიკური დაზიანებებისას და მორწყვის დროს.

დაავადების სიმპტომებია  ღეროს  ცენტრალურ  ნაწილის  ლპობა,

ფოთლების მიერ ტურგორის  დაკარგვა,  მათი  გაყვითლება და  ცვენა.

დაავადებული პომიდვრის ღეროს გამტარი ქსოვილი იღებს მუქ შეფერილობას,

სადაც აღინიშნება ბაქტერიული ექსუდატი. დაავდებულ მცენარეებს ხშირად

უვითარდებათ მიწისზედა  ფესვები. ხდება  ჭურჭლოვანი  სისტემის  გახევება, რის

შედეგადაც ირღვევა მცენარის წყლით მომარაგების პროცესი (Robert,  2010).

1.2.3. წიწაკის  ბაქტერიული ჭკნობა

ფიტოპათოგენი R. solanacearum იწვევს წიწაკის ბაქტერიული ჭკნობასაც.

ბაქტერია  მცენარეში ხვდება ფესვის დაზიანებული უბნების  საშუალებით.

როგორც ზემოთაც აღვნიშნეთ, პათოგენს შეუძლია გადაადგილდეს გამტარ

ქსოვილში და დააზიანოს მცენარე. ეს დაზიანებები ფესვს შეიძლება გაუჩნდეს
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ნემატოდების  მოქმედების შედეგად,  ჩითილის  გადარგვისას და ნიადაგის

კულტივაციისას (Elphinstone et al., 1998, Janse et al., 1998; Farag et al., 1999; Wenneker

et al., 1999).

დაავადების  სიმპტომები:  დაავადების  განვითარებისათვის  ხელსაყრელი

კლიმატური პირობების არსებობის შემთხვევაში მცენარე შესაძლოა დაიღუპოს

უმოკლეს ვადებში – რამდენიმე  დღეში. ამ  პერიოდში  მცენარეს  რაიმე  სახის

წინასწარი  სიმპტომები არ აქვს. ის შეიძლება, სრულიად საღად  გამოიყურებოდეს

ან, აღენიშნებოდეს სუსტი შეყვითლება. ზომიერი კლიმატის ზონებში დაავადებულ

მცენარეებზე შეინიშნება დროში გახანგრძლივებული, თანდათანობითი  ჭკნობის

პროცესი, რის  დროსაც  მცენარეები იღებენ  ყვითელ  შეფერილობას. დაზიანებული

მცენარის  ღეროს  ქვემო  მხარეს  ხდება მისი  გამტარი  ჭურჭლების  გამუქება,  რაც

ვრცელდება  ფესვების  ქსოვილებსა  და გულგულში.  დაზიანებული მცენარის

ღეროს  მოჭრის და მისი  წყალში მოთავსების შედეგად ღეროს გადანაჭერიდან

შეინიშნება რძისფერი გამონადენი (Tim ... 2000).

1.3 . Ralstonia solanacearum-ის ბიოლოგია

1.3.1. ფენოტიპური დახასიათება

R. solanacearum - ის ცალკეული უჯრედები პატარა ზომისაა,

მომრგვალებული ბოლოებით. საშუალო ზომა - 0.5 -0.7 დან 1.5- 2.5 მკმ-მდეა

(Denny... 2001). უჯრედის კედლის სტრუქტურის მიხედვით, მიეკუთვნება გრამ

უარყოფით ბაქტერიებს, წინამდებარე პოლარული შოლტით. ბაქტერიას ახასიათებს

აერობულ გარემოში ჟანგვითი მეტაბოლიზმის უნარი და ზოგადად ითვლება მკაცრ

აერობად. თუმცა, ზოგიერთ შემთხვევაში, მას შეუძლია შეზღუდული, ნელი ზრდა,

როცა უჯრედები არ არიან  პირდაპირ კონტაქტში ჰაერთან (Kelman...  1951). R.

solanacearum აწარმოებს პოლი-β-ჰიდროქსიბუტირატის გრანულებს, როგორც

უჯრედების ენერგეტიკულ რეზერვს. რაც შეეხება ზრდა - განვითარებისავის

საჭირო ტემპერატურას, მთელი მსოფლიოს ტროპიკულ რაიონებში გავრცელებული

R. solanacearum-ის  შტამებს აქვს ზრდის მაღალი ტემპერატურა (35°C), ხოლო იმ
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შტამებს, რომლებიც, გავრცელებულია მაღალ მთიან და ზომიერი რაიონებში,

ზრდის დაბალი ტემპერატურა ახასიათებთ (27 ° C). R. solanacearum არ იზრდება 40

° C -სა და  4 ° C - ზე. ზრდის მინიმალური და მაქსიმალური  ტემპერატურული

ზღვარია შესაბამისად 8-10 ° C და 37-39 ° C. რაც შეეხება pH -თან დამოკიდებულებას,

როგორც ბაქტერიების უმეტესობა, R. solanacearum -ის ზრდას ხელს უშლის მჟავა

გარემო, ხოლო კარგად იზრდება ტუტე პირობებში. ცნობილია, რომ R.

solanacearum -ის კულტურა შეიძლება მივიღოთ 1% NaCl-ის შემცველ არეში,  მაგრამ

სუსტად ან საერთოდ არ იზრდება 2% NaCl -ის არსებობისას (EPPO Standard PM 7/21.

2004). ნახევრად სელექციურ საკვებ არეზე (კელმანის ტრიფენოლ ტეტრაზოლიუმის

არე - TZC) ვითარდება R. solanacearum ორი მორფოლოგიური ტიპის კოლონიები,

მუკოიდური, ლორწოვანი და მშრალი, არა ლორწოვანი (Smith, 1920).

ლორწოვანი ნივთიერება,  ეგზოპოლისაქარიდები (EPS), რომელიც არსებობს

ტიპიურ ლორწოვანი კოლონიების ზედაპირზე, იწვევს მათ არარეგულარულ

ფორმას. ხშირად დამახასიათებელია ხვრელები ცენტრში. R. solanacearum -ის

კოლონიებს ფლუორესცირებადი პიგმენტი არ გააჩნია, მაგრამ  ზოგიერთ საკვებ

არეზე შეიძლება წარმოქმნან ხსნადი ყავისფერი პიგმენტი (Denny...  2001). გარკვეულ

პირობებში, R. solanacearum- ის კოლონიები სპონტანურად განიცდის გარდაქმნას

ლორწოვანიდან არალორწოვან მორფოლოგიურ ფორმად, რასაც უკავშირდება ამ

უჯრედების მიერ დაავადების გამომწვევის  შემცირებული უნარი (Kelman, 1954). ეს

ფენომენი ცნობილია, როგორც "ფენოტიპური კონვერსია" (PC) და ახასიათებს  ყველა

რასის R. solanacearum - ის შტამებს (Poussier...  2003).  PC-ტიპი  ადვილად შეიმჩნევა

კულტურის ხანგრძლივი თესვისას მყარ აგარზე, აგრეთვე როცა მიკროორგანიზმი

იზრდება აზოტის ორგანული ნაერთებისა და გლუკოზის შემცველ თხევად არეში,

სადაც აირთა ცვლა შეზღუდულია (Kelman,  1973).

ბაქტერიული ორგანიზმი R. solanacearum, როგორც ნიადაგისა და წყლის

პათოგენი შეიძლება გადარჩეს და გავრცელდეს წყლისა და ნიადაგის ინფიცირებულ

გარემოში, დროის სხვადსხვა პერიოდში. მრავალი ფაქტი მეტყველებს, რომ

ბაქტერიას შეუძლია გადარჩეს მცენარის გარეშეც,  მაღალ ტენიან გარემოში.
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ბაქტერიამ შეიძლება შეინარჩუნოს სიცოცხლისუნარიანობა რამდენიმე

დღის და წლის განმავლობაში წყალში, ტენიან ნიადაგში, ან ნიადაგის ღრმა ფენებში

(75სმ), პათოგენის სიცოცხლისუნარიანობა დამოკიდებულია ტემპერატურულ

პირობებზე. წყლის ჰაბიტატებში სხვადსხვა ფაქტორებზე, როგორიცაა PH,

მარილების დონე, გასათვალისწინებელია ანტაგონისტი და პარაზიტული

ორგანიზმების არსებობა, რასაც შეუძლია გავლენა მოახდინოს ბაქტერიის

სიცოცხლისუნარიანობაზე. ნიადაგის ჰაბიტატში კი ბაქტერიის გადარჩენაზე

შეუძლია ითამაშოს გადამწყვეტი როლი ნიადაგის ტენიანობას, ნიადაგის ტიპს და

მასში არსებული მცენარეთა ერთობლიობას. დაბალ ტემპერატურულ პირობებში (

40C) ბაქტერიული პოპულაციის სიმკვრივე სწრაფად მცირდება, მაგრამ ხშირ

შემთხვევაში R. solanacearum - მა შესაძლოა შეინარჩუნოს ფიზიოლოგიური,

ლატენტური ფორმა (Belén... 2010) ზამთრის განმავლობაში, ბუნებრივ ჰაბიტატებში

R. solanacearum -ის რასა 3 ბიოვარი 2 თავს კარგად გრძნობს, წყლის მოყვარე

სარეველებზე, მცენარეთა ნარჩენებზე ან არამასპინძელ მცენარეთა რიზოსფეროში,

რომლებიც წარმოადგენენ ბაქტერიის გადამტანს.

პათოგენი მასპინძელ მცენარეში მოძრაობას იწყებს მცენარის ფესვებთან

დაკავშირების შემდეგ. ახდენს კორტექსის ინფიცირებას და ქსილემის

კოლონიზაციას (Yao... 2006), სადაც იწყებს უჯრედის კედლის დამშლელი

ფერმენტების სინთეზს (Schell...  2000). მასპინძლის დაზიანების შემდეგ ბაქტერია

ბრუნდება გარემოში და განაგრძობს სიცოცხლეს ნიადაგში, წყალში ან რეზერვატორ

მცენარეში (Denny... 1994).

მცენარეთა ქსოვილებში პათოგენის მაღალი სიმკვრივე ზრდის პათოგენური

გენების ექსპრესიას, ხოლო არა მასპინძელ მცენარეებში რეპრესირდება დაბალი

ბაქტერიული სიმკვრივის გამო (Schell... 2000).

გარემოში R. solanacearum აღიქვამს სპეციფიკურ სტიმულებს და

გადაადგილდება ცურვითი მოძრაობებით, მცენარისკენ, რათა იპოვოს შესაფერისი

გარემო-პირობები (Yao... 2006). ფიტოპათოგენი აქტიურად მიისწრაფის

ქემოტაქსისით სხვადასხვა ამინომჟავებისა და ორგანული მჟავებისაკენ,

განსაკუთრებით კი, მასპინძელთა ფესვების ექსუდატებისაკენ არამასპინძელი
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მცენარეები კი მოკლებული არიან მიზიდვის უნარს. გარდა ამისა, პათოგენის  უნარი

ლოკალიზდეს და დაუკავშირდეს  მასპინძელს  დამოკიდებულია აეროტაქსისზე ან

ენერგოტაქსისზე (Yao... 2006). ზოგიერთ მუტანტური ფორმა მოკლებულია

სრულფასოვან აეროტაქსისის უნარს, ამიტომ ასეთ ფორმებს შესუსტებული აქვთ

პატრონ მცენარის ფესვებზე ლოკალიზაციის უნარი. ცურვითი მოძრაობა,

ქემოტაქსისი და აეროტაქსისი მნიშვნელოვნად აჩქარებს ადრეულ სტადიაზე

პათოგენის მიერ პატრონ მცენარის დაზიანების პროცესს (Vasse...  2005).

R. solanacearum ზრდის პერიოდში ახასიათებს  მოძრაობის უნარი. ბაქტერია

წარმოქმნის ერთ ან რამდენიმე მოძრავ პოლარულ შოლტს, რომელიც ეხმარება

ცურვით მოძრაობაში. R. solanacearum უჯრედებს მოძრაობის უნარი შესწევთ, როცა

სიმკვრივე უჯრედებისა >106 და <109უჯ/მლ. ეს შეიძლება შეესაბამებოდეს

კულტურის ასაკს. ყველაზე მეტი მოძრავი უჯრედები არის ექსპონენციალურ

ფაზაში, მაშინ როცა  სტაციონალურ ფაზაში მოძრავი უჯრედების რიცხვი

მცირდება და იზრდება მოძრაობას მოკლებული უჯრდების რაოდენობა (Clough...

1997).

ცნობილია, რომ პათოგენისათვის მოძრაობის უნარი არის მნიშვნელოვანი,

თვისება მასპინძელ მცენარეში შეჭრისა და კოლონიზაციისათვის (Tans-Kersten...

2001). დაავადებულ მცენარის ქსოვილში არსებული ბაქტერიის უჯრედები,

უმოძრაოა, მაგრამ ხდება მოძრავი რამდენიმე საათის შემდეგ, ახალ საკვებ არეზე

გამოყოფისას (Mao... 1998). ზოგადად, R. solanacearum-ს ახასიათებს ცურვითი

მოძრაობები მყარ საკვებ არის ზედაპირზე. ცნობილია რომ, რასა 1 და რასა 2 - ის

შტამები  უფრო მეტად მოძრავნი არიან, ვიდრე რასა 3 -ის შტამები (Liu... 2001).

1.3.2. R. solanacearum -ის გენომის დახასიათება

დღეისათვის, სექვენიერების მეთოდების გამოყენებით, სრულიად

შესწავლილია ფიტოპათოგენური ბაქტერიის R. solanacearum - ის გენომი (Salanoubat

... 2002 ). გამოკვლევებით დადგინდა, რომ ბაქტერია გამოირჩევა შიდასახეობრივი
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პოლიმორფიზმით, რომლის საფუძველია სხვადასხვა რასის შტამების გენოტიპში,

განსხვავებული ნუკლეოტიდური თანმიმდევრობის მქონე უბნების არსებობა.

პირველად დასექვენირდა შტამი - GMI 1000, რომელიც იზოლირებული იქნა

დაავადებული პომიდვრის მცენარიდან (Boucher... 1985) და კლასიფიცირდა როგორც

ფილოტიპი I, რასა 1 და ბიოვარი 3, რომელსაც ახასიათებს მასპინძელ მცენარეთა

ფართო დიაპაზონი (http://www.genoscope.cns.fr,France). მისი გენომის ზომაა 5.8 Mb,

რომელიც შედგება უმეტესად გუანინის - G და ციტოზინის - C ნუკლეოტიდური

წყვილისაგან (საშუალოდ 67%), და აკოდირებს დაახლოებით 5,120 ცილას. გენომი

წარმოადგენს  ორგანიზებულ, ორ დამოუკიდებელი რეპლიკაციის მქონე მრგვალ

რეპლიკონს: 3.7 Mb-ის ზომის ქრომოსომას და 2.1 Mb-იანი მეგაპლაზმიდას (Genin...

2004). ქრომოსომის გენები განსაზღვრავენ ძირითად უჯრედულ ფუნქციებს, ხოლო

მეგაპლაზმიდა აკოდირებს გენებს, რომლებთანაც დაკავშირებულია ბაქტერიის

პათოგენური ბუნება და გენებს, რომელიც შეიძლება იყოს დაკავშირებული

ბაქტერიის მოძრაობით ფუნქციასთან (Genin, et al., 2004).

გენსკოპით უკვე დასექვენირდა R. solanacearum ორი სხვადასხვა შტამის -

molk 2 -ის და IPO 1609-ის გენომის განსაკუთრებული ინტერესის მქონე უბნები.

მიუხედავად იმისა, რომ ორივე შტამი ეკუთვნის ფილოტიპ II, molk 2 შტამი

მიეკუთვნება რასა 2-ს და იზოლირებულია ბანანიდან, გააჩნია მკაცრად შეზღუდული

მასპინძელი, ხოლო IPO 1609 არის რასა 3 -ის შტამი და იზოლირებულია

კარტოფილიდან (Van Elsas... 2001). molk 2 და IPO 1609 შტამების გენომების R.

solanacearum-ის GMI 1000 შტამის  100 kb-ის მქონე  სექვენირებული უბნების

შედარებისას აღმოჩნდა, რომ molk 2 გენომი, GMI 1000 გენომისგან განსხვავდებოდა

30%-ით (http://www. genoscope.cns.fr , France). R. solanacearum შტამების სამი

განსხვავებული გენომების შედარებით ანალიზმა აჩვენა, რომ ბაქტერიის

პათოგენურების განმსაზღვრელი დეტერმინანტები შესაბამისობაშია მასპინძელი

მცენარის სპეციფიურობასთან (http://www.genoscope. cns.fr, France).

ამჟამად, R. solanacearum -ის გენომი ნაწილობრივ უკვე გამოკვლეულია, რაც

მოიცავს ვირულენტურ გენებს, სეკრეტორულ სისტემაზე პასუხისმგებელ გენებს და

ენდოგლუკონაზა გენს. ამ გენების შესწავლით ხდება სახეობის შიგნით გენეტიკური
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მრავალფეროვნების გამოვლენა, განსაკუთრებული ყურადღება გამახვილებულია

კლონური ჯგუფის რასა 3, ბიოვარი 2 A შესწავლაზე.

ცნობილი რომ, ენდოგლუკონაზას გენი აკოდირებს ფერმენტ ცელულაზას და

ენდოგლუკონაზას, რომელიც გამომუშავდება R. solanacearum-ის უჯრედებში და

წარმოადგენს ვირულენტობის ფაქტორს. ენდოგლუკონაზას გენი მდებარეობს

ბაქტერიის უჯრედის მეგაპლაზმიდაში (Saile... 1997). ფეგანმა და პრიორმა (2005)

აღწერეს ამ გენის ნაწილობრივი სექვენირება, რომელიც განსაზღვრავს

ევოლუციონალურ ნათესაობას R. solanacearum -ის სახეობის შიგნით არსებულ

რასებს შორის. სახეობათა კომპლექსის კვლევამ აჩვენა, რომ R. solanacearum –ის

შტამი, რომელიც ასნებოვნებს ბანანს წარმოდგენილია, როგორც პოლიფილოტიკური

ჯგუფი, რომელიც ფორმირდება ოთხი მონათესავე, მაგრამ დაშორებული

კლასტერისგან, მათ შორის ერთი კლასტერი არის უცნობი. R. solanacearum

ფილოგენეტიკურმა ანალიზმა, რომელიც ითვალისწინებდა 16S-23S შიდა

ტრანსკრიბციულ, სპეისერულ უბანს (ITS) და ენდოგლუკონაზა გენის შესწავლას,

აჩვენა მაღალი პოლიმორფიზმი სხვადასხვა უბნების შედარებითი კვლევისას.

R. solanacearum - ის 30 შტამის ენდოგლუკონაზას გენის ნაწილობრივი

სექვენირების  ანალიზის შედეგად დადგინდა მაღალი დონის ცვალებადობა ამ გენის

ორ უბანში, რომლებიც ჩართული არიან  დაავადების პათოგენეზში. აღნიშნული

შტამების სექვენირებული უბნების ფილოგენეტიკური ანალიზით გამოვლინდა სამი

ძირითადი კლასტერი, რომელიც მოიცავს R. solanacearum -ის ყველა იზოლატს

(Poussier... 2000).

ენდოგლუკონაზა გენის თანმიმდევრობის შესწავლით გამოვლინდა მაღალი

ხარისხის ცვალებადობა R. solanacearum -ის  შტამებს შორის (Fegan... 2005). თუმცა ამ

ანალიზის შედეგად დადგინდა, რომ რასა 3 ბიოვარი 2A-ს შტამებს არ ახასიათებთ

პოლიმორფიზმი და ყველა შოტლანდიური წარმოშობის იზოლატი იდენტურია,

რომელიც არაფრით განსხვავდება ყველა სხვა დანარჩენი რასა 3 ბიოვარ 2A

შტამებისგან. გამოკვლევების შედეგად დადასტურდა თეორია, რომ ეს ჯგუფი არის

გამოხატულად  კლონური ხასიათის მქონე, ხოლო სახეობა, როგორც ერთი მთლიანი

ძალიან მრავალფეროვანია. ფეგანისა და პრიორის მიერ განხორციელებული
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კვლევებით სამ სხვადასხვა ბიოვარ 2T შტამზე, რომელთაც ჰქონდათ სხვადსხვა

წარმოშობა (ბრაზილია, ინდონეზია და პერუ), გამოვლინდა განსახვავებული

უბნები, რაც გვიჩვენებს ამ ჯგუფში არსებულ მრავალფეროვნებას (Fegan and Prior,

2006).

აშშ-ში განხორციელებული კვლევების შედეგად, მცენარე გერანიდან

იზოლირებული  იყო და სრულიად ანოტირებული იქნა UW551 - შტამის გენომი,

რომელიც მიეკუთვნება რასა 3 ბიოვარ 2-ს. გუანინი-ციტოზინის (G+C)

ნუკლეოტიდური წყვილების შემცველობა იყო დაახლოებით 64.5%, (GabrielDW, et.

al., 2006). GMI 1000 შტამის გენომის სექვენირების ანალიზის საფუძველზე

გამოვლინდა, რომ მრავალი გენი აკოდირებს პათოგენურობის განმსაზღვრელ

დეტერმინანტებს, რომლებიც საერთოა ყველა შტამისათვის, ხოლო ფერმენტების

მაკოდირებელი გენები, რომლებიც განსაზღვრავენ სამი შაქრისა და სპირტის

გამოყენების უნარს, განაპირობებენ შტამების დაჯგუფებას ბიოვარებად (ცხრილი

2), (Hayward  1991).

გამოკვლევებით ასევე დადგინდა, რომ ბაქტერიის ძირითად გენომში

არსებობს ოთხი არასტაბილური უბანი, მრავალი ტრანსპოზონური ელემენტი,

რომელიც შეიძლება აქტიურად მონაწილეობდეს გენეტიკური მასალის შეძენაში,

დაკარგვასა და ცვლილებაში, რაც ხელს უწყობს გენომურ ვარიაციების გენერირებას.

ასეთი მოქნილობა შეიძლება დაკავშირებული იყოს R. solanacearum-ის სახეობის

კომპლექსის დიდ მრავალფეროვნებასთან (Genin... 2004).

1.3.3. პათოგენობის განმსაზღვრელი გენები  და ფაქტორები

R. solanacearum - ში პათოგენობის განმსაზღვრელი (hrp) გენი აკონტროლებს

როგორც დაავადების განვითარების, ისე ჰიპერმგრძნობელობის რეაქციის (HR)

ინდუქციას. აქედან გამომდინარე, hrp გენის მუტანტ ფორმებს არ შეუძლიათ

გამოიწვიონ დაავადების სიმპტომები მიმღებიან მასპინძელ მცენარეებში და HR -

ჰიპერმგრძნობელობითი რეაქცია რეზისტენტულ ან არა მასპინძელ მცენარეებში

(Boucher... 1992). ჰიპერმგრძნობელობის რეაქცია (HR) არის მცენარეთა დაცვის
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მექანიზმი, მცენარის სხვადსხვა ნაწილებში ბაქტერიული პათოგენის, გავრცელების

წინააღმდეგ. ეს უკავშირდება მცენარის რეზისტენტობას და ხასიათდება  ინფექციის

ლოკალიზაციის უბანში მცენარეთა უჯრედების სწრაფი და დაპროგრამებული

სიკვდილით (Nimchuk... 2003). ეს შეიძლება გამოიხატოს, როგორც ნეკროზული

უბნები მცენარეთა ქსოვილებში. hrp გენი თავმოყრილია მეგაპლაზმიდაში და

აკოდირებს III ტიპის სეკრეციის სისტემის (T3SS) კომპონენტებს და ეფექტორულ

ცილებს (Gijsegem... 1993). hrp კლასტერებით და კონსერვაციული გენებით (hrp გენი)

შეიძლება ფორმირდებოდეს T3SS ძირითადი ნაწილი (Bogdanove... 1996). T3SSs

მნიშვნელოვანი როლი აქვს პათოგენეზში, რადგან  ფიქრობენ, რომ ეფექტორული

ცილების სეკრეცია ტრანსლოცირდება მასპინძელი მცენარის უჯრედეში, მათ შორის

თანმხლები ცილების, რომლებსაც უწოდებენ ტრანსლოკატორებს (HeS... 2004).

ეფექტორული ცილები შეიძლება მონაწილეობდნენ ინფექციის ინვაზიურ ეტაპზე ან

მცენარეთა თავდაცვის ინჰიბირებაში (Meyer... 2006). ზოგიერთ შემთხვევაში

ეფექტორებმა შეიძლება გამოიწვიოს ჰიპერმგრძნობელობითი რეაქცია, რომელიც

გამოიცნობა კონკრეტული მცენარის რეზისტენტობის გენებით ( Keen... 1990).

როგორც უკვე ავღნიშნეთ, პათოგენურების პროცესებში ჩართულია R.

solanacearum -ის ენდოგლუკონაზას გენი (Egl) და  43 kDa ზომის ცილა (Schell... 1987)

(Roberts... 1988).  (Egl), (peha) ან (pehB) გენების  ინაქტივაციამ  აჩვენა, რომ

თითოეული ხელს უწყობს R. solanacearum - ის ვირულენტობას და ჩართული არიან

მასპინძელი მცენარის ქსოვილებზე კოლონიზაციის და ლპობის პროცესებში.

მუტანტ ფორმებს, რომელთაც არ გააჩნიათ, ან აღენიშნებათ ცვლილება ამ გენებში

იწვევენ მცენარეების ლპობას უფრო ნელა, ვიდრე ბუნებრივი ფორმები (Liu... 2005),

რადგან სწორედ ეს გენები აკოდირებენ მცენარის უჯრედის კედლის დამშლელ

ლიზისურ  და ჰიდროლიზურ ფერმენტებს (Hikichi... 2007).

ჰიდროლიზურ ფერმენტებს გააჩნიათ უჯრედის კედლის კომპონენტების,

საკვები ნივთიერებების ჰიდროლიზის უნარი, ამიტომ ჩართული არიან, ინფექციური

პროცესის განვითარების ადრეულ ეტაპზე, რაც წინასწარ ეხმარება, პათოგენურ

აგენტს თავისუფლად შეაღწიოს მასპინძელი მცენარის ქსოვილებში (Boucher, et al.,

2001). ბაქტერიის უჯრედები წარმოქმნიან, რამდენიმე ტიპის მცენარის უჯრედის
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კედლის დამშლელ ფერმენტებს, როგორიცაა β-1,4-ცელობიოჰიდროლაზა (CbhA),

ენდოკლუკონაზა (Egl) და ზოგიერთი პექტინაზები, რომელთა მოქმედების მექანიზმი

ბოლომდე არ არის  განსაზღვრული. აღნიშნული ფერმენტები სინთეზირდება მე-2

ტიპი  სეკრეციის სისტემის (T2SS) მეშვეობით (Huang... 1999; Tans-Kersten... 1998).

1.4. Ralstonia solanacearum-ის კლასიფიკაცია და  მრავალფეროვნება

ბაქტერიული სიდამპლის გამომწვევ  ნიადაგის ბაქტერიას R. solanacearum -ს

(მისი მაღალი ჰეტეროგენულობის გამო განიხილავენ, როგორც „სახეობათა

კომპლექსს“  (Smith, 1896; Yabuuchi...  1995), (Fegan... 2005).

თავდაპირველად R. solanacearum - ს აკუთვნებდნენ სხვა გვარს. თუმცა

აღნიშნული ბაქტერია პირველად 1890 წელს, ბურილის მიერ იქნა  იზოლირებული,

სმიტი იყო პირველი, რომელმაც 1896 წელს, გამოაქვეყნა სამეცნიერო ნაშრომი, სადაც

R. solanacearum -ი მიაკუთვნა Bacillus -ის გვარს,  როგორც B. solanacearum (Kelman

1953).

თუმცა, ამის შემდეგ იგი მიაკუთვნეს Pseudomonas ბაქტერიათა გვარს, P.

solanacearum-ის სახელით (Kelman 1953). 1995 წლიდან ფილოგენეტიკური,

პოლიფიზიკური და  ფენოტიპური ანალიზის საფუძველზე შეიქმნა ახალი გვარი

Ralstonia (Yabuuchi... 1995). მას შემდეგ, აღნიშნული ბაქტერია იწოდება როგორც R.

solanacearum და თანამედროვე კლასიფიკაციით განეკუთვნება კლასს Proteobacteria-

ს, β- proteobacteria-ს ქვეკლასს, Burkholderiales რიგს, Ralstoniaceae ოჯახს, Ralstonia-ს

გვარს (Smith, 1896).

R. solanacearum მაღალი პოლიმორფიზმით გამოირჩევა. პათოგენის

მრავალფეროვანი პოპულაცია, წარმოდგენილია რასების, ქვერასების, ბიოვარების,

ბიოტიპების სახით (Hayward 1991). R. solanacearum-ს სახეობათა კომპლექსი, მოიცავს

ხუთ რასას და ხუთ ბიოვარს (Buddenhagen... 1964). რასების იდენტიფიკაციის

საფუძველს წარმოადგენს პატრონ - მცენარეთა სახეობრივი სხვაობა (ცხრილი 1).



22

ცხრილი 1

საერთაშორისოდ აღიარებული R. solanacearum რასებად კლასიფიკაციის სქემა

Buddenhagen (1986)

რას
ები

მასპინძელი მცენარეები

1

ძაღლყურძენისებრთა ოჯახის მცენარეები,
სხვადსხვა ოჯახის წარმომადგენლები: ლობიო,
მიწის თხილი და მზესუმზირა;
დეკორატიული მცენარეები: Anthurium spp.;
Dahlia spp.; Heliconia spp.; Hibiscus spp.

2 ბანანანისებრთა ოჯახის წარმომადგელები

3 კარტოფილი, პომიდორი, წიწაკა

4 სანელებელი მცენარე კოჭა

5 თუთის ხე

რასა 1 –ის  მასპინძელ მცენარეებს წარმოადგენს ძაღლყურძენასებრთა ოჯახის

მცენარეები: წიწაკა, ბულგარული, ბადრიჯანი, კარტოფილი, თამბაქო და პომიდორი.

სხვადასხვა ოჯახის წარმომადგენლები: ლობიო, მიწის თხილი და მზესუმზირა.

დეკორატიული მცენარეები: Anthurium spp.; Dahlia spp.; Heliconia spp.; Hibiscus spp.;

Lesianthus spp.; Lilium spp.;; Pothos spp.; Strelitzia spp.; Verbena spp. და Zinnia spp. ხე-

მცენარეები: ევკალიპტი და ნაყოფიანი ხეები როგორიცაა: Diospuros nigra; Annona

reticulata, Musa textilis.

რასა2   აავადებს ბანანის ორ სახეობას  (სასალათე და სადესერტე), Musa spp.

სახეობებს, დეკორატიულ და ფართოდ გავრცელებულ Heliconia spp. -ს..

რასა 3   არის კარტოფილისა და პომიდვრის ძირითადი პათოგენი. ბაქტერიათა ამ

ჯგუფის მასპინძელ მცენარეთა მრავალფეროვნება უფრო მცირეა ვიდრე  რასა 1– სა.

შეიძლება  დაასნებოვნოს და დააზიანოს ძაღლყურძენისებრთა ოჯახის სხვა

მცენარეები: ბადრიჯანი, ოთახის გერანი, კარტოფილი, პომიდორი, სარეველები,

როგორიცაა ძაღლყურძენა - S. nigrum.
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რასა 4–სთვის მასპინძელია სანელებელი მცენარე ჯანჯაფილი, ხოლო რასა 5 -

თვის  მასპინძელი მცენარეა თუთის ხე (Morus spp.) ეს რასა გვხვდება მხოლოდ

ჩინეთში.

რაც შეეხება კლასიფიკაციას ბიოვარების მიხედვით, იგი ემყრება ზოგიერთი

ნახშირწყლისა და სპირტების  გამოყენების უნარს (ცხრილი 2), (Hayward 1991).

ცხრილი 2

საერთაშორისოდ აღიარებული R. solanacearum - ის ბიოვარებად კლასიფიკაციის

სქემა Hayward (1964).

შაქრების
უტილიზაცია

ბიოვარები

I II III IV V

მალტოზა - + + - +

ლაქტოზა - + + - +

ცელობიოზა - + + - +

მანიტოლი - - + + +

სორბიტოლი - - + + -

დულციტოლი - - + + -

პოუსიერის (2000) მიერ წარმოდგენილ იქნა კლასიფიკაციის სისტემა, რომლის

საფუძველია ენდოგლუკონაზას გენის და 16S – 23S, შიდატრანსკრიბციული,

სპეისერული უბნების (ITS) ნუკლეოტიდური თანმიმდევრული მონაცემების

ფილოგენეტიკური ანალიზის შედეგები.  ამ კლასიფიკაციის  მიხედვით, ფილოტიპი I

აერთიანებს შტამებს, რომელიც გავრცელებულია აზიაში და მოიცავს  მე-3, მე-4 და

მე-5 ბიოვარებს. II ფილოტიპში - შედიან შტამები, რომლებიც გავრცელებულია

ამერიკაში, ბიოვარებიდან გვხვდება 1, 2A და 2T, ამასთან ერთად  კარტოფილის მურა

სიდამპლის გამომწვევი რასა 3 ბიოვარი 2A, რომელიც გავრცელებულია მთელ

მსოფლიოში და რასა 2 - ბანანის დაავადების გამომწვევი. ფილოტიპი III ძირითადად

წარმოდგენილია შტამებით, რომლებიც გამოყოფილი იყო  აფრიკაში და მიმდებარე
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კუნძულებზე და მოიცავს ბიოვარ 1 და 2T -ს შტამებს. ფილოტიპი IV შედგება, ბიოვარ

1, 2A და 2T შტამებისგან, ძირითადად გვხვდება ინდონეზიაში (Fegan... 2005),

(ცხრილი 3).

ცხრილი 3

Ralstonia solanacearum - ის ფილოგენეტიკური  ჯგუფების განსაზღვრა

ფილო
ტიპი

წარმოშობა ბიოვარი

I

პირველადი
წყარო
მომდინარეობს
აზიიდან

3, 4 და 5

II
პირველადი
წყარო
ამერიკიდან

1, 2A, 2T

მურა სიდამპლის გამომწვევი რასა
3 კარტოფილის პათოგენი და მოკო
დაავადების გამომწვევი, ბანანის
პათოგენი

III

პირველად
გამოიყო
აფრიკიდან და
მიმდებარე
კუნძულებიდან

1, 2T

IV

პირველადი
წყარო
ინდონეზიიდან,
იაპონიიდან და
ავსტრალიიდან

1,2A,2T

სისხლის დაავადების ბაქტერია
დაR. syzygii

R. solanacearum -ის მოცემული კლასიფიკაციის სქემა ასახავს მკაფიოდ

გამოხატულ  ფენოტიპურ და გენოტიპურ  ვარიაციას სახეობის ფარგლებში. აქედან

გამომდინარეობს ტერმინი R. solanacearum-ის „სახეობის კომპლექსი" (Gillings... 1993),

რომელიც  განისაზღვრება როგორც, "ახლო, მონათესავე იზოლატების კლასტერები,
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რომლის ინდივიდუალური წევრები შეიძლება წარმოადგენდეს ერთზე მეტ სახეობას"

(Fegan...  2005) (სურათი 1).

ფილოტიპი I ფილოტიპიII

ფილოტიპიIII

სურათი 1. მრავალფეროვნება R. solanacearum სახეობათა კომპლექსში.

ფილოტიპები შემდგომ იყოფა  ჯგუფებად, სექვოვარებად. ზოგიერთი

სექვოვარის დაჯგუფების საფუძველია შტამების პათოგენური ბუნება და  მასპინძელ

მცენარეთა სახესხვაობა, ან გეოგრაფიული წარმოშობა. ამ სისტემას აღმოაჩნდა

მაღალი დისკრიმინაციულობა და მოქნილობა. კლასიფიკაციის განხილული სისტემა

ძირითადად ავლენს ბაქტერიული შტამების თვისებების პროგნოზირებას, რასაც

დიდი მნიშვნელობა ენიჭება ბაქტერიული  სიდამპლის კონტროლისათვის (Poussier...

2000).

ამრიგად, აღიარებული ფილოგენეტიკური სისტემის მიხედვით R.

solanacearum იყოფა ოთხ დიდ გენეტიკურ ჯგუფად – ფილოტიპად. იგი ასახავს

თითოეული ჯგუფის გეოგრაფიულ საწყისს და  სახეობებს შორის მემკვიდრულ

ნათესაობას (Fegan and Prior 2005)
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1.5. R.solanacearum –ის მასპინძელი  მცენარეები და გეოგრაფიული

გავრცელება

R. solanacearum –ით გამოწვეული დაავადება ფართოდაა გავრცელებული

მსოფლიოს მრავალ ქვეყანაში: დიდი ბრიტანეთი, საფრანგეთი, საბერძნეთი, იტალია,

ჰოლანდია, პოლონეთი, რუმინეთი, ბულგარეთი, იუგოსლავია, პორტუგალია,

კანადა, ავსტრალია. აშშ, ჩინეთი, ინდოეთი, ირანი, ისრაელი, იაპონია, ლატვია,

მოლდავეთი, ბელარუსი, ბელგია, თურქეთი, უკრაინა, სომხეთი, ფილიპინები,

უგანდა, ტუნისი, კენია, ახალი ზელანდია და სხვა (CABI, 2003). R. solanacearum -ს

ახასიათებს მასპინძელ მცენარეთა ფართო სპექტრი: ბანანი და მრავალძარღვა (Musa

paradisiaca), ბადრიჯანი (Solanum melongena), მიწის თხილი (Arachis hypogaea),

კარტოფილი (S. tuberosum), თამბაქო (Nicotiana tabacum) და პომიდორი (lycopersico

nesculentum ), (EPPO Bull. 2004). მათი უმრავლესობა  ეკუთვნის Solanaceae - სა და

Musaceae –ის ოჯახებს. როგორც ცნობილია პატრონ მცენარეთა მიხედვით R.

solanacearum–ის სახეობა იყოფა 5 რასად (Hayward, 1994), რომელთაც განსხვავებული

გეოგრაფიული წარმოშობა და გავრცელება ახასიათებს.

რასა1 – გავრცელებულია ხუთივე კონტინენტზე. ენდემურია სამხრეთ

ამერიკის შტატებისათვის. რასა1– ის სახეობები ვერ უძლებენ ჩრდილოეთ ზამთრის

კლიმატს.  ნიადაგისა და წყლის დაბალ ტემპერატურას. მისგან განსხვავებით რასა3

ბიოვარი 2 დიდ ხანს ინარჩუნებს ცხოველმყოფელობას ტროპიკების, მთიანი

რეგიონების, ზომიერი ჰავის პირობებში (Elphinstone  2005).

რასა2 – ძირითადად გვხვდება სამხრეთ ამერიკის ტროპიკულ არეალში და

ფილიპინებში.

რასა 3 არის გავრცელებული ხუთივე კონტინენტზე (რუკა 1), (Elphinstone...

2005). საკარანტინო სტატუსი აქვს აშშ–ში და კანადაში, სადაც  საფრთხეს უქმნის

კარტოფილის ინდუსტრიას. მისი გავრცელებისათვის ხელის შემწყობი ფაქტორია

დეკორატიული მცენარეები,  აშშ–ში რასა 3, შესულია აგროტერორიზმის აგენტთა

სიაში (Swanson... 2005). რასა 3 –ის არსებობა ევროპის ზოგიერთ ქვეყანაში,

ძირითადად  განპირობებულია ლატენტურად ინფიცირებულ კარტოფილის

იმპორტით იმ რეგიონებიდან, სადაც დაავადება ენდემურია (Janse... 1996).
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(http://www.cabi.org/ ; 2016)

რუკა 1. R. solanacearum–ის რასა 3 ბიოვარი 2  შტამების  გავრცელების რუკა

მთელ მსოფლიოში

რასა 4 - გავრცელებულია აზიის ქვეყნებში (Elphinstone,  2005). რასა 5 კი,

გვხვდება მხოლოდ ჩინეთში.

პომიდორის, კარტოფილის, თამბაქოს, ბანანის და მიწის თხილის

კულტურათა ნარგავებში ბაქტერიული სიდამპლის ეპიდემიური ხასიათის

გავრცელებამ, შეიძლება გამოიწვიოს მოსავლის მნიშვნელოვანი დანაკარგი

(Elphinstone,  2005). აღნიშნული ბაქტერიით გამოწვეული ეკონომიკური ზარალი,

ცნობილია მსოფლიოს მნიშვნელოვან ნაწილში. ძირითადად დანაკარგი

დამოკიდებულია ადგილობრივ კლიმატზე, ნიადაგის ტიპზე, თესვის პრაქტიკაზე,

მცენარეთა კულტივირებისა და სათესლე მასალის შერჩევაზე, აგრეთვე R.

solanacearum–ის ადგილობრივი რასის ვირულენტურ სტრუქტურაზე.

პათოგენის  გავრცელების მრავალი გზა არსებობს: კონტამინირებული

ნიადაგი, სარწყავი წყალი,  ზედაპირული  წყლები, დაავადებული  მცენარეების

გადარგვა (გერანის კალმები, პომიდორის, წიწაკის, ბადრიჯნის ჩითილები და

სათესლე კარტოფილი (Janse,1996). არასტერილური დანის გამოყენებით

ჩატარებული მყნობა (მცენარეთა კალმებით და კვირტების ბწკლით) და პერსონალის

მიერ  მცენარეთა  ქსოვილებით ინფიცირებული ტანსაცმელი (სურათი 2).
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სურათი 2. ბაქტერია Ralstonia solanacearum – ის გავრცელების გზები

სათბურში ადვილად ვრცელდება ფიტოსანიტარული პრაქტიკის კონტროლის

დარღვევის დროს, როდესაც ადგილი აქვს სარწყავი სისტემის გაუმართაობას.

ლიტერატურული მონაცემებით ცნობილია (Williamson... 2002), რომ რასა 3

ბიოვარი 2 ამერიკაში  გავრცელდა ლატენტურად ინფიცირებული გერანის კალმების

შეტანით, რომელიც იწარმოებოდა  სხვა ქვეყნებში არსებულ სათბურებში. 1999- 2000

წლებში იყო რამდენიმე შემთხვევა, როცა იმპორტირებული გერანის კალმები

მგრძნობიარე აღმოჩნდა  რასა 3 ბიოვარი 2 –ის მიმართ ( Kimetal, 2002 end 2003). აშშ–

ში სანიტარული პირობების დარღვევამ გამოიწვია დაავადების მასობრივი აფეთქება,

რომელსაც უძღვოდა 7 გვარის მცენარეების დასენიანება. 2003 წლის შედეგები

გვამცნობენ, რომ 27 შტატის 127 ინდივიდუალურ  სათბურში გამოყოფილი იქნა

მიკროორგანიზმი - R. solanacearum (Daughtrey  2003).

აქედან გამომდინარე, შეგვიძლია ვთქვათ, რომ  პათოგენი ხასიათდება

როგორც მასპინძელ მცენარეთა, ასევე გავრცელების გზების მრავალფეროვნებით,

რის გამოც დაავადებასთან ბრძოლა ძალიან რთულია და მოითხოვს მუდმივი

საკონტროლო, კომპლექსური ღონისძიებების გატარებას.
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1.6. ბაქტერიოფაგები

1.6.1. ბაქტერიოფაგების აღმოჩენა და გავრცელება

ბაქტერიოფაგები (ბაქტერიული ვირუსები) ფართოდაა გავრცელებულია მთელ

სამყაროში.  ისინი გვხვდება ოკეანეებში,  ნიადაგში,  ზღვის სიღრმეებში, სასმელ  და

რეკრეაციულ წყლებში, საკვებში, ადამიანის, ცხოველების და მცენარეების

ორგანიზმში. ისინი მნიშვნელოვან როლს თამაშობენ ეკოსისტემის მიკრობული

ბალანსის რეგულაციაში (Stockwell... 1998). ბაქტერიოფაგები გამოირჩევა

მდგრადობით სხვდასხვა ფიზიკო-ქიმიური ზემოქმედებისას, შედარებით გამძლენი

არიან  მაღალ ტემპერატურის (50-600C), გამოშრობისა და გაყინვის მიმართ, დიდი

ხნის განმავლობაში ინარჩუნებენ სტაბილურობას დაბალ ტემპერატურაზე. თუმცა,

ულტრაიისფერი სხივები და მაიონიზირებელი რადიაცია ახდენს  მათ ინაქტივაციას

(Bergh... 1989)

მიკროორგანიზმების კულტურის ლიზისი პირველად 1898 წელს რუსი

ბაქტერიოლოგის ნიკოლაი გამალეას მიერ იქნა აღწერილი, ციმბირის წყლულის

გამომწვევი ბაცილების ფილტრატის გამოკვლევისას, თუმცა მან ვერ შეძლო ამ

მოვლენის არსის ახსნა.  მოგვიანებით კი, 1915 და 1917 წლებში, ფრედერიკ ტვორეტმა

და ფელიქს დერელმა ერთმანეთისაგან დამოუკიდებლად მოახდინეს ინფექციური

აგენტების გამოვლენა და დერელმა უწოდა ბაქტერიის მშთანთქმელები -

ბაქტერიოფაგები (Токарчук...  1985), (Darasse...  1994). იმავე პერიოდში, 1917 წელს

გიორგი ელიავამაც აღწერა ბაქტერიოფაგის ფენომენი. მას შემდეგ კი უამრავი

მეცნიერი ჩაერთო ამ მიართულების განითარებაში (Adams, 1959; Max Delbruck; Alfred

Hershey, 1971წ), (Gunther... 1994წ)  და დღემდე ბაქტერიოფაგების კვლევა აქტიურად

მიმდინარეობს.

1.6.2. ბაქტერიოფაგების კლასიფიკაცია; ბაქტერიოფაგების მორფოლოგია

და ფიზიოლოგია, განვითარების სასიცოცხლო ციკლი

1943 წელს პირველად ელექტრონული მიკროსკოპის დახმარებით Ruska -მ

მოახდინა ვირუსების კლასიფიკაცია და ბაქტერიოფაგების დაყოფა სამ
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მორფოლოგიურ ტიპად (Габрилович...1973). Lwoff, Horne და Tournier-ის მიერ 1962

წელს შემოთავაზებული ვირუსების კლასიფიკაცია (George… 2015) დაფუძნებული

იყო ვირუსული ნუკლეინის მჟავის ბუნებაზე (დნმ  თუ რნმ- შემცველი), კაფსიდის

ფორმის, კაფსომერების რაოდენობასა და სხვა მახასიათებლებზე. შემდგომ, 1967

წელს ბრედლის მიერ (Bradley 1967) მოწოდებული იქნა ნუკლეინის მჟავის ტიპისა

და მორფოლოგიაზე დამყარებული კლასიფიკაცია, რომლის მიხედვითაც

ბაქტერიოფაგები 6 ძირითად ჯგუფად დაიყო. ბრედლის სქემა მოგვიანებით უფრო

გაფართოვდა და შეივსო ახლად აღმოჩენილ სხვადასხვა კუბურ, ფილამენტურ და

პლეომორფულ ფაგებით (Ackermann and Eisenstark, 1974).

ბაქტერიოფაგების თანამედროვე კლასიფიკაციია ემყარება ICTV (International

Committee on Taxonomy of Viruses) რეკომენდაციებს (http://www.ictvonline.org/).

ვირიონის მორფოლოგიისა და ნუკლეინის მჟავის ტიპის მიხედვით ბაქტერიოფაგები

გაერთიანებულია 13 ოჯახად და 31 გვარად. დღესდღეობით კუდიანი ფაგები

წარმოადგენს ყველაზე მრავალრიცხოვან და ფართოდ გავრცელებულ ჯგუფს,

რომლებიც მორფოლოგიური, ფიზიკო-ქიმიური და ფიზიოლოგიური

მახასიათებლებით ჰგვანან ერთმანეთს,  ამიტომ ისინი გაერთიანებული არიან ცალკე

რიგად Caudovirales. ამ რიგში შემავალი ფაგები კუდის სტრუქტურის მიხედვით

იყოფა სამ დიდ ჯგუფად ან ოჯახად (Ackermann  2001):

Myoviridae-ს ოჯახის ფაგებს აქვთ  კუმშვადი კუდი,  რომელიც შედგება ცენტრალური

ღერძისაგან და შეკუმშვის უნარის მქონე შალითისაგან (ამ ოჯახში გაერთიანებულია

კუდიანი ფაგების დაახლოებით 25 %). ტიპური წარმომადგენელია T4 ფაგი.

Siphoviridae -ს ჯგუფის  ფაგებს აქვთ  გრძელი კუდი,  რომლის შალითასაც არ გააჩნია

შეკუმშვის უნარი (გაერთიანებულია კუდიანი ფაგების დააახლოებით 61 %). ტიპური

წარმომადგენლები არიან T5 და λ ფაგები.

Podoviridae - ს ჯგუფის  ფაგებს აქვთ მოკლე კუდებით,  რომელთაც ასევე არ აქვთ

შეკუმშვის უნარი. ტიპური წარმომადგენელია T7 ფაგი (Ромашка ... 1988).

ყველა ფაგი, რომელიც მიეკუთვნება Caudovirales (კუდიანი ფაგები) შეიცავს

ორჯაჭვიან დნმ-ს (ds DNA) და გენომის ზომა შ 18,000 - დან 500,000bp -მდეა. ვირუსის

ნაწილაკებს აქვთ მკაფიო ბინალური სიმეტრია, მათი თავები არის კუბური
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სიმეტრიის, ხოლო კუდები სპირალური სიმეტრიისაა. კაფსიდი არის იკოსაედრის

ფორმის (ოცწახნაგა), რომელიც შეიცავს ვირუსულ გენომს და საყელოს საშუალებით

უკავშირდება კუდს. კაფსიდური პროტეინები ორგანიზებულია კაპსომერში

სუბერთეულებად. კუდიანი ფაგების სტრუქტურაში შედის აგრეთვე თავისა და

კუდის ფიმბრიები,  ბაზალური ფირფიტა,  საყელო და ტერმინალური სპიკები.

აღსანიშნავია  რომ, Myoviridae -ს კაფსიდი უფრო დიდი ზომისაა და მეტი

რაოდენობით დნმ-ს შეიცავს.  კუდიანი ფაგების ეს  ჯგუფი უფრო მეტად გამოიყენება

ფაგოთერაპიაში.

კუდიანი ფაგებით პატრონი უჯრედის ინფექციის პროცესი ძალზედ

სპეციფიკურია და იწყება მასპინძელი უჯრედის ზედაპირზე არსებული

მოლეკულებისა და ბაქტერიოფაგის კუდზე განლაგებული მიმაგრების საიტების

ურთიეთრამოცნობით და დაკავშირებით, რაც გრძელდება შემდეგი 3 ძირითად

ეტაპის სახით:

1. უჯრედზე ფაგის ადსორბცია და ვირუსული გენომის უჯრედში შეჭრა.

2. ფაგის  გენომის რეპლიკაცია და ახალი ფაგური ნაწილაკების აწყობა

3.უჯრედის ლიზისი და ფაგური ნაწილაკების გამოთავისუფლება;

ზომიერი  ფაგებით  ინფექციის  პროცესში  შესაძლოა  ჩაერთოს ლიზოგენიის

მექნიზმი, რომლის დროსაც ფაგი ჩაჯდება  მასპინძლის გენომში და რეპლიცირდება

მასთან ერთად (ან  პლაზმიდის მსგავსად) სინქრონულად, რის  გამოც  ლიზისიურ

ციკლზე  პასუხისმგებელი  გენები რეპრესირდება, არ ხდება უჯრედების ლიზისი და

ინფიცირებული  ბაქტერიიდან  კვლავ წარმოქნილი ფაგების  გამოთავისუფლება.

1.6.3. ფიტოპათოგენური ბაქტერიების ფაგები და მათი პრაქტიკული

მნიშვნელობა

პირველად ფიტოპათოგენური ბაქტერიების ფაგები აღწერილი იქნა 20-იანი

წლების ბოლოს (Mellmann... 1924; Coons E.N, Kolile I.E, 1925; Израельский, 1968),

რომლებიც გამოყოფილი იქნა ნიადაგიდან, ჩამდინარე წყლიდან, მცენარეების



32

დაზიანებული ქსოვილებიდან. ფიტობაქტერიოფაგები შეიძლება აღმოვაჩინოთ იქ,

სადაც ბინადრობენ შესაბამისი ბაქტერიები: დაავადებული მცენარის ქსოვილში,

ინფიცირებულ თესლში, ნიადაგში, ჩამდინარე წყლებში და ა.შ. ბაქტერიოფაგების

გამოსაყოფად სასურველია, გამოყენებული იქნას მცენარის დაზიანებული უბანი, ან

მასთან მიმდებარე ჯანმრთელი ქსოვილები, რადგან მეცნიერთა აზრით, ფაგი არ

ვრცელდება დამოუკიდებლად დასნებოვნებულ მცენარეში, იგი ფაქტობრივად,

კვალდაკვალ მისდევს შეჭრილ ბაქტერიას (Израельский, 1985; Новикова, 1940).

დღესდღეობით გამოყოფილია და შესწავლილია სხვადსხვა სახის ფაგები (Yamada...

2007).

ფიტოპათოგენური ბაქტერიების ფაგების ლიზისური მოქმედების სპექტრი

მრავალფეროვანია, დაწყებული მკაცრად სპეციფიკური ფაგებიდან დამთავრებული

Pseudomonas და Xanthomonas გვარის ბაქტერიათა ლიზისის უნარის მქონე ფაგების

ჯგუფით. მოქმედების ფართო სპექტრი ახასიათებთ უფრო მეტად, იმ ფაგებს

რომლებიც გამოყოფილია ნიადაგიდან, ჩამდინარე წყლებიდან ან სხვა წყაროებიდან,

რომლებიც ბუნებრივად წარმოადგენენ ბაქტერიების საარსებო გარემოს (Габрилович

1973).

ფიტოპათოგენური ბაქტერიების ფაგები, შეიძლება გამოყენებული იქნას სამი

ძირითადი მიმართულებით ( დავითაშვილი, თედიაშვილი, 2000):

1. დაავადების სწრაფი დიაგნოსტიკისთვის გამომწვევის სუფთა კულტურის

გამოყოფის გარეშე.

2. გამომწვევის იდენტიფიკაციისათვის ფაგოტიპირების მეთოდით.

3. როგორც პროფილაქტიკური და სამკურნალო საშუალება ბაქტერიოზებთან

ბრძოლისათვის.

ბაქტერიოფაგების გამოვლენა მათი გამოყოფის გარეშე ხელს უწყობს დაავადების

დიაგნოსტირებას ადრეულ პერიოდში. ეს კი შესაბამისად საშუალებას გვაძლევს,

დროულად და ეფექტურად გამოვიყენოთ ბრძოლის მეთოდები. პირველად ეს ხერხი

მოწოდებული იქნა 1951 წელს კაც-ნელსონის და სატონის მიერ, რაც ემყარებოდა

ფაგის ტიტრის მატებას მცენარეულ სუბსტრატში, მგრძნობიარე ბაქტერიების

არსებობისას. ამ ორიგინალური მეთოდის საშუალებით დადგენილი იყო P. syringe,
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Pv. Phaseolicola, X. oryzae და X.  phaseoli - ით გამოწვეული ფარული ინფექციის

არსებობა ლობიოს ფოთლებში. შემდგომში ეს მეთოდი გამოყენებული იქნა

სხვადსხვა სუბსტრაქტში (წყალი, საკვები პროდუქტები), ბაქტერიული ინფექციების

გამოსავლენად (Katznelson … 1937); (Yamada... 2007).

ბაქტერიოფაგის ტიტრის მატების კავშირი პათოგენურ პროცესებთან შეიძლება

გამოყენებულ იქნას დაავადების განვითარების ალბათობის წინასწარი

განსაზღვრისთვის. გოტას და ფრანსის მონაცემებით, (1971 წ.) X. oryzae ფაგების

რაოდენობა ბრინჯის ნათესის წყალში და საირიგაციო არხებში საგრძნობლად

მატულობს შესაბამისი ბაქტერიოზის აფეთქების წინ.

ცნობილია, რომ ფაგოტიპირება ფართოდ გამოიყენება ადამიანისა და

ცხოველთა ბაქტერიული დაავადებების ეტიოლოგიური აგენტების სახეობრივი

კუთვნილების დასადგენად და შიდა სახეობრივი დიფერენციაციისათვის. ეს სწრაფი

და მარტივი მეთოდი ასევე წარმატებით იყო გამოყენებული ფიტოპათოგენური

ბაქტერიების სახეობის განსაზღვრისათვის. ბილინგის და თანაავტორების მიერ

(Billing et al, 1960 წ.) შემოთავაზებული იყო ჯვარედინი ფაგოლიზისის მეთოდი E..

amylowora და P. syringae ბაქტერიების დაყოფისთვის, რომლებიც ფაქტობრივად

ერთსა და იმავე ეკოლოგიურ ნიშაში ბინადრობენ და ახასიათებთ მსგავსი

სიმპტომატიკა.

ჯერ კიდევ, 30-40 -იანი წლებში ზოგიერთი მეცნიერი (Лебедева, 1939;

Новикова, 1952). სპეციფიკური ბაქტერიოფაგებს იყენებდა მცენარეთა ბაქტერიული

დაავადებების მკურნალობასა და პროფილაქტიკის მიზნით. კერძოდ, ნაჩვენები იყო

ბაქტერიული ვირუსების ეფექტურობა P. Syringae -თი გამოწვეული ბამბის,

თამბაქოს, კიტრის, ლობიოს ბაქტერიოზების სამკურნალოდ. ზოგიერთ შემთხვევაში

დაფიქსირებული იყო ფაგით დამუშავებული  მცენარეების ავადობის შემცირება 50-

60%-ით (კონტროლთან შედარებით).

რაც შეეხება R. solanacearum -ის მიმართ სპეციფიკური ბაქტერიოფაგებს,

ლიტერატურული წყაროებიდან ცნობილია, რომ   ბოლო ათწლეულში გამოყოფილია

მთელი რიგი  ბაქტერიოფაგებისა, მათ შორის 2001-2003 წწ. და შემდგომ წლბშიც

საქართველოს გარემო სინჯებიდან (Lashkhi... 2003), რაც ირიბად მიუთითებდა R.
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solanacearum-ის არსებობაზე ჩვენს რეგიონში,  მაშინ, როცა არ იყო გამოყოფილი

თვით გამომწვევი. ეს ფაგები დახასიათებული იყო მორფოლოგიური -

ფიზიოლოგიური  თვისებების მიხედვით.

R. solanacearum - ის  მიმართ სპეციფიკური ფაგები გამოყოფილ იქნა იაპონელი

მეცნერების მიერ (Tanaka... 1990); (Ozawa.... 2001). ვირულენტური P4 282 ფაგს- და

მის მონათესავე ფაგებს აქვთ 69 ნმ დიამეტრის პოლიედრული თავი და 20ნმ სიგრძის

მოკლე კუდი,  და  შეიცავენ ცირკულარულ 39.3-kbp ds-დნმ გენომს (Ozawa... 2001).

ფაგი PK-101, გამოყოფილია ნიადაგიდან და აქვს ხაზოვანი 35-kb; ds-დნმ -ისგან

შედგენილი გენომი (Toyoda...  1991). თუმცა  ორივე ფაგს ახასიათებს ვიწრო

სპეციფილურობა მასპინძლის მიმართ, ასნებოვნებს R. solanacearum -ის მხოლოდ

ერთ ან რამდენიმე შტამს. ჩატარებული იყო ცდები P4 282 ფაგის გამოყენების

მიზნით თამბაქოს ბაქტერიოზების პროფილაქტიკისათვის (Tanaka... 1990).

გამოყოფილი და დახასიათებულია განსხვავებული მოქმედების რამოდენიმე  ფაგი,

რომლებიც სპეციფიკურია R. solanacearum -ის სხვადსხვა რასებისა და ბიოვარების

მიმართ. მათ შორის FRSS1 and FRSM1, რომელიც მიეკუთვნება ფილამენტურ - F

ფაგის მსგავს ფაგების ჯგუფს (Inoviridae) (Yamada.... 2007). ფაგი RSA1 მიეკუთვნება

P2 მსგავს თავ-კუდიან ფაგებს მიოვირიდეს ოჯახიდან (Myoviridae), რომელთაც

ახასიათებთ ფართო მასპინძელთა სპექტრი. RSL1 ფაგს, სხვა მიოვირუსების მსგავსად

აქვს დიდი გენომი დაახლოებით 240 kbp ზომის და მკაცრად სპეციფიურია R.

solanacearum -ის ცალკეული  შტამების მიმართ (Takashi... 2012). ) ბოლო

დროინდელი ექსპერიმენტებით ნაჩვენები იყო, რომ ნიადაგის დამუშავება R.

solanacearum-ის მიმართ სპეციფიკური ფაგების ნაკრებით ინოკულაციამდე, 10-20%-

ით ამცირებს პომიდორის ბაქტერიული ჭკნობის განვითარებას (Kalpage* and De Costa

2014).

ზემოთ მოყვანილი სამეცნიერო ლიტერატურის ანალიზის საფუძველზე, კარგად

ჩანს ბაქტერიოფაგების, როგორც მცენარეთა ბაქტერიოზების გამომწვევბის მიმართ

სპეციფიკური ფაგების გამოყენების პერსპექტივა, როგორც პათოგენის არსებობის

საინდიკაციო-სადიაგნოსტიკო და ასევე შტამების სუბტიპირების საშუალება. ასევე

მომავალში პერსპექტიულად ჩანს მათი როგორც ბაქტერიოზებთან ბრძოლის
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ეფექტური და ეკოლოგიურად უსაფრთხო საშუალების  გამოყენება, თუმცა  სოფლის

მეურნეობაში ბაქტერიოფაგების თერაპიული მიზნით გამოყენებისას უნდა

გათვალისწინებულ იქნას ის გარემოება, რომ გარკვეული ფიტოპათოგენების მიმართ

სპეციფიურმა ფაგებმა მათი გავრცელების არეალის გარეთ შეიძლება ვერ

გამოავლინონ თავისი აქტივობა. ამიტომ კონკრეტულ გეოგრაფიულ რეგიონში

ფაგური პრეპარატების გამოყენებამდე უნდა შესწავლილ იქნეს ამ ტერიტორიაზე

გავრცელებული პათოგენთა მგრძნობელობა მოცემული ფაგის მიმართ. ამასთან

უპირატესობა ენიჭებათ გადამფარავ ლიზისური სპექტრის მქონე  და გარემო

პირობებისადმი გამძლე ფაგებისგან შემდგარ პოლივალენტურ პრეპარატებს

(დავითაშვილი და თედიაშვილი, 2000).  ფიტოპათოგენების ფაგების სხვასხვა

მიზნით გამოყენებისათვის აუცილებელია შეიქმნას კარგად შესწავლილი ფაგების

დიდი კოლექცია, რომლის ცალკეული წარმომადგენელი წარმატებით შეიძლება

გამოყენებულ იქნეს პრაქტიკული მიზნით კონკრეტულ სიტუაციაში.

1.7. ფიტონციდების და სხვა ბიოლოგიურად აქტიური ნივთიერებების

გამოყენება R. solanacearum -ით გამოწვეულ მცენარეთა ბაქტერიული

დაავადების წინააღმდეგ

R. solanacearum გამოწვეულ მცენარეთა ბაქტერიული ლპობის წინააღმდეგ

ბრძოლის ღონისძიებათა არსენალში ჯერ-ჯერობით მცირე ადგილი უჭირავს

ბიოლოგიურ საშუალებებს. ძირითადად გამოიყენება სხვადსხვა სახის

აგროტექნიკური ხერხი, ფიზიკური და ქიმიური დამუშავება, რაც ხშირად იწვევს

გარემოს დაბინძურებას და საფრთხეს უქმნის ადამიანთა ჯანმრთელობას. ამავე

დროს მნიშვნელოვნად იზრდება აღნიშნულ პრეპარატების მიმართ რეზისტენტული

ბაქტერიული შტამების რიცხვიც (Sundin... 1996). რაც ხშირად არაეფექტურს ხდის

ჩატარებულ ღონისძიებებს. თანამედროვე მოთხოვნების შესაბამისად

ბაქტერიოზებთან ბრძოლის ხერხები უნდა იყოს ეკონომიკურად ხელსაყრელი და

ეკოლოგიურად მიზანშეწონილი.
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ბოლო ათასწლეულში გაიზარდა ინტერესი მცენარეთა დაავადებებთან ბრძოლის

ბიოლოგიური მეთოდების შემუშავებასა და დანერგვისადმი, რაც ემყარება ბაქტერია

- ანტაგონისტების, სპეციფიკური ფერმენტების, ფიტონციდების და სხვა

ბიოლოგიურად აქტიური ნივთიერებების გამოყენებას (Ayman... 2014).

დღესდღეობით ცნობილია, მცენარეთა ბაქტერიოზების კონტროლის სხვადასხვა

სტრატეგია, როგორიცაა, რეზისტენტული ჯიშის გამოყენება, თესლბრუნვა,

დაავადებისადმი გამძლე სარგავი მასალის შერჩევა (Guo... 2010), მიკრობული

ანტაგონისტები (Lemessa and Zeller 2007) და სხვა კულტურული პრაქტიკა. თუმცა,

დაავადების მთლიანად მართვა და მასპინძელი მცენარეთა დაცვა ინფიცირებისგან,

ჯერ ისევ მკვლევარების ოცნებაა, აქედან გამომდინარე აუცილებელია,

ალტერნატიული გზების მოძიება და მათი დანერგვა პრაქტიკაში.

ცნობილია, რომ მცენარეები ახდენენ რთული ქიმიური შედგენილობის

ბიოლოგიურად აქტიური ნივთიერებების პროდუცირებას, რომლებიც წარმოადგენს

თვით მცენარის იმუნიტეტის ერთ-ერთ ფაქტორს და მათი ანტიმიკრობული

მოქმედება სპობს, ან აფერხებს პათოგენური მიკროორგანიზმებისა და უმარტივესი

ერთუჯრედიანების (ზოგჯერ მრავალუჯრედიანების) განვითარებას. მცენარეთა

ექსტრატების და ფიტოქიმიკატების, გამოყენება, როგორც ანტიმიკრობული

საშუალება, ცნობილია უახლოეს წარსულში განხორცილებული კვლევებით,

რომელიც მოიცავდა სამედიცინო მცენარეებიდან ანტიმიკრობული აქტივობის

ნივთირებების მიღებას (Venkanna... 2012). მცენარეთა ფიტონციდების, იგივე

„ბუნებრივი ანტიბიოტიკების“, ანტიმიკრობული მოქმედება გამოყენებულია

ეკოლოგიაში, მედიცინაში და სოფლის მეურნეობაში.

ანტიმიკრობული აგენტი, რომელიც მიღებულია მცენარეებიდან, წარმოადგენს

მეორეული მეტაბოლიზმის პროდუქტს, რომელიც იცავს მცენარეს პათოგენის

მოქმედებისგან (Macdonald, 2008). მცენარის ანტიმიკრობული აქტივობის

პროდუქტები, როგორიცაა მცენარეთა ექსტრაქტები და ეთერზეთები, რომლებიც არ

არის ტოქსიკური და სპეციფიკურია მათი მოქმედება, მკვლევარებისათვის სათანადო

ყურადღების ქვეშაა, რადგან ისინი უსაფრთხოა და ეკონომიკურად იაფი (Macdonald,
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2008; Rhouma... 2009). ამიტომ, შეიძლება გამოყენებულ იქნას, როგორც

ალტერნატიული მასალა ბაქტერიოციდული პტრაპარატების წარმოებაში.

In vitro ცდებით ნაჩვენებია, ამა თუ იმ მცენარის ექსტრაქტის მოქმედების ეფექტი

R. solanacearum წინააღმდეგ. მაგ. მცენარე Morinda citrifolia -ს ფოთლების

აცეტონიანი ექსტრაქტი წარმოქმნის 6 შტამზე 24±0.44მმ - იან, ხოლო 12 შტამზე

23±0.25 ინჰიბირების ზონას. იგივე მცენარის ქლოროფორმიანი ექსტრაქტი კი ახდენს

პათოგენის კულტურაზე 26.0±0.25 და 22.3±0.26მმ-ის ზომის, ზონის ინჰიბირებას (Jai

Sunder... 2011). In vitro და in vivo კვლევებში დადასტურებულია ანტიმიკრობული

პოტენციალი ზოგიერთი სახეობის მცენარეების, როგორიცაა: ნიორი, Datura

stramonium -მთვარის ყვავილი,  Nerium oleander -ოლეანდრა (Cowan 1999; El-Ariqi

2005). ფოთლების ცივი და ცხელი წყლით დამუშავებისას მიღებული ექსტრაქტის

მოქმედების ეფექტის შესწავლისას R. solanacearum - ით გამოწვეული პომიდორის

ბაქტერიული ჭკნობის წინააღმდეგ, ცდებმა გამოავლინა რომ, ცივი წყლით

მიღებული ექსტრაქტი უფრო მეტად თრგუნავდა პათოგენის ზრდას, ვიდრე ცხელი

წყლით მიღებული ექსტრაქტი. გარდა ამისა, ნიორის ექსტრაქტს ქონდა უფრო მეტი

ეფექტურობა, დანარჩენ მცენარეებთან შედარებისას (Abo-Elyousr... 2009). აღნიშნულ

მცენარეთა ექსტრაქტები წარმატებით გამოიცადა მცენარეთა სხვა პათოგენების

წინააღმდეგაც, როგორიცაა Xanthomona  campesrtis pv. და სხვა (Sateesh... 2004).
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თავი 2. მასალები და მეთოდები

2.1. კვლევის ობიექტი

კვლევის ობიექტს წარმოადგენს საქართველოს სხვადსხვა გეოგრაფიულ

ზონაში გავრცელებული მცენარეთა ბაქტერიული სიდამპლით დაავადებული

ნიმუშებიდან გამოყოფილი მიკროორგანიზმი Ralstonia  solanacearum-ის 101

იზოლატი (იხილეთ დანართი 1). აგრეთვე დიდი  ბრიტანეთის სურსათისა და

გარემოს კვლევის ცენტრში (FERA) http://fera.co.uk/, არსებული ნაციონალური

კოლექციის მცენარეთა პათოგენური ბაქტერიათა შტამები (ცხრილი 4), რომლებიც

სრულად არის სექვენირებული და შესწავლილი. გარდა ამისა, კვლევაში

ვიყენებდით გენბანკში არსებულ R. solanacearum - ის რეფერირებულ შტამებს,

რომლებიც სხვადსხვა ფილოტიპურ ჯგუფს ეკუთვნის (იხილეთ დანართი 2).

ცხრილი 4

კვლევაში გამოყენებული R. solanacearum-ის NCPPB სტანდარტული შტამების სია

# R.solanacearum
რეფერენტ

შტამები

მასპინძელი
მცენარე

ქვეყანა რასა/ბიოვარი ფილოტიპი

1 NCPPB 3996 Solanum
lycopersicum

პერუ R1B3 I

2 NCPPB 4008 Arachis hypogaea ჩინეთი R1B4 I

3 NCPPB 325 Solanum
lycopersicum

შშტ R1B1 II

4 NCPPB909 Solanum tuberosum ეგვიპტე R3B3 II

5 NCPPB 3857 Solanum tuberosum დიდ
ბრიტანეთი

R3B2 II

6 NCPPB 4156 Solanum tuberosum ნიდერლანდები R3B3 II

7 NCPPB 4161 Solanum tuberosum გერმანია R3B3 II

8 NCPPB4211 Pelargonium კენია R3B2 II
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hortorum

9 NCPPB4214 Soil კენია B3/ND III

10 NCPPB3725 Ralstonia sp. (blaad
disease bactrum)

West Java BDB IV

მუშაობის პროცესში გამოყენებული იყო პირველადი ფაგური ნარევები და ფაგური

კლონები.

2.2. კვლევის ჩატარაების ადგილი და პირობები

კვლევების ძირითადი ნაწილი სრულდებოდა ლაბორატორიულ პირობებში, ხოლო

ნაწილი ითვალისწინებდა საველე და სათბურის პირობებს. ექსპედიციური

გამოკვლევები მოიცავდა 3 გეოგრაფიულ ზონას, 12 რაიონს:  1. კოლხეთის დაბლობი

- ქობულეთი, ჩხორუწყო, სამტრედია, თერჯოლა; 2. მესხეთ - ჯავახეთი - ბორჯომი,

ახალციხე, ახალქალაქი, ნინოწმინდა, ადიგენი; 3. ზემო აჭარა - ხულო, ქედა,

შუახევი. ნათესების გამოკვლევას ვაწარმოებდით მცენარეების განვითარების

სხვადსხვა სტადიაზე - ყვავილობის პერიოდში და მოსავლის აღების დროს, აგრეთვე

ვსწავლობდით შენახულ  კარტოფილს საცავებში.

2.3. კვლევის პროცესში გამოყენებული საკვები ნიადაგები და

ძირითადი რეაქტივები

CPG - კაზეინპეპტონიანი არე (ერთ ლიტრზე)

პეპტონი-10 გ/ლ;

კაზეინის ჰიდროლიზატი-1.0 გ/ლ;

გლუკოზა -5.0 გ/ლ;

აგარი -15გ/ლ;

pH= 7.4±0.2
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ავტოკლავირება მიმდინარეობს 121 oC ზე და 1,5 ატმოსფერულ წნევაზე 20-30 წთ -ის

განმავლობაში ( Kelman,  1954).

TTC -2,  3, 5- ტეტრაზოლიუმიანი არე - (ერთ ლიტრზე)

პეპტონი- 10 გ/ლ;

კაზეინის ჰიდროლიზატი - 1.0 გ/ლ;

გლუკოზა - 5.0 გ/ლ;

აგარი -15 გ/ლ;

pH  = 7.4±0.2

ავტოკლავირება მიმდინარეობს 121 oC ზე და 1,5 ატმოსფერულ წნევაზე 20-30 წთ -

ის განმავლობაში. სტერილიზაციის შემდეგ ფინჯნებში ჩამოსხმამდე არეს ემატება

1% - იანი 2,  3,  5- ტრიფენოლ ტეტრაზოლიუმის ქლორიდი (Kelman,  1954).

მოდიფიცირებული SMSA არე - (ერთ ლიტრზე)

პეპტონი- 10 გ/ლ;

კაზეინის ჰიდროლიზატი - 1.0 გ/ლ;

გლიცეროლი - 5მლ;

აგარი - 17გ;

pH  = 6.5-7.0

ავტოკლავირება მიმდინარეობს 121 oC ზე და 1,5 ატმოსფერულ წნევაზე 20-30 წთ -ის

განმავლობაში. ავტოკლავირების შემდეგ ნიადაგის 55˚C -მდე გაციებისას ემატება

5მლ 1% - იანი 2,  3,  5- ტრიფენოლ ტეტრაზოლიუმის ქლორიდის ხსნარი. ხსნარი

იფილტრება და ავტოკლავირება მიმდინარეობს 5 წთ. 121˚C -ზე. ინახება 4˚C - ზე ან

იყინება. ასევე ემატება: ქლორამპენიკოლი - 5მგ; ციკლოჰექსამიდი - 100მგ;

პენიცილინი - 0,5მგ; პოლიმიქსინ B სულფატი - 100მგ; კრისტალის ლურჯი - 5მგ

(Elphinstone ... 1996).
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ჰიუ-ლეიფსონის გლუკოზიანი არე

პეპტონი - 2 გ/ლ;

საფუარის ექსტრაქტი- 0.5 გ/ლ;

ნატრიუმის ქლორიდი - 20გ/ლ;

გლუკოზა - 10გ/ლ

ბრომკრეზოლის მეწამული - 0.015გ/ლ;

აგარი - 3გ/ლ;

pH= 7.4±0.2;

მზა არე ჩამოისხმება სინჯარებში 5 მლ მოცულობით;

სტერილიზაცია 121oC-ზე 20 წთ.

თითოეული იზოლატისთვის გამოიყენება ორი სინჯარა, რომელთაგან ერთს

ჰაერისგან იზოლირების მიზნით სტერილურად უკეთდება ვაზელინის ზეთის

თხელი ფენა. დადებითი პასუხი - ფერის ცვლილება მეწამულიდან ყვითელში

(Hugh, R. and E. Leifson, 1953 ).

Millipore-ის მემბრანული სასტერილიზაციო ფილტრები, ფორების ზომით -

0.45და 0.22µm

ცხრილი 5

კვლევის პროცესში გამოყენებული პრაიმერები:

სახელწოდება სექვენსი(5’-3’)
RS-F1 GCATGCCTTACACATGCAAGTC

RS-R1 GGCACGTTCCGATGTATTACTCA

RS-P1 AGCTTGCTACCTGCCGGCGAGT

GB2-F1 TGGCGCACTGCACTCAAC

B2-R1 AATCACATGCAATTCGCCTACG

B2-P2 TTCAAGCCGAACACCTGCTGCA

AGEndo –F

(ATGCATGCCGCT

GGTCGCCGC-3’) /

Endo-R (

GCGTTGCCCGGCA

CGAACACC-3’

ATGCATGCCGCTGGTCGCCGC

Endo-R GCGTTGCCCGGCACGAACACC

OLI1 GGG GGT AGC TTG CTA CCT

GCCY2 CCC ACT GCT GCC TCC CGT

AGG AGT
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მეთოდები

2.4. Ralstonia solanacearum - ით გამოწვეული ბაქტერიული

სიდამპლის გავრცელების ინტენსივობის და არეალის დადგენა

ბაქტერიული სიდამპლის გავრცელების ინტენსივობის და არეალის დადგენის

მიზნით, გამოკვლევები ტარდებოდა წინასწარ განსაზღვრული გეგმისა და

მარშრუტის შესაბამისად, მცენარეთა ვეგეტაციის მანძილზე. მინდორში ნიმუშების

შეგროვებას ვაწარმოებდით შესაბამისი ევროდირექტივის (Directive 2006/63/EC )

მიხედვით. ერთი ნიმუში მოიცავდა 200 -მდე გამოსაკვლევ ტუბერს ან მცენარის

ინფიცირებულ ნაწილს, რომელსაც ვაგროვებდით დაახლოებით 2 ჰექტარზე.

აღებულ ნიმუშიდან ინფიცირებული ქსოვილის ნაწილს ვათავსებდით 5-10 მლ-ის

შემცველ სტერილურ წყლიან ჭურჭელში (რაც უზრუნველყოფდა პათოგენის

სიცოცხლისუნარიანობის შენარჩუნებას ტრანსპორტირების დროს), რომელზეც

კეთდებოდა ეტიკეტირება ( მასპინძელი მცენარე, ჯიში, ნიმუშის აღების ადგილი,

თარიღი, მცენარის განვითარების ფაზა, დაავადების გავრცელების და განვითარების

ინტენსივობა, ნიმუშის შემგროვებლის ან ფერმერის ვინაობა). ლაბორატორიაში

მოტანისას ვახდენდით შეგროვებული ნიმუშების აღრიცხვას კონვერტზე

მითითებული ინფორმაციის შესაბამისად.

დაავადების გავრცელება გამოითვლებოდა შემდეგი ფორმულით:

დაავადების გავრცელება% = დაავადებულ მცენარეთა რიცხვი ყოველ მინდორში /

გამოსაკვლევ მცენარეთა სრულ რიცხვთან X100

2.5. Ralstonia solanacearum - ის გამოყოფა და იდენტიფიკაცია

ბაქტერიული სიდამპლის დიაგნოსტიკის მიზნით მინდვრის პირობებში

ვიყენებდით აპრობირებულ მეთოდს (Shew…1991), რომლის მიხედვით,

ინფიცირებული მცენარის ღეროს გადანაჭერის, წყლიან ჭურჭელში მოთავსებისას
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ადგილი ქონდა ღეროდან ბაქტერიული ექსუდატის გამოდინებას წყალში. ეს

მოვლენა, ნათლად ჩანდა ჩვენი ცდის შემთხვევაშიც (სურათი 3).

სურათი 3. ბაქტერიული ექსუდატების გადმოდინება წყალში დაავადებული

პომიდორის ღეროს გადანაჭერიდან

2.5.1. R. solanacearum-ის იდენტიფიცირება იმუნოდიაგნოსტიკური

ტესტის გამოყენებით

იმუნოდიაგნოსტიკური მეთოდით ბაქტერიული სიდამპლის გამომწვევის

იდენტიფიცირებას ვახდენდით „ჯიბის ტესტის“ (Pocket DiagnosticR) საშუალებით

საველე პირობებში, რომელიც წარმოებულია - დიდ ბრიტანეთში (Forsite Diagnostics,

Sand Hutton, York Yo41 1LZ, UK.; WWW. Forsitediadnostics.com). ტესტის

პროტოკოლის მიხედვით, დაავადებული მცენარის ნაწილებს ვაქუცმაცებთ და

ვყრიდით მზა საექსტრაციო ბუფერის ხსნარში. 5 წთ - ის განმავლობაში, ხელის

სწრაფი მოძრაობით ვახდენდით მექანიკურ ჰომოგენიზაციას და შემდეგ მიღებულ

ჰომოგენურ სითხეს, პიპეტის საშუალებით ვაწვეთებდით სადიაგნოსტიკო

ფირფიტაზე, შედეგების აღრიცხვა ხდებოდა 5-10 წთ.-ის შემდეგ.
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2.5.2. კლასიკური მიკრობიოლოგიური მეთოდებით

დაავადებულ მცენარეთა ქსოვილებიდან, ნიადაგიდან ბაქტერიათა სუფთა

კულტურის გამოყოფა და იდენტიფიცირება ხდებოდა, სტანდარტული

ბაქტერიოლოგიური მეთოდებით: ნახევრად-სელექტიურ არეებზე (კელმანის

ტრიფენოლ ტეტრაზოლიუმის არე - TZC, SMSA და სხვ.) კულტივირებისა და

თანამედროვე საიდენტიფიკაციო ტესტ-სისტემების საშუალებით. ფიტოპათოგენური

ბაქტერია R. solanacearum - ით ინფიცირებული მცენარის ნაწილები (ძარღვოვანი

ქსოვილი) ირეცხებოდა სტერილური წყლით და თავსდებოდა სანაყში. სტერილური

წყლის მცირე რაოდენობის დამატებით ხდებოდა ჰომოგენიზაცია, ან მცენარის

სიმპტომურ ნაწილს ვათავსებდით 100 მლ სტერილურ წყალში, სადაც ვაჩერებდით 5

– 10 წთ, ამდროს ბაქტერიული ექსუდატები გამოედინებოდა წყალში და შემდეგ,

ბაქტერიული მარყუჟით ხდებოდა კულტივირება. მცენარეთა ნაწილებს, რომელთაც

მკვეთრად გამოხატული ჰქონდათ დაავადების სიმპტომები, მაშინ პათოგენის

იზოლირებას ვახდენდით ნახევრად-სელექტიურ არეზე (კელმანის ტრიფენოლ

ტეტრაზოლიუმის არე- TZC), 24-48 სთ-იანი ინკუბაციისას, 280C -ის პირობებში

ხოლო, ლატენტურად ინფიცირებული მცენარეთა მატერიალიდან და ნიადაგიდან

პათოგენის გამოსაყოფად საჭირო იყო მოდიფიცირებული სელექტიური საკვები

ნიადაგი (SMSA). კოლონიები (კელმანის ტრიფენოლ ტეტრაზოლიუმის - TZC და

SMSA არეზე ) იყო, არარეგულარული, ლორწოვანი, თეთრი, ვარდისფერი ცენტრით (

Kelman, 1954).

2.5.3. ჰიპერმგრძნობელობითი რეაქცია

ჰიპერმგრძნობელობით რეაქციის განსაზღვრისათვის, ვატარებდით

ჰიპერმგრძნობელობითი რეაქციის ტესტს. საკვლევი იზოლატების 24სთ-იანი

კულტურებიდან ვამზადებდით სუსპენზიას, და ვახდენდით 1მკლ

ინოკოლიუმის ინექციას თამბაქოს ფოთლის ძარღვოვან ქსოვილში.

კონტროლად ვიყენებდით გამოხდილ წყალს. 24-48სთ - ის შემდეგ მცენარეს
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აღენიშნებოდა საპასუხო რეაქცია, რაც გამოიხატებოდა  მცენარის ქსოვილის

ქლოროზით და ნეკროზის სახით ინექციის ადგილებში (Klement…1964).

2.6. R. solanacearum-ის ბიოქიმიური მახასიათებლების შესწავლა

Ralstonia solanacearum-ის ფენოტიპური მახასიათებლების შესასწავლად

გამოყენებული იყო სხვადასხვა ბიოქიმიური ტესტები.

KOH – ის ტესტი : ბაქტერიოლოგიური მარყუჟით ვიღებდით ბაქტერიის 24სთ–იან

კულტურას და ვაკეთებდით ნაცხს სასაგნე მინაზე. ვაწვეთებდით 3%-იან KOH –ის

წვეთს და ვაკვირდებოდით ლორწოს წარმოქმნას (Suslow... 1982).

ოქსიდაზა ტესტი: ეს ტესტი გამოიყენება, როგორც წესი ფსეუდომონადბის ოჯახის

დიფერენციისათვის სხვა ტიპის ჩხირებისაგან. ვატარებდით R. solanacearum-ის

ახალგაზრდა კულტურაზე. ჩვენს კვლევებში ვიყენებდით „როტიტესტის ოქსიდაზა

სტრიპეპს“ - Rottitest Oxidase strips, მწარმოებელი კომპანია (Rottitest Bio Analaysis; Art-

Nr. 8469.1), ეს არის მზა ტესტერი, რომლის ერთი ბოლო წინასწარ შეიცავს ოქსიდაზა

რეაგენტს (1%-ტეტრა-მეთილ -ფენილ დიამინ დიჰიდროქლორიდი). ბაქტერიული

კულტურა დაგვქონდა ოქსიდაზა ტესტერზე მიკრობიოლოგიური, ერთჯერადი

პლასმასის მარყუჟით და ვაკვრდებოდით 10-60 წამი (Hossain... 2007).

კატალაზა ტესტი: ვატარებდით ახალგაზრდა კულტურებზე (18-24სთ). 3%-იან

წყალბადის ზეჟანგს (H2O2) ვაწვეთებდით სტერილურ მინის სასაგნე დაფაზე,

რომელშიც ბაქტერიული მარყუჟით შეგვქონდა ინიკულიუმი. შევურევდით და

ვაკვირდებოდით ბუშტების წარმოქმნის პროცესს (Schaad, 1980).

გლუკოზის ფერმენტაცია/ოქსიდაცია. ტესტი გამოიყენება აერობულ და ანაერობულ

პირობებში შაქრებიდან მჟავას წარმომქმნელ გრამ-უარყოფითი ბაქტერიების

საიდენტიფიკაციოდ. ჰიუ-ლეივსონის გლუკოზიან ნიადაგის ორ სინჟარაში( pH 7.0-

7.1) ყოველ იზოლატისათვის ჩხვლეტით ვახდენდით ჩათესვას. ერთ სინჯარას

ვუკეთებდით სტერილური მინერალური ზეთის სახურავს, რათა შეგვექმნა

ანაერობული პირობები. დადებითი პასუხის დეტექცია ხდებოდა ფერის
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ცვლილებით მწვანედან ყვითელში, რაც გამოწვეული იყო ნახშირწყლებიდან მჟავის

წარმოქმნით (Hugh, R. and E. Leifson, 1953 ).

„ლევან“ ტესტი - „ლევან“ ანუ პოლიფრუქტოზა არის ექსტრაცელულარული

ბაქტერიული პოლისაქარიდი ( ბეტა - 2,6,-1 დაკავშირებული ფრუქტანთან).

მრავალი ბაქტერია, მათ შორის R. solanacearum -ის, 5% -იან საქაროზის შემცველ

პეპტონიან ნიადაგზე ზრდისას, ექსტრაცელულარული ფერმენტების საშუალებით

საქაროზიდან წარმოქმნიან „ლევან“ -ს, რაც გამოიხატებოდა გამორჩეული,

გუმბათოვანი და მრგვალი კოლონიების წარმოქმნით. „ლევან“ -ის წარმოქმნა

დამახასიათებელია, აგრეთვე ნიადაგის სხვა ბაქტერიებისათვის (Ghaly... 2007).

ტოლერანტობა NACl -ის მიმართ. 1%-იან და 2%-იან NACl-ის შემცველ საკვებ არეში

შეგვქონდა ბაქტერიის ინოკოლიუმი და ვაკვირდებით ზრდას 24 სთ –იანი

ინკუბაციისას 280C –ის პირობებში.

ზრდა 41 0C -ის და 40C -ის ტემპერატურის პირობებში. მიკროორგანიზმი Ralstonia

solanacearum აღნიშნულ ტემპერატურებზე არ იზრდებოდა (Hayward, 1964).

2.6.1. ბიოვარების და რასების დადგენა

ბიოვარების დადგენა ხდება სხვადსხვა ნახშირწყებისა და სპირტების მოხმარების

მიხედვით. ნახევრად მყარ ბაზალურ არეს ვათბობდით წყლის აბაზანაზე 70 ° C, და

ვუმატებდით ნახშირწყლების: ლაქტოზის, მალტოზის, ცელობიოზის, მანიტოლის,

სორბიტოლის და დულციტოლის 10% –იანი ხსნარის 10მლ - ს და ვურევდით

კარგად. თითოეული სატესტო ტუბი შევსებული იყო 5მლ ნიადაგით, რომელიც

ინახებოდა ოთახის ტემპერატურაზე. საკონტროლო სატესტო ტუბებს ემატება 10 მლ

სტერილური დისტილირებული წყალი, ნაცვლად შაქრების ხსნარისა. მზადდებოდა

48 სთ–იან კულტურები და ვახდენდით შეტანას ბაქტერიული მარყუჟით სატესტო

ტუბებში. ვაკვირდებოდით 2, 7 და 14 დღე 280C –ის პირობებში ინკუბაციას.

დადებითი შედეგის შემთხვევაში ინდიკატორი იცვლიდა ფერს (Hayward... 1983).
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2.7. R. solanacearum - ის პათოგენობის შესწავლა

პათოგენობის ტესტები ტარდებოდა სათბურის პირობებში - პომიდორის,

კარტოფილის, წიწაკის ახალგაზრდა მცენარეებზე (როდესაც მცენარე იმყოფება სამი

ჭეშმარიტი ფოთლის ფაზაში). აღნიშნული მცენარეთა ჩითილები ირგვებოდა

სტერილური ნიადაგიან ქოთნებში და შემდეგ ტარდებოდა ინოკულაცია, 24სთ –იანი

კულტურის სუსპენზიის 20 ml–ის ინექციით. სათბურში ინოკულირებული

მცენარეთა დაავადების განვითარებისათვის იქმნებოდა შესაბამისი პირობები 28 ±

4ºC ტემპერატურა, 80- 90% ტენიანობადა ბუნებრივი დღის სინათლე. მცენარეები

ირწყვებოდა ყოველდღე, გარდა ინოკულაციის წინა დღისა პათოგენობას

ვამოწმებდით კოხის პოსტულატების მიხედვით (EU, 1998; Denny & Hayword, 2001).

მცენარეთა ბაქტერიული სიდამპლის სიმპტომებზე დაკვირვებას ვახდენდით

ყოველდღე 21 დღის განმავლობაში. დაავადების ხარისხის შეფასება ხდებოდა

ბალებით ვინსტისა და კელმანის მიერ მოწოდებულ შკალის მიხედვით (Winstead and

Kelman 1952).

დაავადების განვითრების რეიტინგის  გამოსახვა ბალებით:

0=არახასიათებს ლპობის ნიშნები

1=25%დაავადებული

2=50%დაავადებული

3=75%დაავადებული

4= 100% სრულიად დაავადებული

დაავადების ინდექსი (DI) გამოითვლება ინოკულაციიდან 21 დღის

შემდეგ, ფორმულით:

DI= [∑ (ni x vi) ÷( V x N)]100

დაავადების ინდექსი = {(მცენარეთა რიცხვი, რომელიც შეფასებულია, მცენარეთა

დაავადების რეიტინგულ სკალაზე “0”×0) +( მცენარეთა რიცხვი, რომელიც

შეფასებულია, მცენარეთა დაავადების რეიტინგულ სკალაზე “1”×1) + (მცენარეთა

რიცხვი, რომელიც შეფასებულია, მცენარეთა დაავადების რეიტინგულ სკალაზე “2”×

2) + (მცენარეთა რიცხვი, რომელიც შეფასებულია, მცენარეთა დაავადების
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რეიტინგულ სკალაზე “3”×3) + (მცენარეთა რიცხვი, რომელიც შეფასებულია,

მცენარეთა დაავადების რეიტინგულ სკალაზე “4”×4)} / გამოსაკვლევ მცენარეთა სრულ

რიცხვთან *4).

დაავადების ინდექსის მნიშვნელობის საფუძველზე, ბაქტერიული

სიდამპლის მიმართ, ხდებოდა მცენარეთა რეზისტენტობის დონის გამოვლენა.

რომლის მიხედვითაც შტამები იყოფოდა სამ ჯგუფად: H - მაღალვირულენტური,

როცა დავადების ინდექსი = 70-100% -ია;  M - საშუალოდ ვირულენტური,

დაავადების ინდექსი = 41-69% და L - დაბალ ვირულენტური, დაავადების ინდექსი

= 40%

2.8. R. solanacearum-ის შტამების შენახვა სხვადასხვა მეთოდით

მიკროორგანიზმთა შენახვის მთავარი მიზანია, მათი ცოცხლად,

მორფოლოგიური, ფიზიოლოგიური ან გენეტიკური ცვლილებების გარეშე,

შედგომში საკვლევად თუ სასწავლო პროცესში გამოყენების მიზნით. ჩვენს

შემთხვევაში, ფიტოპათოგენური ბაქტერიის R. solanacearum-ის კულტურათა

შენახვა ხდებოდა სხვადასხვა მეთოდებით:

- ოთახის ტემპერატურაზე დისტილირებულ წყალში: ერთეული კოლონიები მყარ

ნიადაგზე მიღებული სუფთა კულტურიდან გადაითესებოდა ზემოთ აღწერილი

მეთოდით(იხ. 2.5.2. თავი) კაზეინ - პეპტონიან აგარზე, შემდგომი 48სთ-იანი

ინკუბაციით 28oC-ზე. შემდეგ, ხდებოდა ბაქტერიული კოლონიების გადატანა 1.5

მლ-იან ეპენდორფის სინჯარებში 1 მლ სტერილურ, დისტილირებულ წყლის

შემცველიობით და ინახებოდა  ოთახის ტემპერატურაზე.

- ხანგრძლივი დროით, ბაქტერიული შტამები ინახებოდა დაცერებულ აგარზე

მინერალური ზეთის ქვეშ ან,  ლიოფილიზებულ მდგომარეობაში.

შტამების სიცოცხლისუნარიანობა, სისუფთავე და სტაბილურობა მოწმდებოდა

შენახვამდე და მის შემდეგ (გარკვეული პერიოდულობით).
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2.9. R. solanacearum-ის ქართული იზოლატების  გენეტიკური

იდენტიფიკაციისათვის გამოყენებული მოლეკულური კვლევის

მეთოდები

ფიტოპათოგენურ ბაქტერიათა ტიპირების მრავალი მოლეკულური მეთოდი

არსებობს, რომლებიც წარმატებით გამოიყენება R. solanacearum - ის

იდენტიფიკაციასა და გენეტიკური მრავალფეროვნების კვლევაში.

მცენარეთა ქსოვილებიდან, ნიადაგიდან, წყლიდან და სხვა საეჭვო,

ინფიცირებული მასალიდან, შესაძლებელია დაავადების გამომწვევი პათოგენის

სწრაფი ტესტირება პოლიმერაზული ჯაჭვური რეაქციით (პჯრ). სავარაუდო

მიკროორგანიზმის იდენტიფიცირება შესაძლებელია, როგორც დაავდებული

ნიმუშიდან გამოყოფილ სუფთა კულტურაში, ისე საწყის მასალაში. გენომის

სრულყოფილად შესწავლისას გამოიყენება სექვენირება.

R. solanacearum-ის გენომის კონკრეტული უბნის იდენტიფიკაციისათვის

გამოიყენებოდა პრაიმერები, რომლებიც სპეციფიკურია გამოსაკვლევი უბნის

მიმართ. ეს მეთოდები შესაძლებელია მოიცავდეს სტანდარტულ ანუ საყოველთაოდ

აღიარებულ სახეობა სპეციფიკურ პოლიმერაზულ ჯაჭვურ რეაქციას (პჯრ-ს) და

პოლიმერაზულ ჯაჭვურ რეაქციას რეალური დროში - Real-time PCR.

2.9.1. R. solanacearum-ის ქართული იზოლატების იდენტიფიკაცია

პოლიმერაზული  ჯაჭვური რეაქციის (პჯრ) მეთოდით

პოლიმერაზული ჯაჭვური რეაქციის (პჯრ) მეთოდი გამოიყენება როგორც

წესი, დაავადების ეპიდემიოლოგიურ კვლევაში. აღნიშნული მეთოდი

რეკომენდებულია ევროპაში 2006/63/CE (amending EC directives 98/57/EC & 95/4/EC) -

მითითების თანახმად. ამ ტესტის მთავარი უპირატესობა არის ხანმოკლე დრო,

რასაც დიდი მნიშვნელობა ენიჭება საკარანტინო ლაბორატორიებში. მეთოდი არის

მაღალ მგრძნობიარე და შესაძლებელია ლატენტურად ინფიცირებული (103 cells ml

1) კარტოფილის ტუბერების იდენტიფიცირება (Seal... 1992). პჯრ ანალიზი მოიცავს
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სამ ეტაპს: დნმ-ის გამოყოფა დაავადებული ნიმუშიდან; დნმ-ის სპეციფიური

ფრაგმენტების ამფლიპიკაცია; ამპლიფიცირებული პროდუქტის აღმოჩენა

(დეტექცია).

R. solanacearum- ის იზოლატებიდან დნმ–ის გამოყოფა ხდებოდა სხვადსხვა

ნაკრებით. დაავადებული ნიმუშის სათანადო დამუშავების შემდეგ უჯრედული

მასალა განიცდიდა ლიზისს, სცილდებოდა ცილოვანი და პოლისაქარიდების

ფრაქციები, ხდებოდა დნმ-ს მიღება, რომელიც თავისუფალი იყო

ინჰიბიტორებისაგან. ბაქტერიის დნმ-ის 16s rRNA გენის უბანის

ამპლიფიკაციისათვის გამოიყენება განსაზღვრული თანმიმდევრობის მქონე

პრაიმერები (OLI1:5’ -GGG GGT AGC TTG CTA CCT GCC – 3’ /Y2:5’ - CCC ACT GCT

GCC TCC CGT AGG AGT -3’), რომელსაც უწოდებენ „უნივერსალურ“ პრაიმერების

წყვილს (Pastrik... 2000). აღნიშნულ სამიზნე უბანით Ralstonia განსხვავდება სხვა

ბაქტერიებისგან, რადგან 16s rRNA გენი არის ძალიან კონსერვაციული. R.

solanacearum -ის ამპლიფიცირებული დნმ-ის ფრაგმენტის ზომა იყო - 288 bp. ჩვენს

კვლევაში პჯრ ანალიზისას გამოყენებული იქნა შემდეგი ოქმი (Seal...1993).

ცხრილი 6

პჯრ-ის სარეაქციო მიქსი

რეაგენტები მოცულო
ბა

საბოლოო
კონცენტრაცია

სტერილური წყალი 17,65 µl

10X PCR ბუფერი (8) (15
mM MgCl2)

2,5 µl 1X (1,5 mM MgCl2)

dNTP mix (20 mM) 0,25 µl 0,2 mM

პრაიმერი OLI-1 (20 µM) 1,25 µl 1µM

პრაიმერი Y-2 (20 µM) 1,25 µl 1µM

Taq პოლიმერაზა
(5U/µl) (8)

0,1 µl 0,5 U

ნიმუშის მოცულობა 2,0 µl

საერთო მოცულობა 25 µl
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ცხრილი 7

პჯრ -ის მიმდინარეობის პირობები თერმოციკლერში ( TC-412; TECHNE).

1 ციკლი (i) 2 წუთი 96 °C (სამიზნე DNA -ის
დენატურაცია)

35 ციკლი (ii) 20 სეკუნდი at 94 °C ((სამიზნე DNA -ის
დენატურაცია)

(iii) 20 სეკუნდი 68 °C (პრაიმერების
ანელინგი)

(iv) 30 სეკუნდი 72 °C (გაორმაგება)

1 ციკლი (v) 10 minutes at 72 °C

(vi) hold at 4 °C.

ამპლიფიკაციის შედეგად მიღებული პროდუქტების ვიზუალიზაციას ახდენენ

აგაროზის გელზე - ელექტროფორეზის მეთოდით. 1.5%-იან აგაროზის გელს ემატება

0.5მგ/მლ ეთიდიუმ ბრომიდის ხსნარი.

P.S. თერმოციკლერის სხვა მოდელის გამოყენების შემთხვევაში შესაძლებელია (ii),

(iii) და (iv) პუნქტების ცვლილება.

2.9.2. R. solanacearum-ის ქართული იზოლატების იდენტიფიკაცია

რეალური დროის პოლიმერაზული ჯაჭვური რეაქციის- (Real-time PCR)

TaqMan® მეთოდით

რეალურ დროში პოლიმერაზული ჯაჭვური რექციის (Real-time PCR)

პრინციპული სხვაობა სტანდარტულ პჯრ-სგან არის ის, რომ ამ შემთხვევაში,

შესაძლებელია ამპლიფიკაციის პროდუქტის რაოდენობრივი რეგისტრაცია,

ამპლიფიკაციის მიმდინარეობის დროს. ამპლიკონების დაგროვების კინეტიკა

დამოკიდებულია საკვლევი მატრიცის ასლების რაოდენობაზე. ამგვარად,
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შესაძლებელია საკვლევი დნმ-სა და რნმ-ს რაოდენობრივი განსაზღვრა (ძნელაძე,

2011; გვ. 30-40).

Real-time PCR შეიძლება გამოვიყენოთ, როგორც რაოდენობრივი, ისე

ხარისხობრივი შეფასებისათვის (Oberst... 1998). ეს მეთოდი განსაკუთრებით

მნიშვნელოვანია მცენარეთა ბაქტერიული პათოგენების შტამების გამოსავლენად

(Weller... 2000).

Real-time PCR - ის რამოდენიმე განსხვავებული მეთოდი არსებობს. ზოგადად

გამოიყენება TaqMan® - ის მეთოდი, რომელიც დაფუძნებულია ფერმენტ პოლიმერაზა

5’-ენდონუკლეაზურ აქტივობაზე. სარეაქციო არეს ემატება დნმ-ზონდი, რომლის

შემადგენლობაში შედის ფლუორესცენტული საღებავი და ე.წ. ფლურესცენციის

ჩამქრობი. ფლურესცენტული საღებავი დაკავშირებულია 5’ ბოლოსთან, ხოლო

ჩამქრობი 3’ ბოლოსთან. 3’ ბოლო ასევე შეიცავს ფოსფატურ ჯგუფს. ზონდი

უკავშირდება მატრიცულ ნუკლეინის მჟავას კომპლემენტარობის პრინციპით.

ჩამქრობი შთანთქავს ფლურესცენტული საღებავის გამოსხივებას, ხოლო 3’

ფოსფატური ჯგუფი აბლოკირებს პოლიმერაზას. რაც მეტი ამპლიფიკაციის

პროდუქტი წარმოიქმნება პჯრ-ს მიმდინარეობისას, მით მეტი ზონდი

დაუკავშირდება წარმოქმნილ ამპლიკონებს. ელონგაციის სტადიაზე ფერმენტ

პოლიმერაზით ხდება დნმ- ის კომპლემენტარული ჯაჭვის დაგრძელება. ფერმენტის

ზონდთან მიახლოვების შემდეგ იწყება ზონდის დაშლა 5’ ნუკლეაზური

აქტივობით. ამგვარად, ხდება ფლორესცენტული საღებავისა და ჩამქრობის დაცილება,

რაც იწვევს ნათების მომატებას. ნათების რეგისტრაცია ხდება რეალური დროის

ამპლიფიკატორით. რაც მეტი ამპლიკონი წარმოიქმნება, მით მეტი გამოსხივების

რეგისტრაცია მოხდება (ძნელაძე, 2011; გვ. 38-41).

Real-time PCR სტანდარტულ პჯრ-თან შედარებით არის უფრო მეტად

სპეციფიკური და მგრძნობიარე, ამპლიკონის ზომა კი უფრო მცირეა ვიდრე

სტანდარტულ პჯრ-ის დროს. ამასთანავე, ერთი დღეში შესაძლებელია მრავალი

ნიმუშის შესწავლა და გაანალიზება ერთდროულად (Markey ... et al., 2007;

Thammakijawat .... 2006;  Ji...  2007; Swanson ...  2007; Ozakman & Schaad, 2003).
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ქართული იზოლატების დიაგნოსტირება მოვახდინეთ   რეალური დროის პჯრ

-ით, კერძოდ TaqMan® -ის მეთოდის გამოყენებით ( Weller... 2000).

ექსპერიმენტები განვახორციელეთ „ABI Prism” (Applied Biosystems”) მიერ

წარმოებული ტექნიკით. ნიმუშების გასაანალიზებლად ვიყენებდით 96-ფოსოიანი,

ოპტიკურ სარეაქციო ფირფიტას, მისივე ოპტიკური ხუფით. ცხრილი 8 -ში

წარმოდგენილია ცდაში გამოყენებული პრაიმერების ნუკლეოტიდური

თანმიმდევრობა.

ცხრილი 8

TaqMan®-ის ცდაში გამოყენებული დნმ-ის ზონდი და პრაიმერები

პრაიმერები/დნმ-
ის ზონდი

ნუკლეოტიდური მონაკვეთი (5'-3') საღებ
ავი

სამიზნე

RS-F1 GCATGCCTTACACATGCAAGTC FAM R.
solanacearum

RS-R1 GGCACGTTCCGATGTATTACTCA FAM

RS-P1 AGCTTGCTACCTGCCGGCGAGTG FAM

B2-F1 TGGCGCACTGCACTCAAC FAM R.
solanacearum
რასა 3
ბიოვარი 2A

B2-R1 AATCACATGCAATTCGCCTACG FAM

B2-P2 TTCAAGCCGAACACCTGCTGCAAG VIC

5'- ტერმინალურ ბოლოსთან მონიშნულია ნუკლეოტიდი FAM (6-

კარბოქსიფლუორესცინი) ფლუორესცენცირებადი საღებავით, 3'-ტერმინალურ

ბოლოსთან კი TAMRA (ტეტრამეთილ კარბოქსიიოდამინი) ჩამქრობით.

სარეაქციო ნარევის საერთო მოცულობა შეადგენდა 25მკლ-ს. რეაქციის

შემადგენელი კომპონენტების კონცენტრაციები და მოცულობები წარმოდგენილია

ცხრილი 9 - ში.
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ცხრილი 9
ცდაში გამოყენებული სარეაქციო კომპონენტები

კომპონენტები კონცენტრაციები მოცულობა
(µl)

ბუფერი 10X 2.5

dATP 200 nM 0.5

dCTP 200 nM 0.5

dGTP 200 nM 0.5

dUTP 400 nM 0.5

AmpliTaq Gold
DNA polymerase3

5 U/µl 0.125

Mgl2 100mM 3,5

Primer-F 300 nM 0.75

Primer-R 300 nM 0.24
Probe-P2 0.5

Template 60 μg/μl 1

Sterile distilled
water

13,875

Total volume 25

ამპლიფიკაცია მიმდინარეობდა პროგარამირებად „ABI Prism” (Applied Biosystems”)-ის

თერმოციკლერში (ცხრილი 10).

ცხრილი 10

TaqMan® ცდის პროგრამათა ციკლი

საფეხური ტემპერატურა დრო

საფეხური 1 50oC 2 min
საფეხური2 95oC 10 min
საფეხური3 95oC 10 s
საფეხური4 65o C 8 min
საფეხური5 60o C 1 min
საფეხური6 3, 4 და 5 საფეხურები მოიცავს

40 ციკლს
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ყოველი ნიმუშისათვის, ფლუორესცენციული გამოსხივების ინტენსივობა

იზომებოდა „ABI Prism” (Applied Biosystems”) 7500 სექვენსის დეტექტორული

სისტემის საშუალებით. სექვენსის აღმოჩენის პროგრამა უზრუნველყოფდა

მონაცემთა შეგროვებას და გაანალიზებას. ფლუორესცენციის ინტენსივობა (Rn)

ნორმალიზირდებოდა თითოეული რეაქციისათვის. დადებითი სიგნალის

შემთხვევაში, მატულობდა ფლუორესცენცირების ინტენსივობა (ΔRn) და

სტატისტიკურად იზრდებოდა ამპლიფიკაციის მაჩვენებელი მრუდი, რომელიც

კომპიუტერული პროგრამის უზრუნველყოფით აისახებოდა ეკრანზე, პჯრ-ის

მიმდინარეობის პარალელურად. ნიმუშები, რომელთა ფლუორესცენცირების

ინტენსივობა ΔRn აღემატება 0.3 მიიჩნეოდა დადებითად.

2.10. სექვენირებაზე  დაფუძნებული მეთოდები

დღეისათვის დნმ-ის სრული გენომის სექვენირებისათვის ახალი თაობის

რამდენიმე განსხვავებული ტექნოლოგია გამოიყენება.

დნმ-ის თანმიმდევრობის დასადგენად გამოიყენება Illumina ტექნიკა.

სექვენირების  ქიმიური კონცეფცია შემუშავებული იქნა ბრუნო კანარისა და სიმონ

სარფიას მიერ  პარიზის პასტერის ინსტიტუტში (Canard, 13 Oct 1994), რომელიც

მოძიებული იქნა 2016 წელს, ხოლო სექვენირების თეორია შეიმუშავეს შანკარ

ბალასუბრამანიანმა და დავით კლენერმანმა კემბრიჯის უნივერსიტეტში

http://technology. illumina.com /technology/next-generation-sequencing/solexa. მეთოდი

შეიძლება გამოყენებული იქნას მეტაგენომის, მთელი გენომის თანმიმდევრობის

ანალიზისთვის,  პატარა რნმ აღმოჩენასა და მეთილირების პროფილირებისათვის,

აგრეთვე გენომის მაშტაბით ცილის ნუკლეინის მჟავის ურთიერთქმედების

ანალიზისთვის. თუმცა, Illumina სექვენატორის წაკითხვის სიგრძე არ არის ძალიან

დიდი (Morozova, 2008). HiSeq ტიპის სექვენატორის საშუალებით კი შეიძლება

დაახლოებით 90 bp წონის ფრაგმენტის სიგრძის წაკითხვა (Feng...2015).



56

Illumina სექვენირების მთელი პროცესი პატარა ზომის ჩიპზე მიმდინარეობს,

რომლის მყარ სუბსტრატზე დნმ-ზონდებია მიმაგრებული. თავდაპირველად დნმ-ის

ფრაგმენტირებული მოლეკულები სწორედ ამ ზონდებს უკავშირდებიან და

ხიდაკების წარმოქმნით ამპლიფიცირდებიან ისე, რომ კლონური ფრაგმენტების

ლოკალურ კოლონიებს ქმნიან. შემდეგ ეტაპზე სარეაქციო არეს ემატება პრაიმერი და

ოთხი განსხვავებული შექცევადი ფლუორესცენტული ტერმინატორული

ნუკლეოტიდი (A, C, T, G). ციკლის დასრულების შემდეგ ზედმეტი ნუკლეოტიდები

გამოირეცხება. ლაზერული კამერა აფიქსირებს ახალ მიმაგრებული ნუკლეოტიდის

ფლუორესცენტული ზონდის ნათებას. ყოველი ციკლის შემდეგ დნმ მატრიცაზე

მხოლოდ ერთი ნუკლეოტიდური ფუძის მიმატება ხდება. ყოველი ციკლის წინ 3’

ბოლოზე მიმაგრებული ფლუორესცენტული ზონდები ქიმიური დამუშავებით

შორდება და ახალი ნუკლეოტიდის მიერთების საშუალებას იძლევა. პროცესი

გრძელდება მანამ, სანამ დნმ-ის მონაკვეთი სრულად არ წაიკითხება. რეაქციის

ბოლოს ასობით მილიონი წაკითხული თანმიმდევრობა სპეციალური კომპიტერული

პროგრამებით მუშავდება და ხდება საბოლოო სრული ჯაჭვის აწყობა, რომელიც

ასობით ურთიერთგადაფარვადი ფრაგმენტების ანალიზის შედეგია. გარდა სრული

გენომის სექვენირებისა, Illumina ტექნოლოგია ხშირად გამოიყენება ისეთი რთული

გენომური უბნების წასაკითხად, როგორიცაა ჰომოპოლიმერები და განმეორებადი

თანმიმდევრობები. რაკი ყოველი ციკლის განმავლობაში ოთხივე ნუკლეოტიდია

წარმოდგენილი, ამგვარი ბუნებრივი კონკურენცია ამცირებს შეცდომების

ალბათობას. ხოლო თითო-თითო ნუკლეოტიდის წაკითხვის შედეგად მიღებული

თანმიმდევრობა უშეცდომო და სარწმუნო მონაცემების გარანტი

http://www.illumina.com/.

2.10.1. ენდოგლუკონაზას გენის სექვენირება

ფილოგენეტიკური კვლევის საფუძველია როგორც ერთი რომელიმე გენის

ასევე მთელი გენომის სეკვენსი, რომელიც გამოყენებულ იქნა მოცემულ კვლევაში
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R. solanacearum შტამებს შორის, გენეტიკურ მრავალფეროვნების დადგენის მიზნით.

ენდოგლუკონაზა გენის სექვენირება ხდება დაახლოებით 750 ფუძის დონეზე (Fegan

and Prior, 2006). ეს არის ტიპიური მეთოდი, რომელიც შეიძლება წარმატებულად

იქნეს გამოყენებული R. solanacearum-ის შტამებს შორის  ფილოგენეტიკური კავშირის

შესასწავლად.

ენდოგლუკონაზა გენის იდენტიფიკაციისათვის გამოვიყენეთ პრაიმერების

წყვილი Endo–F (5’-ATGCATGCCGCTGGTCGCCGC-3’) და Endo-R (5’-

GCGTTGCCCGGCACGAACACC-3’). რეაქციის საერთო მოცულობა 50 მკლ -ს

შეადგენდა (Fegan and Prior 2006). რეაქციის შემადგენელი კომპონენტების

კონცენტრაციები და მოცულობები წარმოდგენილია ცხრილი 11- ში.

ცხრილი 11

ცდაში გამოყენებული რეაქციის კომპონენტები

კომპონენტები კონცენტრაციები მოცულობა
(µl)

Sterile distilled water 33.3

Buffer 5X 5

Mgl2 1.5mM 3

DNTPs 200 nM 4

AmpliTaq Gold DNA
polymerase3

1 U/µl 0.2

Primer-F 300 nM 1.25

Primer-R 300 nM 1.25

Template 60 μg/μl 2

Total volume 48

პოლიმერაზულ ჯაჭვურ რეაქციას ვატარებდით პროგრამირებად

თერმოციკლერში - PLH/867. ამპლიფიცირებული პროდუქტების აღრიცხვას

ვახდენდით 1,5 % აგაროზის გელზე ტრანსილუმინატორის საშუალებით. მიქსის
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ნაწილს ვტოვებდით ეპენდორფის პჯრ ტუბებში, რომელიც გამოიყენება Egl –გენის

სექვენირებისათვის.

ცხრილი 12

Egl გენის აღმოჩენის პროგრამათა ციკლი

საფეხური ტემპერატუ
რა

დრო

დენატურაცია 96oC 9 min

1 საფეხური 95oC 1 min

2 საფეხური 70oC 1 min

3 საფეხური 72o C 2 min

4 საფეხური 72o C 10 min

30 ციკლი

პლასტიკის ტუბებში  დარჩენილი მიქსის გასუფთავებას ვახდენდით QIAquickR PCR

Purification Kit-ის მეთოდით. სექვენირებული უბნების მონაცემთა გასაანალიზებლად

გამოყენებული იყო ფილოგენეტიკური მიდგომა, რომელსაც უზრუნველყოფს

“MEGA” პროგრამა. ფილოგენეტიკური ხეები აგებულია გენეტიკურად დაშორებული

წევრებისგან UPGMA გამოთვლითი მეთოდის გამოყენებით. მონაცმები

სტატისტიკურად დამუშავდა მაქსიმალური ალბათობის FastDNAML პროგრამით.

2.10.2. R. solanacearum - ის სრული გენომის სექვენირება

Ralstonia solanacearum - ის სრული გენომის სექვენირება განხორციელდა Illumina

MiSeq-ის სექვენატორის გამოყენებით. Illumina სექვენატორის “Illumina Sequencing

Workflow“ სამუშაო პლატფორმა, ითვალისწინებს მთელ რიგ პროცედურებს: 1.
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ნიმუშების გამოყოფა და ხარისხის კონტროლი, 2. ფრაგმენტაცია, 3. დნმ-ის

ფრაგმენტების ბოლოების ინდექსირება და გასუფთავება, 4. პჯრ ამპლიფიკაცია; 5.

დნმ ბიბლიოთეკების ხარისხობრივი და რაოდენობრივი კონტროლი და სექვენირება.

პირველ ეტაპზე ხდება, საკვლევი დნმ-ის ხარისხის კონტროლი. გენომური

ბიბლიოთეკების რაოდენობრივი განსაზღვეისათვის გამოყენებული იყო Qubit 2.0

ფლუორომეტრი (Qbit  2.0  Fluorometer – Life Technologies). ცდაში გამოიყენება Qubit-

ის 0,5მლ-იანი ტუბები (500, Invitrogen Cat. No. Q32856). პროტოკოლის თანახმად დნმ-

ის კონცენტრაციის განსაზღვრას ესაჭიროება ორი Qubit-ის ტუბი - ერთი

სტანდარტისათვის და თითო Qubit-ის ტუბი ნიმუშისათვის. სამუშაო ხსნარი

მზადდება შემდეგი განზავებით 1:200, Quant-iT რეაგენტი /Quant-iT ბუფერში.

ნუკლეოტიდური ფრაგმენტების შეკვეცისთვის გამოიყენებოდა Covaris M220

ულტრასონიკატორი (Covaris,Inc.). ეს არის „Covaris“ ხელსაწყო რომელიც,

დაკავშირებულია კომპიუტრთან. იმის მიხედვით, თუ რა სიგრძის ნუკლეოტიდური

ფრაგმენტების მიღება გვსურს  ჩვენი საკვლევი დნმ-ის ნიმუშიდან, Sonolab-ის

კომპიუტერულ პროგრამის საშუალებით ხდება განსაზღვრული მეთოდის არჩევა.

შემდგომ ფრაგმენტაციის შედეგების გაანალიზება ხდება ბიოანალიზატორით

(BioAnalyzer 2100-ით Agilent ტექნოლოგიები, Inc.). რომელიც გამოიყენება პჯრ -ით

გამდიდრებული გენომური ფრაგმენტების ბიბლიოთეკების ზუსტი ზომებისა და

ხარისხის გადასამოწმებლად, ამისათვის საჭიროა დნმ 1000-იანი ჩიპი. გენომური

ბიბლიოთეკები მომზადდება, როგორც ინდექსირებული, მოკლეჩანართით

დაწყვილებულბოლოებიანი ბიბლიოთეკები, რომელიც შემდგომ გამოიყენება

კლასტერების შექმნისა და დნმ-ის სექვენირებისათვის. ანალიზისათვის გამოიყენაბა

Illumina TruSeq-ის მიერ მოწოდებული რეაგენტები და დნმ  ნიმუშის მომზადების

ნაკრები. ცნობილია რომ, TruSeq-ის დნმ-ის ნიმუშების მომზადების Kit v2 Set A

შეიცავს 12 ინდექსს, ხოლო TruSeq დნმ ნიმუშის  მომზადების Kit v2 Set B შეიცავს

განსხვავებულ 12 ინდექსს. შემდეგ Illumina TruSeq - ის დნმ ნიმუშს ემატება

ადაპტერი უბანი და მთავრდება დნმ ფრაგმენტების ბიბლიოთეკების გენერირება.

სექვენირდება მიმდინარეობს Ilumina Miseq პლატფორმაზე (Illumina, Inc.)

თითოეული გაშიფრული ნიმუშის მითითებები წარმოდგენილია fastq ფაილის
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სახით. ბაქტერიული გენომის სექვენირებული ნიმუში ექსპორტირდება და შემდგომი

გაანალიზება ექვემდებარება CLC Bio კომპიუტერულ პროგრამას (CLC Bio, Aarhus,

Denmark; de novo assembly).

2.11. ბაქტერიოფაგები

2.11.1. ბაქტერიული  ვირუსების გამოყოფის, გამრავლების და

კონცენტრირების, ბაქტერიოფაგების ბიოლოგიური თვისებების

შესწავლის მეთოდები

გამდიდრების სტანდარტული მეთოდით გაფილტრულ წყლის სინჯს ვუმატებდით

კონცენტრირებულ ბულიონს და ბაქტერიული კულტურის ნარევს, პროპორციით

10:1:1 და ვათავსებდით თერმოსტატში 18-24სთ 29ºC - ზე. 5000 ბრ/წთ

ცენტრიფუგირების შემდეგ სუსპენზიას ვფილტრავდით 0,2 მკმ ზომის ფილტრში და

ვაწვეთებდით ინდიკატორი ბაქტერიის გაზონზე. ფაგის ლიზისური ზონების

გამოსავლენად ფინჯნებს ვამოწმებდით 18-24 საათში (Funke... 1998); Karumidze...

2012).

კულტურათა სუპერნატანტებიდან (ფისკას მეთოდი) ბულიონში გაზრდილ

კულტურებს ვაძველებდით 48-72 საათის განმავლობაში. ვაცენტრიფუგირებდით

5000 ბრ/წთ სიჩქარეზე. სუპერნატანტებს ვაწვეთებდით ინდიკატორი ბაქტერიის

გაზონზე. ლიზისურ ზონებს ვნახულობდით 18-24 საათის შემდეგ.

ფაგის ზუსტი ტიტრის დადგენას ტესტ-შტამზე ვახენდით ორშრიანი აგარის

მეთოდით (Gratia, 1936; Gabrilovich, 1973; Adams , 1961)

ფაგების სუფთა ხაზების მისაღებად ვიყენებდით ორშრიანი აგარის მეთოდს,

რისთვისაც თანმიმდევრული პასაჟებით ვახდენდით მორფოლოგიურად

ერთგვაროვანი კოლონიებიდან 5-10 კოლონიის შერჩევას.
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ფაგის ნეგატიური კოლონიის ფორმას ვადგენდით სტანდარტული შემადგენლობის

ნიადაგზე (CPG ნიადაგი) ერთი და იგივე ტესტ-ბაქტერიების გამოყენებით ორშრიანი

აგარის მეთოდის საშუალებით. ნეგატიური კოლონიების ანალიზს ვახდენდით მათი

ფორმირების დამთავრების შემდეგ (18-24სთ).

ფაგების ლიზისური სპექტრის საორიენტაციო განსაზღვრას ვაწარმოებდით მყარ

საკვებ არეზე spot testis საშუალებით (Tediashvili... 1979); (Clockie... 2009). საცდელი

ფაგის სამუშაო ტიტრი შეადგენდა 1x108ნაწ/მლ. ფაგის სუსპენზიის წვეთები

დაგვქონდა 4სთ-იანი ბულიონიანი კულტურის გამშრალ ზოლზე და 280C-ზე 4-12

სთ ინკუბაციის შემდეგ აღვრიცხავდით შედეგებს.

ფაგების ლიზისის სტაბილობის განსაზღვრას ვახდენდით თხიერ არეში აპელმანის

მეთოდის გამოყენებით. 4,5 მლ CPG ბულიონის შემცველ სინჯარებში ვამზადებდით

საკვლევი ბაქტერიოფაგის 0,2 მკმ-იან მემბრანულ ფილტრში გატარებული

სუსპენზიის განზავებებს ისე, რომ ფაგური ნაწილაკების რაოდენობა პირველი

სინჯარიდან ბოლო სინჯარისკენ თანმიმდევრობით შემცირებულიყო 108ნაწ/მლ -

101ნაწ/მლ. თითეულ სინჯარაში შეგვქონდა ექსპონენციალურ ფაზაში მყოფი

ბაქტერიული კულტურის სუსპენზია საბოლოო კონცენტრაციით საშუალოდ 1-2

108უჯრ/მლ. და ვახდენდით ინკუბაციას 280C-ზე 4-6-24-48 საათის განმავლობაში.

საკვლევი ფაგის ლიზისის სტაბილობის მახასიათებლად აღვრიცხავდით ინკუბაციის

დროს და იმ ბოლო განზავებას, რომელ სინჯარაშიც არ აღინიშნებოდა ბაქტერიული

კულტურის ზრდა.

ფაგის ვირიონის მორფოლოგიას ვსწავლობდით ელექტრონული მიკროსკოპის

საშუალებით. პრეპარატებს ვამზადებდით ნეგატიური კონსტრასტირების მეთოდით

ურანილაცეტაცის 2%-იანი წყლიანი ხსნარის გამოყენებით. ფაგის ბაქტერიის

სუსპენზია ან კონცენტრატი დაგვქონდა საკონტრასტო ნიმუშებთან ერთად

კოლოდიუმის აპკებზე – ბადეებზე. სტრუქტურულ კვლევას ვაწარმოებდით IEM-

1200CX (Jeol, იაპონია) და ელექტრონული მიკროსკოპის საშუალებით.

ბაქტერიოფაგების კონცენტრატს მყარ არეზე ვღებულობდით სტანდარტული

მეთოდით, რომელიც გულისხმობს თხელი აგარის ფენაში მაღალი სიმკვრივის

ბაქტერიული სუსპენზიის ფაგოლიზისს და მინიმალური მოცულობის თხევად არეში
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ფაგის შემდგომ ექსტრაგირებას. ფაგურ კონცენტრანტს ვამზადებდით საშუალოდ 25

ფინჯანზე: 0,7% აგარიან საკვებ ნიადაგში (CPG) შეგვქონდა ბაქტერიები 1-

5X108უჯ/მლ და ბაქტერიოფაგები 1X105ნაწ/მლ საბოლოო კონცენტრაციით.

ინკუბაციას ვახდენდით 280C-ზე 18-24 სთ, ვხსნიდით აგარის ზედა ფენას

შპადელით, ვაცენტრიფუგირებდით 5000 ბრ/წთ 30 წთ და ვამოწმებდით ტიტრს

გრაციას მეთოდით. მიღებული ფაგოლიზატის ტიტრი სახვასხვა ფაგებისათვის

განსახვავდებოდა - შეადგენდა 1-5X1010-1-5X1011ნაწ/მლ.

კონცენტრირებისა და ბაქტერიოფაგის შემდგომი გაწმენდის მიზნით ვახდენდით

დიფერენციალურ ცენტრიფუგირებას 20000ბრ/წთ (35000g) +40C-ზე, 1,5-3სთ-ის

განმავლობაში, (ცენტრიფუგა Bekman Allegra 64R). პრეპარატის საწყისი

მოცულობიდან გამომდინარე ნალექს ვხსნიდით საშუალოდ 20-ჯერ ნაკლები

მოცულობის ბუფერულ ხსნარში 1 SSC (pH 7,0) ან PBS (pH 7,2), ვდგამდით მაგნიტურ

სარეველაზე +40C-ზე3-4 სთ-ის განმავლობაში და შემდეგ ვაცენტრიფუგირებდით

3500-4000g-ზე 20 წუთს, ბაქტერიული ნარჩენების მოცილების მიზნით. ფაგური

პრეპაპრატის ტიტრს ვსაზღვრავდით ორშრიანი მეთოდით.

2.14. მცენარეთა ექსტრატების  ანტიმიკრობული მგრძნობელობის

განსაზღვრა

In vitro პირობებში მცენარეთა ექსტრაქტების ანტიმიკრობული

მგრძნობელობის განსაზღვრისათვის გამოყენებულ იქნა დისკ-დიფუზიის მეთოდი

(Aboul-Enein... 2011). მგრძნობელობის მაჩვენებლები გამოითვალა „ანტიბიოტიკების

მგრძნობელობის ტესტის ევროპული კომიტეტის’’ (European Committee on

Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) დებულების შესაბამისად, რომლის

მიხედვითაც, შტამი ითვლება რეზისტენტულად თუ ინჰიბიტორული ზონის

დიამეტრი არის <17მმ და მგრძნობიარედ თუ დიამეტრი არის ≥ 22მმ.

http://www.eucast.org/. ტესტ - კულტურების მოსამზადებლად ვიყენებდით

ორშრიანი აგარის მეთოდს (Gratia, 1936; Gabrilovich, 1973; Adams , 1961). კერძოდ
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ბულიონიანი კულტურის 0,2მკლ ვამატებთ 4.5 მლ 0.7 % ნახევრად თხიერ

აგარს და ვასხამთ წინასწარ მომზადებულ კაზეინ - პეპტონინ აგარის

შემცველ ფინჯანზე. გამყარების შემდეგ ვაწვეთებთ საკვლევი ექსტრაქტის 10 μl -ს

(Dudonne... 2011). ცდას ვაწარმოებდით, თითო მცენარისათვის სამჯერადი

გამეორებით და ერთი კონტროლის (ვიყენებდით სტერილურ წყალს ექსტრაქტის

მაგივრად) გათვალისწინებით. გამოსაკვლევ პეტრის ფინჯნებს ვათავსებდით 280C -

ის პირობებში, დაკვირვებას ვაწარმოებდით 24-48 სთ-ის განმავლობაში.

ექსტრაქტების მიღება ხდებოდა ფოთლის კარგად დასრესილი მასალიდან

გამოწურვით. ახლად დაკრეფილი გამოსაკვლევ მცენარეთა ფოთლების 100გრ-ს

ვასუფთავებდით დისტილირებული და სტერილური წყლით, კარგად

ვაქუცმაცებდით სტერილური მაკრატლით და ვსრესდით მექანიკურ როდინში,

100მლ  სტერილური წყლის დამატებით. შემდგომ ვახდენდით ცენტრიფუგირებას

(5000 ბრუნი/წთ) 10 წთ-ის განმავლობაში და სუპერნატანტს ვიყენებდით ჩვენს

კვლევაში.

2.13. ექსპერიმენტული მონაცემების სტატისტიკურად დამუშავება

ექსპერიმენტულ მონაცემებს სტატისტიკურად ვამუშავებდით

კომპიუტერული პროგრამა (Graphpad prisma 6) -ის დახმარებით. ორფაქტორიანო

ANOVA - მეთოდის მრავალჯერადი ტესტის გამოყენებით (P ≤ 0.05), ხოლო

სექვენირებისას მიღებულ მონაცემების სტატისტიკურ ანალიზისათვის ვიყენებდით

ბიოინფორმატიკული პროგრამა CLC Bioworkbanch v8.1.-ის და კომპიუტერული

პროგრამა MEGA6 (Tamura,  2013). პროცენტული მაჩვენებლების სანდოობის

კოეფიციენტი გამოთვლილი იქნა  ურბახის მეთოდით m±√( (P(100-P))/n) სადაც P-

პროცენტი, n- საანალიზოდ აღებული ნიმუშების რაოდენობა (Урбах, 1975).
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თავი 3. შედეგები

3.1. Ralstonia solanacearum - ით გამოწვეული მცენარეთა ბაქტერიული

დაავადებების გავრცელება საქართველოში

საქართველოში Ralstonia solanacearum - ის გავრცელების დასადგენად და

მასპინძელი მცენარეების გამოვლენის მიზნით 2011-2015 წლებში მონიტორინგი

განვახორციელეთ, სხვადსხვა გეოგრაფიულ ზონაში, მარშრუტული გამოკვლევების

გზით. შევისწავლეთ კარტოფილის, პომიდორის და წიწაკის საკარმიდამო და

ფერმერულ მეურნეობებში გაშენებული ნათესები (როგორც ღია, ასევე დახურული

გრუნტის პირობებში), ინფიცირებულ მცენარეთა გამოსავლენად. ასევე, კვლევა

ჩავატარეთ ბათუმის ბოტანიკური ბაღის ტერიტორიაზე, რადგან ცნობილია, რომ R.

solanacearum აავადებს მრავალ დეკორატიულ მცენარეს (Belén...2010).

საქართველოს 12 სხვადასხვა რეგიონში მურა სიდამპლის გავრცელების

დადგენის მიზნით განხორციელებულმა კვლევებმა აჩვენა, რომ ბაქტერიული

სიდამპლე არის გავრცელებული სხვადასხვა აგრო ეკოლოგიურ ზონაში

განსხვავებული ინტენსივობით, როგორიცაა (ახალციხე, ზღვის დონიდან - 1200მ-ზე

ხულო - 923მ-ზე; ქობულეთი - 10მ-ზე).

კოლხეთის დაბლობზე გამოვიკვლიეთ ქობულეთის, გვარის, ხუცუბანის,

ციხისძირის, ბობოყვათის საკარმიდამო ნაკვეთები, სადაც დადგინდა, რომ

მცენარეთა (პომიდორი, კარტოფილი, წიწაკა, ბადრიჯანი) ბაქტერიოზები 48,54% -ით

იყო გავრცელებული. განსაკუთრებით მაღალი იყო კარტოფილის მურა სიდამპლის

შემთხვევები სოფელ გვარაში და ქობულეთში, (შესაბამისად - 83,33%; და 71,42%),

(იხილეთ დანართი 3). ბაქტერიული სიდამპლით დაავადებული იყო

ძაღლყურძენასებრთა ოჯახის სხვა წარმომადგენლებიც: პომიდორი, წიწაკა,

ბადრიჯანი და დეკორატიული მცენარეები- Steritzia spp. და Pelargonium zonale.

პომიდორის ბაქტერიული ჭკნობის შემთხვევები დაფიქსირდა, როგორც ღია

გრუნტში გაშენებულ საკარმიდამო ნაკვეთებზე, ასევე სასათბურე მეურნეობებში,

სადაც დაავადება გავრცელებული იყო მცენარეთა 50% ზე. წიწაკისა და ბადრიჯნის

დაავადების შემთხვევები ქობულეთის საკარმიდამო ნაკვეთებზე  შესაბამისად, 33,3%

და 16,6% - ით გამოვლინდა (დიაგრამა1).
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დიაგრამა 1. ქობულეთის რაიონში Ralstonia solanacearum -ის გავრცელების

ინტენსივობა

შეგვიძლია ვივარაუდოთ, რომ დაავადების მასობრივ გავრცელებას ხელი

შეუწყო სარწყავი წყლების ინფიცირებამ. გარდა ამისა, ადგილობრივი კლიმატი -

სუბტროპიკული, თბილი და ტენიანი ჰავა, წარმოადგენს ერთ-ერთ ხელშემწყობ

ფაქტორს პათოგენის სასიცოცხლო ციკლისთვის (Ji... 2005), რაც აისახება დაავადების

პროგრესულად განვითარებაში.

ბათუმის ბოტანიკური ბაღში განხორციელებულმა მონიტორინგმა

გამოავლინა, რომ R. solanacearum -ით გამოწვეული ბაქტერიული სიდამპლით

დაავადებული იყო დეკორატიული მცენარე strelizia spp., რომლის პოპულაციში

დაავადების გავრცელების ინტენსივობა 26,6 % -ს შეადგენდა. ბაქტერია R.

solanacearum -ით გამოწვეული strelizia spp. - ს ბაქტერიოზები, არა ერთ მეცნიერთა

შრომებშია ასახული (Elphinstone, 2005).

ზემო აჭარის რეგიონში ჩატარებული ფიტოსანიტარული მონიტორინგის

შედეგად გამოვლინდა R. solanacearum -ით გამოწვეული ბაქტერიული დაავადების

შემთხვევები როგორც კარტოფილზე, ასევე პომიდორზე და წიწაკაზე (დანართი 4).

მონიტორინგის გეგმის მიხედვით შესწავლილი იქნა, აგრეთვე საცავებში შენახული

კარტოფილიც (სურათი 4).
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სურათი 4. საცავებში შენახული კარტოფილის მონიტორინგი

განსაკუთრებით მაღალი ინტენსივობით იყო გავრცელებული კარტოფილის

მურა სიდამპლე ტაბახმელაში - (53,3%) და დიდ აჭარაში - (50%). პომიდორისა და

წიწაკის ბაქტერიოზები გამოვავლინეთ როგორც ხულოს, ასევე ქედის რ/ნ-ში, რაც

საშუალოდ შეადგენდა (შესაბამისად 50% -ს და 25%-ს) (დიაგრამა 2).
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დიაგრამა 2. ზემო აჭარის რაიონში Ralstonia solanacearum -ის გავრცელების

ინტენსივობა.
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სამხრეთ საქართველოში, სამცხე - ჯავახეთის ზონაში გამოვიკვლიეთ

კარტოფილის ნათესი ფართობები და საცავები ახალციხის, ახალქალაქის და

ნინოწმინდის რაიონებში. (იხილეთ დანართი 5); (სურათი 5).

სურათი 5. კარტოფილის ნათესი ფართობების მონიტორინგი ახალქალაქის რაიონში

დავადგინეთ, რომ მურა სიდამპლე ყველაზე მაღალი ინტენსივობით

გავრცელებული იყო ახალციხისა და ახალქალაქის რაიონში და შეადგენდა (80% -სა

და 75%), ხოლო ნინოწმინდაში შედარებით დაბალი გავრცელება აღინიშნებოდა

26,6% (დიაგრამა 3).

R.
So

la
na

ce
ar

um
-ი

სგ
ავ

რც
ელ

ებ
ის

ინ
ტე

ნს
ივ

ობ
ა%

დიაგრამა 3. სამცხე ჯავახეთში Ralstonia solanacearum -ის გავრცელების

ინტენსივობა
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კვლევებმა გვიჩვენა რომ, ფიტოპათოგენი R. solanacearum, ასევე კარგად

შეგუებული აღმოჩნდა საქართველოს მთიანი რეგიონის პირობებთან.

ლიტერატურული წყაროებიდან ცნობილია, (French… 1993; Lopes… 1993;  Maciel…

2001;  Silveira… 2002), რომ რასა 3 ბიოვარი 2,  ე.წ. „კარტოფილის რასა“ ფართოდ არის

გავრცელებული მსოფლიოში და ასევე კარგად ადაპტირდება ზომიერ და გრილ

კლიმატურ პირობებთან (Milling et al., 2009), რაც კარგად ეთანხმება ჩვენს

დაკვირვებას. რადგან, სამცხე-ჯავახეთის ზონაში, რომლის უმეტეს ნაწილში

მთიანეთის სტეპების ჰავაა, ზამთარი – ცივი, მცირეთოვლიანი, ზაფხული -

ხანგრძლივი და თბილი http://samtskhe-javakheti.go.ge/, კერძოდ, ახალციხის

ქვაბულის ძირზე იანვრის საშ. ტემპ-რა 3,8 c, ხოლო აგვისტოში 20,5 c. უფრო მაღალ

ზონაში, მესხეთის ქედზე ზღვის ნოტიოდან, ზომიერად ნოტიო კონტინენტურზე

გარდამავალი ჰავა გვხვდება  მაღალმთიან აჭარაშიც კლიმატი – კონტინენტურია,

საშუალო წლიური ტემპერატურა – 10,1C°, ნალექების საშუალო წლიური რაოდენობა

– 1000–1200 მმ http://www.khulo.ge/ .

ჩატარებული მონიტორინგის ფარგლებში, დასავლეთ საქართველოში

შევისწავლეთ, კომერციული ნათესები როგორც ღია ნაკვეთებზე, ასევე სასათბურე

მეურნეობებში. კვლევის შედეგად დადგინდა, რომ R. solanacearum - ით

ინფიცირებული იყო სხვადსხვა მასპინძელი მცენარე: კარტოფილი, პომიდორი,

წიწაკა, ბადრიჯანი (დანართი 6). მცენარეთა ბაქტერიოზების შემთხვევები ყველაზე

მაღალი ინტენსივობით გამოვლინდა ქუთაისში - (75%) და ჩხოროწყუს რ/ნ-ში -

(58,3%). ქუთაისში პომიდორის მოსავლის 80% განადგურებული იყო ბაქტერიული

ჭკნობით, ხოლო ოზურგეთისა და სამტრედიის კერძო სასათბურე მეურნეობებში

მოსავლის დანაკარგები შეადგენდა 50% (დიაგრამა 4).
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დიაგრამა 4. დასავლეთ საქართველოში Ralstonia solanacearum -ის

გავრცელების ინტენსივობა

აღნიშნულ რაიონში, ბაქტერიული სიდამპლის განვითარებას ხელი შეუწყო

არა მარტო კლიმატურმა პირობებმა, არამედ მიმღებიანი ჯიშების არსებობამ და

მასპინძელ მცენარეთა მრავალფეროვნებამ (Kelman, 1953; Bradbury, 1986; Persley,

1986; Hayward, 1994a).

R. solanacearum - ით გამოწვეული მცენარეთა დაავადების შემთხვევების

ყველაზე დაბალი მაჩვენებელი შესწავლილ რეგიონებს შორის გამოვლინდა შიდა

ქართლში, სადაც კარტოფილის მურა სიდამპლის გავრცელების ინტენსივობამ

შეადგინა 23,3% (იხილეთ დანართი 7), (დიაგრამა 5).
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დიაგრამა 5. შიდა ქართლში Ralstonia solanacearum -ის გავრცელების

ინტენსივობა
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ამრიგად, ბოლო წლებში ( 2011-2015) ჩატარებული კვლევებიდან გამომდინარე

შეგვიძლია ვთქვათ, რომ ისეთი აგრესიული ფიტოპათოგენი, როგორიცაა ბაქტერია R.

solanacearum, ჩვენს ქვეყანაში საკმაოდ კარგად არის გავრცელებული, მოიცავს რა

შემდეგ გეოგრაფიულ ზონებს: 1. სამცხე-ჯავახეთი, სადაც კარტოფილის მურა

სიდამპლე 63,6% შეადგენს. 2. კოლხეთის დაბლობი, სადაც დაავადების გავრცელების

ინტენსივობა იყო - 48,54% და აღინიშნებოდა სხვადასხვა მასპინძელ მცენარეზე

(კარტოფილი, პომიდორი, წიწაკა), მათ შორის დაავადება ყველაზე მაღალი

პროცენტით დაფიქსირდა კარტოფილზე - (62, 5% ) და პომიდორზე - (48,48%).

3.ზემო აჭარა, სადაც ბაქტერიული ლპობის შემთხვევების რაიდენობა შეადგენდა -

43,13%. მათგან, უმეტესი წილი მოდიოდა კარტოფილის მურა სიდამპლეზე.

ზოგადად, დასავლეთ საქართველოში დაავადების გავრცელების ინტენსივობა

შეადგენდა - 63,15%, რომელიც მოიცავდა როგორც ღია ასევე, სასათბურე

მეურნეობებს (დიაგრამა 6).

დიაგრამა 6. R. solanacearum -ით დაავადებული მასპინძელი მცენარეების

გავრცელების ინტენსივობა საქართველოს სხვადასხვა გეოგრაფიულ ზონაში.

კვლევის პროცესში გამოვავლინეთ საქართველოს სხვადასხვა გეოგრაფიულ

ზონაში გავრცელებული R. solanacearum - ის მასპინძელი მცენარეები, რომლებზეც

ბაქტერიოზები სხვადასხვა ინტენსივობით გვხვდებოდა. მათ შორის ყველაზე მეტად

აღინიშნებოდა კარტოფილის მურა სიდამპლე - 57,7%, შემდეგ - პომიდორის

ბაქტერიული ჭკნობა ( 54,8%) (დიაგრამა 7).
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დიაგრამა 7. R. solanacearum - ით დაავადებულ სხვადსხვა მასპინძელ

მცენარეთა რიცხვი.

ჩვენს მიერ განხორციელებული მონიტორინგის შედეგად გამოვლინდა, რომ R.

solanacearum -ის გავრცელების არეალი მოცავს საქართველოს დასავლეთ, და

აღმოსავლეთ ნაწილს, როგორც ვაკე, ისე მთიან რეგიონებს (რუკა 2). მასპინძელ

მცენარეებზე ბაქტერიოზების გავრცელების განსხვავებული ინტენსივობა აღინიშნა

საქართველოს სხვადასხვა რეგიონში. აგრეთვე დადგენილ იქნა, რომ ქართული

შტამები ხასიათდებოდა პატრონ მცენარეთა მრავალფეროვნებით, რაც თავის მხრივ,

პათოგენის შიდასახებრივ მრავალფეროვნებაზე  მეტყველებს (http://www.cabi.org/) .

რუკა 2. საქართველოში R. solanacearum-ის გავრცელების არეალის მაჩვენებელი რუკა
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3.2. დაავადებულ მცენარეთა შეგროვილი ნიმუშების შესწავლის

შედეგები

საქართველოს სხვადსხვა რეგიონში ჩატარებული მონიტორინგის

განმავლობაში, ჩვენს მიერ შეგროვილ მცენარეთა ნიმუშებს ახასიათებდათ

დაავადების ისეთი ნიშნები, როგორიცაა ფოთლების სიყვითლე და ზედა

ყლორტების ჭკნობა, ხოლო დაავადების პროგრესულად განვითარებისას, კი

მცენარეები ზრდა-განვითარების ადრეულ სტადიაზე მთლიანად ხმებოდა სველი

სიდამპლის თანხლებით (სურათი 6).

1

3

სურათი 6. ბაქტერიული სიდამპლით დაავადებული პომიდორისა (1 )და

კარტოფილის (2,3) მცენარეები

დაავადებული კარტოფილის ტუბერების  დათვალიერებისას, აღვრიცხავდით,

როგორც ლატენტურად დაავადებულ ფორმებს, ასევე, მკვეთრად გამოხატულ

სიმპტომების მქონე მცენარეებს, რომელთა გორგლების გადანაჭერზე კარგად  ჩანდა

წრიული, ყავისფერი რგოლები, რძისფერი გამონადენით. ზოგ შემთხვევაში,

ტუბერებზე სტალონებთან  ახლოს,  აღინიშნებოდა თვალის ფორმის, შავი ლაქები,

საიდანაც გამოედინებოდა ბაქტერიული, ლორწოვანი მასა (სურათი 7).
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სურათი 7. მურა სიდამპლის დაავადების სიმპტომები კარტოფილის

ტუბერებზე

ბაქტერიული სიდამპლით დაავადებული პომიდორის მცენარეები

გამოვლენილი იქნა, როგორც ღია ასევე, დახურული გრუნტის პირობებში. როგორც,

სურათიდან ჩანს, დაავადებული პომიდორის ღეროს გამტარი ქსოვილი იღებს მუქ

შეფერილობას, სადაც გროვდება ბაქტერიული მასა. ასევე მცენარის წყლით

მომარაგების პროცესის დარღვევა იწვევს ტურგორის დაკარგვას,  ჩვენს მიერ

შეგროვილ ნიმუშებს, სადაც დაავადება პროგრესულად მიმდინარეობდა

უვითარდებოდათ  მიწისზედა  ფესვები და ახასიათებდათ ჭურჭლოვანი  სისტემის

გახევება,  რასაც თან ახლდა ფოთლების გაყვითლება,  ცვენა და მცენარის ჭკნობა

(სურათი 8).

სურათი 8. ბაქტერიული ჭკნობის დაავადების სიმპტომები პომიდორის მცენარეზე (ა.

სათბურის პირობებში და ბ. დაავდებული პომიდორის ღეროს განივი
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ამრიგად, საქართეველოში R. solanacearum - ით ინფიცირებული მასპინძელ

მცენარეებში გამოვლენილია იგივე სიმპტომები, რაც აღწერილია, მთელი რიგ

სამეცნიერო შრომებში (McCarter, 1991; Elphinstone... 1998 ; Swanson... 2005,

Champoiseau... 2009; Milling... 2009; Champoiseau...2010; EPPO, 2015).

3.3. პათოგენის  გამოყოფა და იდენტიფიკაცია

მინდვრისა და საცავების პირობებში სიმპტომური ნიმუშების გამოკვლევისას

ვიყენებდით იმუნო დიაგნოსტიკურ ტესტებს (იხილეთ 2.5.1. თავში), რამაც

საშუალება მოგვცა გადაგვერჩია პოტენციურად ინფიცირებული მცენარეთა

ნიმუშები (სურათი 9).

სურათი 9. დაავდებულ კარტოფილზე იმუნოდიაგნოსტიკური ცდის შედეგი.

შეგროვილი ნიმუშები შემდეგომ შესწავლილ იქნა ლაბორატორიულ

პირობებში, ზემოთ აღწერილი მიკრობიოლოგიური და მოლეკულური ბიოლოგიის

თანამედროვე მოლეკულური მეთოდების გამოყენებით (იხილეთ. 2.5.2.; 2.9.; 2.9.1.;).
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3.3.1. Ralstonia solanacearum - ის კულტივირება და

იდენტიფიცირება სტანდარტული მიკრობიოლოგიური მეთოდით

ჩვენს მიერ შეგროვილი დაავადებულ მცენარეების (რომლებსაც ქონდათ

დამახასიათებელი სიმპტომები) ნაწილებიდან, ვახდენდით ბაქტერიული პათოგენის

კულტივირებას, რისთვისაც ვიყენებდით სელექციურ საკვებ ნიადაგებს: კელმანის

ტრიფენოლტეტრაზოლიუმიან - TZC და მოდიფიცირებული SMSA არეებს (სურათი

10), (იხილეთ თავი 2.5.2.). შეგროვილი ნიმუშებიდან გამოყოფილი R. solanacearum -

ის ქართული იზოლატები, წარმოქმნიდნენ ტიპიურ კოლონიებს, რომლებიც

შეესაბამებოდა სხვა მეცნიერთა მიერ მოწოდებულ აღწერილბას (Cook and

Sequeria,1991; French… 1995;  Caruso… 2003;  Ozakman and Schaad,  2003;  Marco-

Noales… 2008).

1 2

სურათი 10. R. solanacearum – ის  კოლონიები მოდიფიცირებულ 1. SMSA და 2.

CPG საკვებ არეზე.

სულ, 2011-2015 წლებში განხორციელებული კვლევების შედეგად შეგროვილი

იქნა R. solanacearum -ის 101 იზოლატი, რომლებიც იზოლირებული იყო სხვდასხვა

მასპინძელი მცენარიდან (იხილეთ დანართი1). მათ შორის ინფიცირებული

კარტოფილის ნიმუშებიდან გამოყოფილი იყო R. solanacearum 56 იზოლატი

(მთლიანი რაოდენობის 55%). პომიდორიდან - 26 იზოლატი (25,7%), წიწაკიდან

მიღებული იზოლატების პროცენტული რაოდენობა შეადგენდა - (11,8%),

ბადრიჯნიდან - (0.9%) და დეკორატიული მცენარეებიდან - (5.9% ), (იხილეთ

დიაგრამა 8).



76

დიაგრამა 8. სხვადასხვა მასპინძელი მცენარიდან იზოლირებული შტამების

პროცენტული თანაფარდობა.

3.3.2. ჰიპერმგრძნობელობითი რეაქცია

შეგროვილი ნიმუშების გამოკვლევის მიზნით, ჩავატარეთ

ჰიპერმგრძნობელობითი რეაქცია თამბაქოს ფოთოლზე, ზემოთ აღწერილი

მეთოდის მიხედვით (იხ 2.4. თავი).  ჩვენს მიერ მოპოვებული მასალიდან R.

solanacearum -ის 101 იზოლატი ავლენდა მაღალ ჰიპერმგრძნობელობით

რეაქციას, რომლებზეც გავაგრძელეთ შემდგომი კვლევები (სურათი 11).

C
C

სურათი 11. R. solanacearum -ის იზოლატების ჰიპერმგრძნობელობითი რეაქციის

შედეგი თამბაქოს ფოთოლზე
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3.3.3. Ralstonia solanacearum–ის  ქართული შტამების იდენტიფიცირება

ელექტრონული მიკროსკოპის საშუალებით

Ralstonia solanacearum–ის ქართული შტამების უჯრედების მორფოლოგიისა და

ზომების შესასწავლად განვახორციელეთ ბაქტერიული კულტურებიდან

მომზადებული პრეპარატების ელექტრონული მიკროსკოპირება, გამჭოლი

ელექტრონული მიკროსკოპი JEM 100SSX (Jeol)-ის გამოყენებით, ელიავას გ.

მიკრობიოლოგიის, ვირუსოლოგიისა ბაქტერიოფაგიის ინსტიტუტში.

შედეგებმა გვიჩვენა, R. solanacearum–ის ქართული იზოლატებში

მორფოლოგიური ვარიაბელობა. შეინიშნებოდა დიდი და პატარა ზომის

ჩხირისებური, მომრგვალებულ ბოლოებიანი ფორმები, რომელთა ზომების

მაჩვენებლები იყო: სიგრძე - 1,8-1,24 მკმ, სიგანე -0,8 -1მკმ. 2-6მკმ -ის სიგრძის

პოლარული შოლტი (ერთი ან ორი) (Anonymous, 1998; EU, 1998; Anonymous, 2006),

(სურათი 12).

სურათი 12. R. solanacearum - ის იზოლატების KoPe19 (ა), AcP5 (ბ) ელექტრონული

მიკროსკოპირების სურათი (მიკროსკოპი JEM 100SX (Jeol))

ამრიგად, ელექტრონული მიკროსკოპირებისას ნათლად გამოიკვეთა

ქართული პოპულაციის მორფოტიპი, რომ თითოელული არის

? ?
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მომრგვალებული ბოლოებიანი ერთი ან ორი პოლარული შოლტის მქონე

დიდი და პატარა ზომის უჯრედები.

3.3.4. R. solanacearum-ის შტამების ფენოტიპური იდენტიფიკაცია

R. solanacearum-ის შტამების ფენოტიპური იდენტიფიკაციისათვის

შევისწავლეთ მათი მორფოლოგიურ - ბიოქიმიური და ფიზიოლოგიური

მახასიათებლები.

KOH – ის ტესტი: ჩატარებულმა ცდამ გამოავლინა, რომ საკვლევი შტამები 100%-ით

ამჟღავნებდნენ წელვადობას, რაც გრამ - უარყოფითი ბაქტერიების თვისებას

წარმოადგენს, ჩვენი მიღებული შედეგი თანხვედრაში იყო სუსლოუს მიერ

მიღებული შედეგთან (Suslow... 1982), (სურათ 13).

სურათი 13. KOH – ის ტესტი

კატალაზას ტესტი: ვატარებდით ახალგაზრდა კულტურებზე (18-24სთ). 3%-იან

წყალბადის ზეჟანგის (H2O2) მოქმედებისას ბუშტების წარმოქმნის პროცესი რეაქციის

დადებით პასუხად რეგისტრირდება (Schaad, 1980). ქართული იზოლატების

შემთხვევაშიც იგივე აღინიშნებოდა (სურათი 14 ).

ოქსიდაზა ტესტი: ამ ტესტს ვიყენებდით R. solanacearum-ის შტამების

საიდენტიფიკაციოდ ფსეუდომონადების ოჯახის სხვა წარმომადგენლებისგან. ჩვენს
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მიერ გამოყოფილი შტამები წარმოქმნიდნენ მუქ შეფერილობას, რაც დადებით

რეაქციად ითვლება (სურათი 14).

D-გლუკოზის ფერმენტაცია/ოქსიდაციის მექანიზმის დასადგენად ყოველი,

სავარუდო R. solanacearum-ის იზოლატი, ჩხვლეტით ითესებოდა სელექტიურ ჰიუ-

ლეივსონის გლუკოზიან არეში. R. solanacearum - ის ყველა იზოლატი ახდენდა D-

გლუკოზის ფერმენტაციას მხოლოდ აერობულ პირობებში (უზეთო სინჯარა) (სურათი

14).

სურათი 14. გლუკოზის ფერმენტაცია 1ა - ცდის დაწყებამდე; 1ბ - ცდის  შედეგი; 2 -

კატალაზა ტესტი; 3 - ოქსიდაზა ტესტი;  4- KOH – ის ტესტი

ტოლერანტობა NACl -ის მიმართ. 1%-იან და 2%-იან NACl-ის შემცველ საკვებ არეზე

ვთესავდით R. solanacearum - ის  კულტურას და ვაკვირდებოდით ზრდას 24 სთ –

იანი ინკუბაციისას 280C –ის პირობებში. იზოლატების ნაწილი კარგად იზრდება 1% -

იან NACl-ის შემცველ საკვებ არეში, ხოლო 2% -იან NACl-ის შემცველ საკვებ არეზე

უმეტესი ნაწილი არ იზრდება, მხოლოდ ერთეული იზოლატები თუ ავლენენ სუსტ

ზრდას (ცხრილი 13).
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აგრეთვე, ვაკვირდებოდით R. solanacearum ზრდას 41 0C -ის და 40C -ის

ტემპერატურის პირობებში. მიკროორგანიზმი აღნიშნულ ტემპერატურებზე არ

იზრდება. „ლევან“ - ს (ფრუქტოზის ბუნებრივი პოლიმერი) არ წარმოქმნიან

საქაროზის შემცველ ნიადაგში ზრდისას. იზოლატების ნაწილს აქვს სუსტად

გამოხატული ჟელატინის ჰიდროლიზის უნარი, ზოგიერთ მათგანს ეს თვისება

საერთოდ არ ახასიათებს.

ცხრილი 13.

R. solanacearum-ის ქართული იზოლატების ბიოქიმური თვისებების დახასიათება
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1 AcP1 + + - - + - + - + -

2 AcP2 + + - - + - -+ - + -

3 AcP3 + - - + + - - - + -

4 AcP4 + + - - + - -+ - + -

5 AcP5 + + - - + - - - + -

6 AcP6 + + - - + - - - + -

7 KhP7 + + - - + - - + -

8 KhP8 + + - - + - - - + -

9 KhP9 + + - - + - - - + -

10 KhP10 + + - - + - - - + -

11 KoP11 + + - - + - - - + -

12 KoP12 + + - - + - -+ - + -

13 KoP13 + + - - + - - + -

14 KoP14 + + - - + - -+ - + -

15 GoP15 + + - - + - -+ - + -

16 KoP16 + + - - + - - - + -
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17 KoP17 + + - - + - - - + -

18 KoP18 + + - - + - -+ - + -

19 KoPe19 + + - - + - -+ - + -

20 KoP20 + + - - + - -+ - + -

21 KoP21 + + - - + - - - + -

22 TsP22 + + - - + - - - + -

23 TsP23 + + - - + - - - + -

24 TsP24 + + - - + - - - + -

25 KoT25 + + - - + - - - + -

26 KuT26 + + - - + - - - + -

27 ChkhT27 + + - - + - - - + -

28 BBGStr.28 + + - - + - - - + -

29 KPel.29 + + - - + - - - + -

30 KoP30 + + - - + - - - + -

31 KoEg31 + + - - + - - - + -

32 KhP32 + + - - + - - - + -

33 KhP33 + + - - + - - - + -

34 KhP34 + + - - + - - - + -

35 KhP35 + + - - + - - - + -

36 AkhP36 + + - - + - - - + -

37 AkhP37 + + - - + - - - + -

38 AkhP38 + + - - + - - - + -

39 AkhP39 + + - - + - - - + -

40 NiP40 + + - - + - - - + -

41 AkhP41 + + - - + - - - + -

42 AkhP42 + + - - + - - - + -

43 NiP43 + + - - + - -+ - + -
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44 AkhP44 + + - - + - - - + -

45 KoP45 + + - - + - -+ - + -

46 KoT46 + + - - + - -+ - + -

47 KoT47 + + - - + - -+ - + -

48 KoT48 + + - - + - - - + -

49 KoT49 + + - - + - - - + -

50 KoGhT50 + + - - + - - - + -

51 KeT51 + + - - + - - - + -

52 KhT52 + + - - + - - - + -

53 KoPel.53 + + - - + - - - + -

54 BBGStr.54 + + - - + - -+ - + -

55 AcP55 + + - - + - - - + -

56 AcP56 + + - - + - - - + -

57 AcP57 + + - - + - - - + -

58 AcP58 + + - - + - - - + -

59 AcP59 + + - - + - - - + -

60 AcP60 + + - - + - - - + -

61 AcP61 + + - - + - - - + ±

62 AcP62 + + - - + - - - + -

63 KoP63 + + - - + - -+ - + -

64 KoT64 + + - - + - - - + -

65 KoT65 + + - - + - - - + -

66 OzT66 + + - - + - - - + -

67 OzT67 + + - - + - - - + -

68 SaGhT68 + + - - + - -+ - + ±

69 SaGhT69 + + - - + - - - + -

70 SaGhT70 + + - - + - - - + -
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71 OzPe71 + + - - + - - - + -

72 OzPe72 + + - - + - - - + -

73 OzPe73 + + - - + - - - + -

74 OzPe74 + + - - + - - - + -

75 AkhP75 + + - - + - - - + -

76 AkhP76 + + - - + - - - + -

77 AkhP77 + + - - + - - - + -

78 AkhqP + + - - + - - - + -

79 AkhP79 + + - - + - -+ - + ±

80 AkhP80 + + - - + - -+ - + -

81 AkhP81 + + - - + - - - + -

82 AkhP82 + + - - + - - - + -

83 BBGStr.83 + + - - + - - - + -

84 BBGStr.84 + + - - + - - - + -

85 OzT85 + + - - + - - - + ±

86 OzT86 + + - - + - - - + -

87 OzT87 + + - - + - - - + -

88 KhT88 + + - - + - - - + -

89 KhT89 + + - - + - - - + -

90 KhPe90 + + - - + - - - + -

91 KhPe91 + + - - + - - - + -

92 KeT92 + + - - + - - - + -

93 KeT93 + + - - + - - - + -

94 KePe94 + + - - + - - - + -

95 KeT95 + + - - + - - - + -

96 KheT96 + + - - + - - - + -

97 KoP97 + + - - + - - - + -
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98 AcP98 + + - - + - - - + ±

99 KePe99 + + - - + - - - + -

100 AkhP100 + + - - + - - - + -

101 AkhP101 + + - - + - - - + -

ამრიგად, R. solanacearum - ის კულტურალურ - მორფოლოგიური და

ბიოქიმიური პროფილის შესწავლისას გამოვლინდა, რომ ჩვენი საკვლევი

იზოლატების ბიოქიმიური მახასიათებლები მსგავსი იყო R. solanacearum - ის

ტიპიური შტამებისა, რაც გულისხმობდა იდენტობას, უკვე არსებულ შესწავლილ

შტამებთან (Hossain... 2007). კერძოდ ყველა ქართული იზოლატი იყო გრამ

უარყოფითი, რასაც ადასტურებდა 3%-იანი KOH –ის ტესტის შედეგები, იყვნენ

კატალაზა და ოქსიდაზა დადებითი, ახასიათებდათ გლუკოზის  ფერმეტული ჟანგვა

მხოლოდ ჟანგბადიან პირობებში, რაც გამოვლენილი იქნა ჰიუ-ლეიფსონის ტესტით.

იზოლატები კარგად იზრდებოდნენ 1%-იანი NACl-ის შემცველ არეში, ხოლო 2%-

იანი NACl თრგუნავდა იზოლატების უმეტესობის ზრდას, (AcP98; OzT85; AkhP79;

SaGhT68; AcP61). ცნობილია, ბაქტერიის უარყოფითი დამოკიდებულება მარილიანი

არისადმი (Saddler 1994). R. solanacearum - ის ქართული იზოლატები არ

იზრდებოდა 41 0C -ის და 40C -ის ტემპერატურაზე, რაც ასევე საკვლევი პათოგენის

ერთ-ერთი მაასიათებელია (Bradbury 1986);

ბიოვარების გამოვლენის მიზნით, ზემოთ აღნიშნული მეთოდის (ხილეთ თავი

2.6.1.) მიხედვით შევისწავლეთ სატესტო იზოლატების მერ შაქრებისა და სპირტების

უტილიზაციის უნარი. შედეგებმა აჩვენა რომ, R. solanacearum - ის ქართული

პოპულაცია შედგება შაქრებისა და სპირტების მიმართ განსხვავებული ათვისების

უნარის მქონე იზოლატებისგან. კერძოდ, იზოლატები შეიძლება დავყოთ ორ

ჯგუფად: I - შტამები, რომლებიც ახდენენ ოქსიდაციას დისაქარიდებისა (ლაქტოზა,

მალტოზა, ცელობიოზა) და სპირტებისა (მანიტოლო, დულციტოლი, სორბიტოლი). II

- შტამები, რომელებიც აითვისებენ მხოლოდ შაქრებს და  არ გააჩნიათ აღნიშნული

სპირტების ოქსიდაციის უნარი. რიგი მეცნიერთა მიერ შემუშავებული სქემაზე
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დაყრდნობით (Hayward 1964; He...1983) and Kumar... 1993) I ჯგუფს მიეკუთვნებიან

ბიოვარ  3-ის იზოლატები, ხოლო II ჯგუფში შედიან ბიოვარ 2 -ის შტამები (ცხრილი

14).

ცხრილი 14

R. solanacearum-ის ქართული იზოლატების ბიოვარებად კლასიფიკაცია.

# Ralstonia
solanacear

um
იზოლატ

ები

ლაქტო
ზა

მალტ
ოზა

ცელობ
იოზა

მანიტ
ოლი

სორბიტ
ოლი

დულცი
ტოლი

ბიოვა
რები

ჯგუფ
ი

1 AcP1 + + + - - - 2 II

2 AcP2 + + + - - - 2 II

3 AcP3 + + + + + +
3 II

4 AcP4 + + +
- - - 2 II

5 AcP5 + + + - - - 2 II

6 AcP6 + + + - - - 2 II

7 KhP7 + + + - - - 2 II

8 KhP8 + + + - - - 2 II

9 KhP9 + + + - - - 2 II

10 KhP10 + + + - - - 2 II

11 KoP11 + + + + + + 3 I

12 KoP12 + + + + + + 3 I

13 KoP13 + + + - - - 2 II

14 KoP14 + + + - - - 2 II

15 GoP15 + + + - - - 2 II

16 KoP16 + + + - - - 2 II

17 KoP17 + + + - - - 2 II
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18 KoP18 + + + - - - 2 II

29 KoPe19 + + + - - - 2 II

20 KoP20 + + + - - - 2 II

21 KoP21 + + + - - - 2 II

22 TsP22 + + + - - - 2 II

23 TsP23 + + + - - - 2 II

24 TsP24 + + + - - - 2 II

25 KoT25 + + + - - - 2 II

26 KuT26 - - - - - - 3 I

27 ChkhT27 - - - - - - 3 I

28 BBGStr.28 + + + + + + 3 I

29 KoPel.29 + + + + + + 3 I

30 KoP30 + + + - - - 2 II

31 KoEg31 + + + - - - 2 II

32 KhP32 + + + - - - 2 II

33 KhP33 + + + - - - 2 II

34 KhP34 + + + - - - 2 II

35 KhP35 + + + - - - 2 II

36 AkhP36 + + + - - - 2 II

37 AkhP37 + + + - - - 2 II

38 AkhP38 + + + - - - 2 II

39 AkhP39 + + + - - - 2 II

40 NiP40 + + + - - - 2 II

41 AkhP41 + + + - - - 2 II

42 AkhP42 + + + - - - 2 II

43 NiP43 + + + - - - 3 I

44 AkhP44 + + + - - - 2 II
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45 KoP45 + + + + + + 3 I

46 KoT46 + + + + + + 3 I

47 KoT47 + + + + + + 3 I

48 KoT48 + + + + + + 3 I

49 KoT49 + + + + + + 3 I

50 KoGhT50 + + + - - - 2 II

51 KeT51 + + + + + + 3 I

52 KhT52 + + + - - - 2 II

53 KoPel.53 + + + + + + 3 I

54 BBGStr.54 + + + + + + 3 I

55 AcP55 + + + - - - 2 II

56 AcP56 + + + - - - 2 II

57 AcP57 + + + - - - 2 II

58 AcP58 + + + - - - 2 II

59 AcP59 + + + - - - 2 II

60 AcP60 + + + - - - 2 II

61 AcP61 + + + + + + 3 I

62 AcP62 + + + - - - 2 II

63 KoP63 + + + - - - 2 II

64 KoT64 - - - - - - 2 II

65 KoT65 + + + + + + 3 I

66 OzT66 + + + - - - 2 II

67 OzT67 + + + - - - 2 II

68 SaGhT68 + + + - - - 2 II

69 SaGhT69 + + + - - - 2 II

70 SaGhT70 + + + - - - 2 II

71 OzPe71 + + + + + + 3 I
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72 OzPe72 + + + + + + 3 I

73 OzPe73 + + + + + + 3 I

74 OzPe74 + + + + + + 3 I

75 AkhP75 + + + + + + 3 I

76 AkhP76 + + + + + + 3 I

77 AkhP77 + + + - - - 2 II

78 AkhqP + + + - - - 2 II

79 AkhP79 + + + - - - 2 II

80 AkhP80 + + + - - - 2 II

81 AkhP81 + + + - - - 2 II

82 AkhP82 + + + + + + 3 I

83 BBGStr.83 + + + + + + 3 I

84 BBGStr.84 + + + - - - 2 II

85 OzT85 + + + - - - 2 II

86 OzT86 + + + + + + 3 I

87 OzT87 + + + - - - 2 II

88 KhT88 + + + - - - 2 II

89 KhT89 + + + + + + 3 I

90 KhPe90 + + + - - - 2 II

91 KhPe91 + + + - - - 2 II

92 KeT92 + + + - - - 2 II

93 KeT93 + + + + + + 3 I

94 KePe94 + + + + + + 3 I

95 KeT95 + + + - - - 2 II

96 KheT96 + + + - - - 2 II

97 KoP97 + + + - - - 2 II

98 AcP98 + + + - - - 2 II
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ამრიგად, განხორციელებული ცდის შედეგებიდან გამომდინარე შეგვიძლია

ვთქვათ რომ, ჩვენს მიერ შეგროვებული და იდენტიფიცირებული R. solanacearum -

ის  ქართული იზოლატების 71,28% მიეკუთვნება ბიოვარი 2-ს, ხოლო 28, 7%

ბიოვარი 3-ს (დაგრამა 9).

დიაგრამა 9. R. solanacearum - ის ქართულ პოპულაციაში არსებული ბიოვარების

პროცენტული განაწილება.

3.4. პათოგენობის ტესტის შედეგები

ქართული პოპულაციის რასობრივი შემადგენლობის განსაზღვრის მიზნით

ჩვენს მიერ ჩატარებულ იქნა პათოგენობის ტესტი, რომელიც ითვალისწინებდა

საქართველოს სხვადსხვა რეგიონში შეგროვილი R. solanacearum - ის იზოლატების

პათოგენობის დადგენას სხვადასხვა მასპინძელი მცენარეების მიმართ. ცდები

ჩატარებული იყო ფიტოპათოლოგიისა და ბიომრავალფეროვნების ინსტიტუტის და

ასევე დიდი ბრიტანეთის სურსათისა და გარემოს კვლევის ლაბორატორიის (FERA)

სათბურში (სურათი 19). პათოგენობის ტესტები განვახორციელეთ შემდეგ

99 KePe99 + + + - - - 2 II

100 AkhP100 + + + - - - 2 II

101 AkhP101 + + + - - - 2 II
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მცენარეებზე: კარტოფილი (Solanum tuberosum), პომიდორი (Lycopersicon esculentum),

ბადრიჯანი ( Solanum melongena), წიწაკა (Capsicum annum) და თამბაქო (Nicotiana

tabacum). აღნიშნული მცენარეები გაზრდილი იყო ქოთანში სტერილური ნიადაგით.

სათბურში მცენარეების ზრდისათვის შექმნილი იყო ოპტიმალური პირობები:

ტემპერატურა 26 °C - 28°C, ტენიანობა - 60% - 80% . მცენარეები ირწყვებოდა

ყოველდღე, ინოკულაციის დღის გარდა. ცდას ვატარებდით სამჯერადი

გამეორებით. თითოეულ გამეორებაში ვიკვლევდით 3 მცენარეს.

სატესტო კულტურებად ვიყენებდით სხვადასხვა მცენარიდან გამოყოფილი

R. solanacearum-ის შტამებს, რომლებიც სხვადასხვა ბიოვარს მიეკუთვნებოდა.

საინოკულაციო სუსპენზიის მოსამზადებლედ, შტამებს ვზრდიდით CPG ნიადაგზე

24-48სთ - იანი ინკუბაციის პირობებში. ერთეული კოლონიები გადაგვქონდა

სტერილურ, დისტილირებულ წყალში (108 - 109უჯრ/მლ) კონცენტრირებული

ხსნარის მისაღებად. საკონტროლო მცენარეების დასნებოვნებას ვახდენდით

სტერილური წყლით. ინოკულაციას ვახორციელებდით მცენარის სამი - ოთხი

ჭეშმარიტი ფოთლის სტადიაზე, ღეროში ჩხვლეტის მეთოდით (სურათი 15),

(Winstead and Kleman, 1952).

ინოკულირებულ მცენარეებს ვტოვებდით სათბურში, ტემპერატურისა და

ტენიანობის ზემოთ აღნიშნულ პირობებში ბუნებრივი დღის სინათლის ფონზე

(Williamsson... 2002; OEPP/EPPO, 1990).

სურათი 15. ინოკულაცია ინფექციური მასალით (R. solanacearum-ის  სუსპენზია)

კარტოფილის მცენარეზე
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პათოგენურების ცდის მიმდინარეობაზე დაკვირვებამ გვიჩვენა, რომ საწყისი

დაავადების ნიშნები, მაღალ მიმღებიან მცენარეებში ჩნდებოდა ინოკულაციიდან 5-8

დღის შემდეგ და თავდაპირველად გამოიხატებოდა იმ ფოთლებზე და  ღეროს

ნაწილზე, რომელთა დასნებოვნებაც მოხდა (სურათი 16). კოხის კლასიკური

პოსტულატების თანახმად (http://www.life.umd.edu/) მცენარის სიმპტომური

ნაწილიდან ვახდენდით პათოგენის რეიზოლოცაიას და მის შემდგომ

იდენტიფიცირებას კლასიკური და მოლეკულური ბიოლოგიის მეთოდების

გამოყენებით (Kelman 1954; Pastrik...  2000).

სურათი 16. R. solanacearum-ის პათოგენობის ტესტები; 1 -2: კარტოფილის და

პომიდვრის მცენარეები ინოკულაციამდე; 3 – 4: იგივე მცენარეები ინოლულაციის

შემდეგ.

მასპინძელ მცენარეეებზე დაავადების განვითარებას აღვრიცხავდით

დაავადების ხარისხის ბალებით, ვინსტის და კელმანის მიერ, მოწოდებული

შესაბამისი შკალის მიხედვით (Winstead and Kelman, 1952). შემდეგ ვახდენდით
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დაავადების ინდექსის გამოთვლას, ზემოთ აღწერილი ფორმულის მიხედვით (იხ. 2.5.

თავი). ჩატარებული ცდის შედეგები მოცემულია მე 15 ცხრილში. ექსპერიმენტული

მონაცემების სტატისტიკური ანალიზი მოვახდინეთ კომპიუტერული პროგრამა

(Graphpad prisma 6) - ის დახმარებით, ორფაქტორიანი ANOVA - ს, მრავალჯერადი

ტესტის მეთოდით. მიღებულმა შედეგებმა გვიჩვენა, რომ სანდოობის კოეფიციენტის

მნიშვნელობა იცვლებოდა P = 0,1 დან 0,9- მდე, df=4 (დანართი 8).

ჩატარებული ცდის შედეგები საფუძველს გვაძლევს ჩვენს მიერ შესწავლილი

R. solanacearum-ის იზოლატები დავაჯგუფოდ ორ ჯგუფად პათოგენობის მიხედვით.

პირველ ჯგუფში გავაერთიანეთ იზოლატების შედარებით დიდი რიცხვი, რომლებიც

მაღალვირულენტურია კარტოფილის, პომიდორის მიმართ. ამავე დროს დაბალ ან

საშუალოდ ვირულენტურია ბადრიჯანის და წიწაკის მიმართ, ხოლო თამბაქოს

მიმართ არ ავლენენ ვირულენტობას. მე - 2 ჯგუფი წარმოდგენილია იზოლატებით,

რომლებიც მაღალ, ან საშუალოდ ვირულენტურია კარტოფილისა და პომიდორის

მიმართ და დაბალ ვირულენტურია,  წიწაკისა და თამბაქოს მიმართ. პირველ

ჯგუფში გაერთიანებული შტამები მიეკუთვნება რასა 3 ბიოვარ - 2 - ს, ამას

ადასტურებს მასპინძელი მცენარეების მხრიდან გამოვლენილი რეაქციაც, რადგან ამ

შტამების  მიმართ მაღალმიმღებიანობა ყველაზე მეტად ახასიათებს კარტოფილს და

პომდორს. მაშინ როდესაც, მეორე ჯგუფის შტამებს აქვთ მასპინძელ მცენარეთა

ფართო სპექტრი და მიეკუთვნებიან რასა 1- ს (ცხრილი 15).
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ცხრილი 15.

Ralstonia solanacearum -ის ქართული იზოლატების პათოგენობის მაჩვენებლები სხვადასხვა მასპინძელი მცენარეების მიმართ

#

იზ
ო

ლ
ატ

ი

კარტოფილი პომიდორი ბადრიჯანი წიწაკა თამბაქო

რ
ას

ა

ფ
ილ

ო
ტ

იპ
ი

პა
თ

ო
გე

ნუ
რ

ი
ჯ

გუ
ფ

ი

რ
ეა

ქც
იი

ს 
ტ

იპ
ი

დ
აა

ვა
დ

ე
ბი

ს
ხა

რ
ის

ხი
ბა

ლ
ებ

ში
სა

შ
რ

ეა
ქც

იი
ს 

ტ
იპ

ი
დ

აა
ვა

დ
ე

ბი
ს

ხა
რ

ის
ხი

ბა
ლ

ებ
ში

სა
შ.

რ
ეა

ქც
იი

ს 
ტ

იპ
ი

დ
აა

ვა
დ

ე
ბი

ს
ხა

რ
ის

ხი
ბა

ლ
ებ

ში
სა

შ.
რ

ეა
ქც

იი
ს 

ტ
იპ

ი

დ
აა

ვა
დ

ე
ბი

ს
ხა

რ
ის

ხი
ბა

ლ
ებ

ში
სა

შ.

რ
ეა

ქც
იი

ს 
ტ

იპ
ი

დ
აა

ვა
დ

ე
ბი

ს
ხა

რ
ის

ხი
ბა

ლ
ებ

ში
სა

შ.

1 AcP1
H

4 H 3,5 M 2,5 L 1 0 0 3 II 1

2
AcP2

H
3,66

H
3

M
2,4

L
1

L
1,33

3 II 1

3
AcP5

H
4

H
4

H
3,33

L
1,33

L
1

3 II 1

4
KhP7

H
3,66

H
3,5

M
2,5

L
1

0
0,33

3 II 1

5
AcP8

H
4

H
3,66

M
2

L
1,33

0
0,33

3 II 1

6
KhP9

M
2,66

H
3,33

M
2

L
0,66

0
0

3 II 1

7 KhP3
2

M
2

M
2

L
1,66

L
0,66

0
0

3 II 1

8 KhP1
0

H
4

L
1,33

L
1,33

L
1

L
0,66

3 II 1

9 KoP1
8

H
3,66

M
2

L
1

L
0,66

0
0

3 II 1

10 KoP2
0

H
3

H
3,33

L
0,66

L
0,66

L
0,66

3 II 1
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11 KhP3
3

H
3

M
2

M
2,66

M
2,66

0
0

3 II 1

12 KhP3
4

M
2,66

H
3

L
1,66

M
2,33

0
0

3 II 1

13 AcP5
5

M
2,33

H
3,33

M
2

M
2,33

L
1

3 II 1

14 AcP5
8

H
3

M
2

L
1,66

L
1,66

0
0

3 II 1

15 AcP6
0

M
2,33

L
1,66

L
1,66

M
2,66

0
0

3 II 1

16 KoT6
3

H
3,66

H
3,33

L
1

L
1,66

0
0

3 II 1

17 KoT6
4

M
2,33

H
3

M
2,33

M
2

L
1,33

3 II 1

18 OzT6
7

H
3,33

H
3,66

M
2

H
3,33

0
0,33

3 II 1

19 BBGs
tr.83

M
2

L
1,66

M
2

M
2,33

L
1,66

1 II 2

20 KhPe
90

M
2,33

M
2

L
1,66

L
1,66

L
0,66

3 II 2

21 KuT2
6

M
2,33

H
3,33

H
3

H
3,33

M
2,66

1 I 2

22 Chkh
T27

H
3,66

H
3,66

L
1,66

M
2

L
1,66

1 I 2

23 BBGs
tr.28

M
2,33

M
2

M
2,33

L
1,33

L
1,66

1 I 2

24 koP1
1

H
3

M
2

M
2

L
1,33

L
1

1 I 2

25 KoT4
8

M
2,33

H
3,33

M
2

M
2,33

L
1,66

1 I 2

26 KoT4
9

M
2,33

H
3,66

M
2

M
2,33

M
2,33

1 I 2
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H - მაღალვირულენტური, დავადების ინდექსი = 70-100%;  M - საშუალოდ ვირულენტური, დაავადების ინდექსი = 41-69%; L -
დაბალ ვირულენტური, დაავადების ინდექსი = 40%

27 AkhP
38

M
2

H
3,66

H
3,33

M
2

L
0,66

3 I 2

28 AcP4
1

H
3

M
2,33

M
2,66

M
2

L
1

3 I 2

29 NiP4
3

M
3

M
2,66

M
2,66

M
2,66

0
0

1 I 2

30 KoT4
7

H
3

M
2

M
2

M
2

L
1,33

1 I 2
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ამრიგად, რასების დადგენის მიზნით, განხორციელებულმა სათბურის ცდებმა

გვიჩვენა რომ R. solanacearum–ის ქართული პოპულაცია შედგება ძირითადად ორი

რასისგან. ეს არის რასა 3, რომელსაც ეკუთვნის ბიოვარი 2 -ის იზოლატები და რასა 1,

რომელიც აერთიანებს ბიოვარ 3-ის იზოლატებს.

3.5. R. solanacearum–ის  ქართული იზოლატების იდენტიფიცირება

პოლიმერაზული ჯაჭვური რეაქციის (პჯრ) მეთოდით

R. solanacearum–ის მიღებული იზოლატების გენეტიკური იდენტიფიკაციისათვის

ვიყენებდით სახეობა - სპეციფიურ, პოლიმერაზული ჯაჭვური რეაქციის (პჯრ)

მეთოდს. დნმ-ის გამოსაყოფად ვიყენებდით 24 - სთ - იან კულტურებს, რომელთა

ზრდა ხდებოდა კაზეინიან, პეპტონიან გლუკოზის შემცველ არეზე (CPG). დნმ-ის

გამოსაყოფად გამოვიყენეთ სხვადასხვა ნაკრები: (QLAamp DNA mini Kit და DNA

blood kit 02/2003); GF-1 ნუკლეინის მჟავის ექსტრაქციის ნაკრები (Vivant Teqnology,

Sdn. Bhd, მალაიზია); ზოგ შემთხვევაში ვიყენებდით დნმ-ის ხარშვის მეთოდს „Chelex“

-ის დამატებით (Walsh... 1991). იდენტიფიკაცია მოვახდინეთ R. solanacearum–ის

„უნივერსალურ“ სპეციფიკურ პრაიმერების წყვილით OLI1/Y2. დადებით კონტროლად

გამოყენებული იყო სტანდარტული შტამი კოლექციიდან NCPPB (National Collection

of plant pathgenic Bacteria) R. solanacearum–ის - 325. უარყოფით კონტროლად

ვიყენებდით დისტილირებულ წყალს. დნმ ის ფრაგმენტების ზომის მარკერად

გამოყენებული იყო 100bp დნმ ის კიბე (PLUS BLUE DNA Ladder).

ამპლიფიცირებული პროდუქტების ვიზუალიზაციას ვახდენდით

ელექტროფორეზით 1,5%- იან, 0.5მგ/მლ. აგაროზის გელში ეთიდიუმ ბრომიდის

დამატებით (Pastrik... 2000). მიღებულმა შედეგებმა აჩვენა, რომ საცდელი შტამების

დნმ-ის ფრაგმენტის ზომები შეესაბამებოდა R. solanacearum - ის რეფერენტ შტამის

ბენდის ზომას (სურათი 17).
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სურათი 17. OLI1/Y2 პრაიმერებით R. solanacearum-ის ქართული იზოლატებიდან

გამოყოფილი ამპლიფიცირებული დნმ-ების ელექტროფორეგრამა

ჩვენს მიერ შეგროვილ R. solanacearum–ის ქართულ იზოლატებზე კვლევები

გავაგრძელეთ FERA -ს მოლეკულური ბიოლოგიის ლაბორატორიის ბაზაზე. კვლევის

პირველ ეტაპზე ვახდენდით ქართული შტამების სიცოცხლისუნარიანობის

შემოწმებას, კერძოდ ყველა იზოლატს ვთესავდით მოდიფიცირებულ სელექტიურ

SMSA არეზე და ინკუბაციას ვახდენდით 280C-ის ტემპერატურულ პირობებში, 24-48

სთ-იანი ინტერვალით. მიღებული კულტურები შეესაბამებოდა ტიპიურ R.

solanacearum-ის კოლონიებს. შემდგომ იზოლატების დიაგნოსტირებას

ვაგრძელებდით რეალურ დროის პოლიმერაზული ჯაჭვური რეაქციის (Real-Time

PCR ) მეთოდით. საკვლევი შტამების 48სთ-იან კულტურებიდან დნმ-ის ექსტრაქცია

მოვახდინეთ ხარშვის მეთოდით (Walsh... 1991). ხოლო დიაგნოსტირება, ზემოთ

აღწერილი TaqMan® -ის პოლიმერაზული ჯაჭვური რეაქციის მეთოდის

გამოყენებით.
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მიღებულმა ცდის შედეგმა აჩვენა (სურათი 18), რომ R. solanacearum შტამების

მაქსიმალური ფლუორესცენციული გამოსხივების ინტენსივობა შეესაბამებოდა

ამპლიფიკაციის მრუდზე 1.5 დან 2.2-მდე ნიშნულს, რაც მიუთითებდა, დადებით

შედეგზე.

სურათი 18. R.solanacearum - ის დნმ-ს ექსპონენციალური ზრდის მრუდი,

ამპლიფიკაციის ციკლების ზრდასთან ერთად

ამრიგად, განხორციელებული ექსპერიმენტით, კიდევ ერთხელ

დადასტურდა ჩვენს მიერ შეგროვებულ ნიმუშებში R. solanacearum - ის

არსებობა.
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3.6. R. solanacearum - ის  ქართული იზოლატების ენდოგლუკონაზა

(Egl) გენის სექვენირება

R. solanacearum - ის  ქართული იზოლატების ენდოგლუკონაზა (Egl) გენის

სექვენირების განხორციელების მიზნით პირველ ეტაპზე ვსწავლობდით კვლევაში

გამოყენებულ ნიმუშების დნმ-ის კონცენტრაციას და კვლევას ვაგრძელებდით იმ

ნიმუშებზე, რომელთა კონცენტრაციები შეესაბამებოდა პროტოკოლით

გათვალისწინებულ მოთხოვნებს (Gleasner... 2015). ნიმუშების ხარისხისა და

რაოდენობრივი შეფასებისათვის მოვახდინეთ ნიმუშების დამუშავება სპეციალური

პროცედურების გამოყენებით და აგაროზის გელზე შევამოწმეთ დნმ - ის ხარისხი (

სურათი 19).

შედეგებმა აჩვენა რომ, ყველა ნიმუშის ხარისხი არ იყო შემდგომი

ანალიზისათვის შესაბამისი (დეგრადაციის მაღალი ხარისხი), ამიტომ, დეგრადაციის

ხარისხის მიხედვით მოხდა ნიმუშების შერჩევა შემდგომი კვლევისათვის.

სურათი 19. აგაროზის გელში დნმ - ის ნიმუშების ხარისხის შემოწმების შედეგები.

ზოგიერთი ნიმუში ხასიათდება მაღალი დეგრადაციის ხარისხით (ნომერი 2, 7)

ნიმუშების უმეტესობა ნაკლებად არის დეგრადირებული.

შერჩეულ ნიმუშებზე გაგრძელდა მუშაობა დნმ-ის „ბიბლიოთეკების“ (Library)

მომზადების მიზნით. ნიმუშების მომზადების პროცესი მოიცავს შემდეგ ეტაპებს:

დნმ - ის დაჭრა განსაზღვრული სიგრძის დნმ -ის ფრაგმენტებად, ბოლოების

გასწორება, ადენილიზაცია, ადაპტორების ლიგაცია, სასურველი ფრაგმენტული

ზომების შერჩევა. მიღებული დნმ - ის ხარისხის კიდევ ერთხელ შემოწმებას
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ვახდენდით ბიოანალიზატორზე (BioAnalyzer 2100-ით Agilent ტექნოლოგიები, Inc.).

შედეგების გაანალიზებამ აჩვენა, რომ ყველა ნიმუშის გამოყენება ვერ მოხერხდებოდა

სექვენირებისათვის, რადგან ზოგიერთ ნიმუშის ნაწილში ფრაგმენტების ზომა დიდი

იყო (მაგ. ნიმუში 9, 12, 42, 88), ზოგიერთი ნიმუში საერთოდ არ შეიცავდა დნმ -ს

ფრაგმენტაციის შემდეგ (რაც მიუთითებს იმაზე, რომ დნმ მცირე ფრაგმენტებად

დაიშალა), (სურათი 20).

სურათი 20. ელექტროფორეგრამაზე ჩანს რომ ფრაგმენტაციის შემდეგ ნიმუშებში დნმ

- ის ფრაგმეტების ზომა განსხვავებულია. შემდგომი კვლევისათვის შეირჩა ნიმუშები

N18 –KoP18,  57 -AcP57, 81 -AkhP81, ნიმუში N230 (ჰოლანდია, მასპინძელი

კარტოფილი, 2013). სურათზე წარმოდგენილია წყლის ნიმუში ნეგატიური

კონტროლის სახით და სტანდარტული დნმ - ის ფრაგმენტების ზომის „კიბე“.

შემდგომი ეტაპია დნმ -ის „ბიბლიოთეკების“ მომზადება, რისთვისაც კიდევ ერთხელ

ვახდენდით პროცედურების დასრულების შემდეგ საკვლევი ნიმუშების ხარისხის

კონტროლს ბიოანალიზატორზე (სურათი 21).
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ოცდამეოთხე სურათზე ნაჩვენებია, რომ ორი ნიმუშისათვის 81 - AkhP81,

ნიმუში N230 (ჰოლანდია, მასპინძელი კარტოფილი, 2013), წარმოქმნილი იყო ეწ.

„პრაიმერ-დიმერი“(სურათი 24, A), რომლის მოცილებაც აუცილებელია, რათა არ

მოხდეს დნმ - ის კონცენტრაციის შეცდომით გამოთვლა და აპარატმა არ მოახდინოს

არასაჭირო დნმ - ის სეკვენირება. პრაიმერ-დიმერის მოცილება ნიმუშიდან

ხორციელდება სტანდარტული პროცედურით, სპეციფიური რეაქტივების

გამოყენებით (AMPure XP micro Beads).

გასუფთავების შემდეგ ნიმუშები მოწმდება ბიოანალაიზერზე (სურათი 21, C).

კონტროლად გამოიყენება დისტილირებული წყლის ნიმუშები (სურათი 21, D). ასევე

ჩვენ გადავამოწმეთ გასუფთავების პროცესში ხომ არ ხდება დნმ ის გარკვეული

რაოდენობის დაკარგვა. შემოწმებამ აჩვენა, რომ პროცესის შედეგად დნმ - ი არ

იკარგება (სურათი 21. B).

სურათი 21. დნმ-ის ნიმუშის ელექტროფორეგრამა ( ნიმუში N 81, 230) პრაიმერ-

დიმერის წარმოქმნა A. მითითებულია ისრით; C. პრაიმერ-დიმერის მოშორების

შემდეგ; B. პროცესის შედეგად არ ხდება დნმ - ის დაკარგვა D. კონტროლად

გამოყენებულია დისტილირებული წყალი

D

C

B

A
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R. solanacearum - ის შერჩეული შტამების სრული გენომის სექვენირება

განვახორციელეთ ახალი თაობის სექვენატორზე (Next - gene Sequencing Illumina) -

პლატფორმა MiSeq -ზე.  კვლევის ამ ეტაპისათვის მოვახდინეთ მთლიანი გენომის

გაშიფვრა შემდეგი 4 იზოლატისათვის: S18 – KoP18 (ქობულეთი, მასპინძელი

კარტოფილი, 2012), S57 - AcP57 (ახალციხე, მასპინძელი კარტოფილი, 2014), S81 -

AkhP81 (ახალქალაქი, მასპინძელი კარტოფილი, 2014), ნიმუში S230 (ჰოლანდია,

მასპინძელი კარტოფილი, 2013).

სექვენსის შედეგების გასაანალიზებლად გამოვიყენეთ ბიოინფორმატიკული

პროგრამა CLC Bioworkbanch v8.1. და განვახორციელეთ მონაცემების ხარისხის

კონტროლი (QC). დასეკვენირებული შტამების ძირითადი სტატისტიკური

მახასიათებლები მოცემულია 22-ე სურათზე.

სურათი 22. დასეკვენირებული შტამების სტატისტიკური მახასიათებლები

სექვენირების შედეგად მიღებული იქნა საშუალოდ 3.772.955 თანმიმდევრობა,

7.551.697 ფრაგმენტის სახით.
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R. solanacearum - ის ქართული იზოლატების გენეტიკური პროფილის

დასახასიათებლად ჩვენთვის მეტად საინტერესო იყო პათოგენურობის

განმსაზღვრელი - ენდოგლუკონაზა გენის შესწავლა, რადგან ეს გენი მეტად

სპეციფიკურია ჩვენი კვლევის ობიექტისათვის და როგორც ლიტერატურული

წყაროებიდან ცნობილია, წარმოადგენს ბაქტერიის ვირულენტობის განმსაზღვრელ

ერთ-ერთ  ფაქტორს და წარმოაჩენს სახეობის შიგნით გენეტიკურ მრავალფეროვნებას

(Saile... 1997).

ენდოგლუკონაზა გენის იდენტიფიკაციისათვის გამოვიყენეთ პრაიმერების

წყვილი Endo–F (5’-ATGCATGCCGCTGGTCGCCGC-3’) და Endo-R (5’-

GCGTTGCCCGGCACGAACACC-3’).

არსებული პროტოკოლის თანახმად პჯრ-ის შედეგად უნდა

ამპლიფიცირებულიყო Egl –გენის 750bp ზომის უბანი (სურათი 23).

L 1   2    3    4   5   6    7   8  9  10 11 12  13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 L

L - დნმ ის ფრაგმენტების ზომის მარკერი. ნიმუშების განაწილება გელზე: 1-
,ნეგატიური კონტროლი. 2 –ACP2; 3-ACP5; 4- KHP6; 5-KHP9; 6- KHP10; 7- KOP18; 8-
KOPE19; 9 -KOP14 ; 10-KHP32; 11-KHP34; 12 -AKHP41; 13-KUT26 ; 14-KHP33; 15-ACP60; 16-
OZPE72; 17- ACP55; 18- ACP61; 19- ACP62; 20- ACP57; 21-KOT65; 22- OZT67; 23- AKHP79; 24-
AKHP81; 25- KHT88; 26- KOT47; 27 -NCBPP 325, 28-NCPPB4211

სურათი 23. R. solanacearum–ის ენდოგლუიკონაზა გენის შესაბამისი

ამფლიპიცირებული ფრაგმენტის ელექტროფოროგრამა

კვლევა განვაგრძეთ იმ ნიმუშებზე, სადაც თვალსაჩინო იყო, Egl -ის

ამპლიფიკაცია, შემდეგ ვახდენდით პჯრ პროდუქტის გასუფთავებას და
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სექვენირებას. შერჩეული სექვენირებული იზოლატების სია შესაბამისი

ფილოგენეტიკური მახასიათებლებით მოცემულია მე -16 ცხრილში.

ცხრილი 16.

ფილოგენეტიკურად შესწავლილი R. solanacearum-ის ქართული იზოლატების

სია

# იზოლატ
ი

შემთხვევისად
გილი

მასპინძელი
მცენარე

შემთხვევი
ს დრო

ფილოგენეტიკუ
რი ჯგუფი

რასა
/ბიოვა

რი
1 AcP2 ახალციხე კარტოფილი,

ჯიშიმარაბე
ლი

2011 ფილოტიპი I I რ3/ბII

2 AcP5 ახალციხე კარტოფილი
ჯიში ჯელი

2011 ფილოტიპი I I რ3/ბII

3 KhP6 ხულო კარტოფილი
ჯიში პიკასო

2011 ფილოტიპი I I რ3/ბII

4 KhP9 ხულო კარტოფილი
ჯიში

მარფონა

2011 ფილოტიპი I I რ3/ბII

5 KoP18 ქობულეთი,
ინსტიტუტის,

საცდელი
ნაკვეთი

კარტოფილი
ჯიში

მარფონა

2012 ფილოტიპი I I რ3/ბII

6 KoPe19 ქობულეთი წიწაკა 2012 ფილოტიპი I I რ3/ბII

7 KhP32 ხულო კარტოფილი
ჯიში

ვიქტორია

2013 ფილოტიპი I I რ3/ბII

8 KhP34 ხულო კარტოფილი,
ჯიში

დეზირე

2013 ფილოტიპი I I რ3/ბII

9 AkhP41 ახალქალაქი კარტოფილი 2013 ფილოტიპი I I რ3/ბII

10 AcP55 ახალციხე,
დაბა წნისი

კარტოფილი,
ჯიში იმპალა

2014 ფილოტიპი I I რ3/ბII

11 AcP61 ახალციხე,
სოფ:

მსხვირისი
N1მინდორი

კარტოფილი 2014 ფილოტიპი I I რ3/ბII

12 AcP62 ახალციხე,
სოფ:

მსხვირისი N2
მინდორი

კარტოფილი 2014 ფილოტიპი I I რ3/ბII
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13 AcP57 ახალციხე,
დაბა წნისი,

ელკანას
საცდელი

მეურნეობა.

კარტოფილი
ჯიში პიკასო

2014 ფილოტიპი I I რ3/ბII

14 KoT65 ქობულეთი,
სოფ.

ხუცუბანი

პომიდორი 2014 ფილოტიპი I I რ3/ბII

15 OzT67 ოზურგეთი,
სოფძიმისი

პომიდორი 2014 ფილოტიპი I I რ3/ბII

16 AkhP79 ახალქალაქი,
„აგრო

ქართუს“
საცდელი
ნაკვეთი

კარტოფილი
ჯიში იმპალა

2014 ფილოტიპი I I რ3/ბII

17 AkhP81 ახალქალაქი,
სოფ:

რუსთავი, N2
მინდორი

კარტოფილი 2014 ფილოტიპი I I რ3/ბII

18 KhT88 ხულო სოფ.
ქედლები

პომიდორი 2014 ფილოტიპი I I რ3/ბII

19 KhPe90 ხულო
სოფ.დეკანოს

იძეები

წიწაკა 2014 ფილოტიპი I I რ3/ბII

20 KoT47 ქობულეთი პომიდორი 2013 ფილოტიპი I რასა 1

ჩვენი კვლევის მიზანს წარმოადგენდა Egl –გენის სტუქტურის საფუძველზე,

გამოგვევლინა R. solanacearum - ის ქართული პოპულაციის შიდასახეობრივი

მრავალფეროვნება. სექვენირებული ნიმუშების მონაცემები გავაერთიანეთ და

მოვახდინეთ მათი შედარებითი ანალიზი. სურათი 24 ნათლად წარმოაჩენს ქართულ

იზოლატებს შორის არსებულ მსგავსება - განსხვავებებს ნუკლეოტიდური

მიმდევრობის მიხედვით. R. solanacearum KoT47, რომლის მასპინძელია პომიდორი,

ხოლო გავრცელების ადგილი - ქობულეთი, სრულიად განსხვავდება დანარჩენი

იზოლატებისგან. პირველი ტრიპლეტის ნუკლეოტიდური ფუძეების თანმიმდევრობა

ყველა ნიმუშში მსგავსია და წარმოდგენილია თიმინით, გუანინით და  ციტოზინით

(TGC), მაშინ როცა ნიმუშ KoT47-ის შემთხვევაში ის სრულიად განსხვავებულია

თანმიმდევრობით - ციტოზინი, თიმინი, თიმინი (CTT) (სურათი 24). იზოლატი

KhP34 და AKh41 ძალიან ახლოს არიან, ასევე R. solanacearum KoP18, KoP19, AcP2 და

KhP32 მსგავსი არიან ნუკლეოტიდური უბნების მონაცვლეობით.
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სურათი 24. დასექვენირებული R.solanasearum იზოლატების ნუკლეოტიდური

თანმიმდევრობის შედარებითი ანალიზი.

პოპულაციის შიგნით ადგილი ჰქონდა ვარიაბელურ უბნებს, რომელთა

სიხშირე ძალიან დაბალია (სურათი 25). გამოვლენილი მუტაციები შესაძლებელია

ახსნილი იყოს ბაქტერიული პათოგენისათვის დამახასიათებელი თვისებით,

რომელიც ლაბორატორიულ პირობებში პათოგენის ხშირი კულტივირებისას

ვლინდება და  "ფენოტიპური კონვერსია" -ის Penotypic convevce (PC) სახელით არის

ცნობილი. ეს მუტაციები გამოიხატება ვირულენტური თვისებების

ტრანსფორნმაციით  არავირულენტურში.  გენეტიკური ცვლილება ასახვას ჰპოვებს

ფენოტიპურად, რაც მდგომარეობს ლორწოვანი, მუკოიდური კოლონიების,

არავირულენტურ მშრალ და არამუკოიდურ ფორმებად გარდაქმნაში. ამ მოვლენას

ხშირად ჰქონდა ადგილი ბაქტერიოლოგიური კვლევების მიმდინარეობისას ჩვენს

ლაბორატორიაში.



107

პოპულაციის შიგნით ნუკლეოტიდურ დონეზე არსებულ მუტაციებს

გვიჩვენებს სუართი 25, სადაც ჩანს ქართულ იზოლატებს შორის მსგავსება -

განსხვავებები და მსგავსი ნუკლეოტიდური ფეძეების შეხვედრის სიხშირე.

სურათი 25. R.solanasearum ქართულ იზოლატების დასექვენირებულ ნიმუშებში

ცვალებადი უბნები და ტრიპლეტურ  დონეზე არსებული მსაგვსება - განსხვავებები.

R.solanacearum -ის ქართულ პოპულაციაში მსგავსი კოდონების შეხვედრის

სიხშირეს გვიჩვენებს სურათი 26.
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სურათი 26. მსგავსი კოდონების შეხვედრის სიხშირე

ჰომოლოგიური და ვარიაბელურ უბნები კიდევ უფრო თვალსაჩინოა

ნუკლეოტიდური თანმიმდევრობების ამინომჟავურ ენაზე ტრანსლაციისას. სურათი

27 წარმოაჩენს სრულიად იდენტურ და მეტნაკლებად ვარიაბელურ ამინომჟავური

უბნების არსებობას ქართული იზოლატების დასექვენირებულ ნიმუშებში. R.

solanaceaum KhP34 და AKh41 შესაბამისად იდენტურია ამინომჟავურ

თანმიმდევრობის მიხედვითაც.  ტრპლეტი - თიმინი, გუანინი და  ციტოზინი (TGC),

აკოდირებს  ამინომჟავა ცისტეინს, რომელიც საერთოა ყველა ნიმუშისათვის გარდა R.

solanacearum KoT47-ისა, რომლის საწყისი ამინომჟავაა  ლიზინი.
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სურათი 27. დასექვენირებული ქართული იზოლატების ამინომჟავური

თანმიმდევრობის ანალიზი

მიღებული მონაცემების სტატისტიკურად დამუშავების  შედეგებმა (ცხრილი

17) გვიჩვენა, რომ R. solanacearum-ის ქართული იზოლატები  გენეტიკური პროფილის

მსგავსების მიხედვით დაჯგუფდა რამდენიმე კლასტერულ ჯგუფად.
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ცხრილი 17

R. solanacearum-ის ქართული იზოლატების  სექვენირებული  ნიმუშების სტატისტიკურ მონაცემების ცხრილი

# R. solanacearum-ის
ქართული იზოლატები

ნუკლეოტიდური ფუძეების შეხვედრის სიხშირე  ტრიპლეტის პირველ, მეორე და მესამე
პოზიციაზე

T(U) C A G Total
T-
1 C-1 A-1 G-1

Pos
#1

T-
2 C-2 A-2 G-2

Pos
#2

T-
3 C-3 A-3 G-3

Pos
#3

1 KhP34_Khulo_Potato_2013 15.4 33.7 17.2 33.8 793.0 9 50.2 1.9 39.2 265.0 16 20.1 28.0 35.6 264.0 21 30.7 21.6 26.5 264.0
2 Akh41_Akhalqalaqi_Potato_2013 15.3 33.8 17.2 33.7 792.0 17 20.4 27.9 35.1 265.0 21 30.3 21.6 26.9 264.0 8 51.0 1.9 39.2 263.0
3 KT47_Kobulei_Tomato_2013 13.9 35.2 16.6 34.3 793.0 5 54.3 1.1 39.6 265.0 15 19.3 26.9 38.6 264.0 22 31.8 22.0 24.6 264.0
4 KP18_Kobuleti_potato 2012 15.3 33.9 17.2 33.7 793.0 8 50.9 1.9 39.2 265.0 16 19.7 28.0 36.0 264.0 22 31.1 21.6 25.8 264.0
5 KP19_Kobuleti_Potao_2012 15.1 33.8 17.4 33.7 781.0 8 50.8 2.3 39.2 260.0 17 20.0 28.1 35.4 260.0 21 30.7 21.8 26.4 261.0
6 AcP2-Akhaltsikhe_Potato2011 15.4 33.7 17.2 33.8 793.0 17 19.6 27.9 35.8 265.0 22 30.7 21.6 26.1 264.0 8 50.8 1.9 39.4 264.0
7 KhP32_Khulo_potao_2013 15.4 33.7 17.3 33.7 793.0 22 30.9 21.9 25.7 265.0 8 50.4 1.9 39.4 264.0 16 19.7 28.0 36.0 264.0
8 AcP5_Akhaltsikhe_Potato_2011 15.4 33.8 17.2 33.7 793.0 22 30.9 21.5 25.3 265.0 8 50.4 1.9 39.8 264.0 16 20.1 28.0 36.0 264.0
9 AcP55_Akhaltsikhe_Potato_2014 15.5 33.5 17.3 33.7 793.0 9 50.2 1.9 38.9 265.0 16 19.7 28.0 36.0 264.0 21 30.7 22.0 26.1 264.0
10 AcP57_Akhaltsikhe_Potato_2014 15.4 33.7 17.2 33.8 793.0 16 20.0 27.9 35.8 265.0 22 30.7 21.6 26.1 264.0 8 50.4 1.9 39.4 264.0
11 KhP6_Khulo_Potato 2011 15.3 33.8 17.2 33.8 793.0 16 19.6 27.9 36.6 265.0 22 31.4 21.6 25.4 264.0 8 50.4 1.9 39.4 264.0
12 AcP61_Akhaltsikhe_Potato_2014 15.3 33.8 17.2 33.8 793.0 22 30.6 21.5 25.7 265.0 8 50.8 1.9 39.8 264.0 16 20.1 28.0 36.0 264.0
13 AcP62_Akhaltsikhe_Potato_2014 15.5 33.5 17.2 33.8 793.0 17 19.6 27.9 35.8 265.0 22 30.7 21.6 26.1 264.0 8 50.4 1.9 39.4 264.0
14 KT65_Kobuleti_Tomato_2014 15.4 33.7 17.2 33.8 793.0 8 50.6 1.9 39.6 265.0 17 19.7 28.0 35.6 264.0 22 30.7 21.6 26.1 264.0
15 OzT67_Ozurgeti_Tomato 2014 15.4 33.8 17.2 33.6 792.0 8 50.4 1.9 39.4 264.0 16 20.5 28.0 35.6 264.0 22 30.7 21.6 25.8 264.0
16 AcP79_Akhaltsikhe_Potato_2014 15.4 33.7 17.3 33.7 793.0 21 30.6 21.9 26.4 265.0 9 50.4 1.9 39.0 264.0 16 20.1 28.0 35.6 264.0
17 AcP81_Akhaltsikhe_Potato 2014 15.4 33.8 17.2 33.6 792.0 8 50.6 1.9 39.2 265.0 16 20.5 28.0 35.2 264.0 22 30.4 21.7 26.2 263.0
18 Kh88_Khulo_Tomato_2014 15.5 33.5 17.2 33.8 793.0 22 30.6 21.5 26.0 265.0 8 50.4 1.9 39.4 264.0 16 19.7 28.0 36.0 264.0
19 KhP9_Khulo_Potao_2011 15.4 33.7 17.2 33.8 793.0 22 30.9 21.5 26.0 265.0 8 50.4 1.9 39.4 264.0 16 19.7 28.0 36.0 264.0
20 KhPe90_Khulo_Peper_2014 15.4 33.8 17.2 33.7 793.0 22 31.3 21.5 25.7 265.0 8 50.4 1.9 39.4 264.0 16 19.7 28.0 36.0 264.0

Avg. 15.3 33.8 17.2 33.8 792.3 15 36.1 15.3 33.7 264.7 15 33.3 17.2 34.7 263.8 16 31.9 19.0 32.8 263.8
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მიღებული შედეგების ნუკლეოტიდური სექვენსების გაანალიზება

მოვახდინეთ კომპიუტერული პროგრამა MEGA6 უზრუნველყოფით. სექვენირებულ

ქართულ იზოლატებს შორის ევოლუციური კავშირის დასადგენად, ავაგეთ

ფილოგენეტიკური ხე (სურათი 28), რომლის შესაქმნელად გამოვიყენეთ UPGMA

კლასტერული მეთოდი (Sneath... 1973). შედეგებმა აჩვენა რომ,  ფილოგენეტიკური

ხის განშტოებებს შორის საშუალო, ოპტიმალური სიგრძეა =29.23125143. ეს მანძილი

გამოხატავს ქართულ იზოლატებს შორის ევოლუციურ მსგავსება - განსხვავების

ხარისხს, რაც აისახება ფილოგენეტიკურ ხეზე იგივე მაშტაბებით. მანძილი

იზოლატებს შორის გამოითვლება მაქსიმალური ალბათობის მეთოდით (Tamura...

2004). ერთეულად მიჩნეულია ყოველ უბანზე ცვლადი ნუკლეოტიდური ფუძის

რიცხვი. ანალიზი მოიცავს 20 ნუკლეოტიდურ სექვენსს. ყველა პოზიციაზე

აღმოფხვრილია ხარვეზები და დაკარგული მონაცემები. საბოლოო ნუკლეოტიდური

ნაკრები წარმოდგენილი იყო 592 პოზიციით. ფილოგენეტიკური ანალიზი

განვახორციელეთ კომპიუტერული პროგრამა MEGA6 უზრუნველყოფით (Tamura,

2016).
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 AcP62_Akhaltsikhe_Potato_2014

 KoT65_Kobuleti_Tomato_2014

 OzT67_Ozurgeti_Tomato_2014

 AcP79_Akhaltsikhe_Potato_2014

 AcP61_Akhaltsikhe_Potato_2014

 AcP55_Akhaltsikhe_Potato_2014

 AcP57_Akhaltsikhe_Potato_2014

 KhP6_Khulo_Potato 2011

 KhPe90_Khulo_Peper_2014

 Kh88_Khulo_Tomato_2014

 KhP9_Khulo_Potao_2011

 AcP81_Akhaltsikhe_Potato 2014

 KhP34_Khulo_Potato_2013

 Akh41_Akhalqalaqi_Potato_2013

 KT47_Kobulei_Tomato_2013

 AcP5_Akhaltsikhe_Potato_2011

 KoP18_Kobuleti_potato 2012

 KhP32_Khulo_potao_2013

 KoP19_Kobuleti_Potao_2012

 AcP2-Akhaltsikhe_Potato2011

0123

სურათი 28. R. solanacearum-ის ქართული იზოლატების  ფოლოგენეტიკური

ხე, აგებული UPGMA კლასტერული მეთოდით, სექვენირებული

ენდოგლუკონაზა გენის მონაცემების საფუძველზე

შესწავლილი ნიმუშების ფილოგენეტიკურმა ანალიზმა გვიჩვენა რომ, R. solanacearum

- ის იზოლატეები - KP19, KT65, KhP34, OzT67 სექვენსური თანმიმდევრობით იყვნენ

ერთმანეთის მსგავსი, ამიტომ დალაგდნენ ახლოს. R. solanacearum KHP6 და R.

solanacearum AcP57 კი, დაჯგუფდნენ ერთ კლასტერში, რადგან ახასიათებდათ

მსგავსი ვარიაბელური უბნები. ერთმანეთის მსგავსი აღმოჩნდა  ნიმუში KhT88 და

KhP9, ხოლო იზოლატები KhP34, Akh41 ერთმანეთის (სურათი 28). ზოგადად,

გაანალიზებული იზოლატების უმრავლესობა ერთ დიდ კლასტერულ ჯგუფში

გაერთიანდნენ ხოლო ერთი შტამი R. solanacearum KoT47 აღმოჩნდა სრულიად



113

განსხვავებული, რაზეც მეტყველებს სტატისტიკური მონაცემები (ცხრილი 17).

მიღებული კვლევის შედეგებიდან გამომდინარე შეგვიძლია დავასკვნათ, რომ ჩვენს

მიერ შეწავლილი R. solanacearum ქართული იზოლატები წარმოადგენენ ორ

სხვადსხვა პოპულაციას (სურათი 28).

ჩვენი კვლევის შედეგები შევადარეთ გლობალურ მონაცემებთან

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast) რათა, გამოგვევლინა ქართული ფილოგენეტიკური

ჯგუფების წარმომავლობა და რაობა. კვლევაში გამოვიყენეთ FERA -ს მოლეკულური

ბიოლოგიის ლაბორატორიის საცავში არსებული R. solanacearum სტანდარტული

შტამების შესახებ მონაცემები http://ncppb.fera.defra.gov.uk/. გარდა ამისა, მოვახდინეთ

ჩვენი დასექვენირებული ნიმუშების შედარება გენბანკში უკვე შესწავლილი და

რეფერირებული R. solanacearum - ის შტამებთან http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast,

რომლებიც სხვადსხვა ფილოტიპურ ჯგუფს მიეკუთვნება (დანართი 2).

გავაერთიანეთ შტამების სექვენსების მონაცემები (დანართი 9) და შედარებითი

ანალიზისათვის ავაგეთ ფილოგენეტიკური ხე (სურათი 29).
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სურათი 29. R. solanacearum - ის ქართული იზოლატებისა და სხვასხვა

წარმოშობის რეფერენს შტამებისგან შექმნილი ფილოგენეტიკური ხე



115

R. solanacearum - ის ქართულ იზოლატებსა და სხვადასხვა წარმოშობის

რეფერენს შტამებს შორის ევოლუციური კავშირის დასადგენად გამოვიყენეთ UPGMA

(Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean) კლასტერული მეთოდი

(Sneath... 1973). სექვენირების შედეგებმა აჩვენა რომ,  ფილოგენეტიკური ხის

განშტოებებს შორის საშუალო  სიგრძეა = 22.36728122. სულ გაანალიზებულია 67

შტამის  სექვენსი.  კოდონები მოიცავს ინფორმაციას, როგორც ტრიპლეტის პირველ,

მეორე და მესამე პოზიციაზე ასევე არაკოდონურ უბნებზე (ყველა პოზიციაზე

ხარვეზების და დაკარგული მონაცემების აღმოფხვრით). ფილოგენეტიკური

ანალიზი განხორციელებული იქნა კომპიუტერული პროგრამა MEGA6

უზრუნველყოფით (Tamura 2013).

გაანალიზებული ნიმუშების კლასტერებად დაჯგუფებისას გამოიკვეთა

შემდეგი სურათი: R. solanacearum - ის ქართული შტამების უმეტესობა დაჯგუფდა

ერთ კლასტერულ ჯგუფად, რომლებიც ძალიან ახლოს იდგნენ ინდონეზიის შტამთან

- KC75, რომელიც გამოყოფილი იყო დაავადებული ბანანიდან 2014 წელს. ორი

იზოლატი: R. solanacearum KhP34 და R. solanacearum AkhP41 ახლოს მდგომია

შტამებთან: 3857 UK (კარტოფილი, დიდი ბრიტანეთი), CFBP 3858 (კარტოფილი,

ნიდერლანდები, 2000 ) და ACHO 158 (კარტოფილი, ავსტრალია,  2009). მათგან

განსხვავებით იზოლატი R. solanacearum KoT47 მოხვდა სხვა კლასტერულ ჯგუფში,

ახლოს იაპონურ იზოლატთან - MAFF 2011475 (სანელებელი მცენარე ჯანჯაფილი,

იაპონია, 2003).

შესწავლილი შტამების ფილოგენეტიკური ანალიზით უნდა აღინიშნოს, რომ

R. solanacearum - ის ქართული იზოლატების რეფერენს შტამებთან შედარებისას მათი

უმეტესი ნაწილი მიეკუთვნა ფილოტიპ IIB / სექვოვარ 1 (IIB1), რომელიც

საყოველთაოდ ცნობილია, როგორც  რასა 3 ბიოვარი 2 (Janse, 1996; Janse... 2004;

Sanchez-Perez, 2008; Siri... 2011). ეს არის ე.წ. პანდემიური რასა, რომელიც

გავრცელებულია მთელს მსოფლიოში. არსებობს მოსაზრება, რომ აღნიშნული რასის

გავრცელებას ხელი შეუწყო ლატენტურად ინფიცირებული სათესლე კარტოფილის

იმპორტმა იმ რეგიონებიდან, სადაც დაავადება პანდემიის ხასიათს ატარებს (Janse...

1996; Cellier and Prior, 2010; Wicker... 2011).
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II ფილოტიპის შტამები წარმოშობილია ცენტრალურ და სამხრეთ ამერიკაში,

მაგრამ არ გვხვდება ჩრდილოეთ ამერიკაში, სადაც R. solanacearum აგრო

ტერორიზმის აგენტთა სიაში არის შეყვანილი (Swanson… 2005). გარდა ამისა, იგი

საკარანტინო მიკროორგანიზმია  დიდ ბრიტანეთში, ევროკავშირის მრავალ ქვეყანაში

და მათ შორის საქართველოშიც.

საინტერესო შედეგი გამოვლინდა R. solanacearum KoT47 ანალიზისას. ამ

იზოლატის (მიღებული იყო ქობულეთში პომიდვრის ნიმუშიდან) ენდოგლუკონაზა

გენის სექვენსური თანმიმდევრობა, ძალიან ახლოსაა იაპონიაში გავრცელებულ

მცენარე ჯანჯაფილიდან მიღებულ R. solanacearum -ის იზოლატთან და შესაბამისად

ეს ორი შტამი ერთიანდება იმ კლასტერულ ჯგუფში, სადაც შედის ფილოტიპი I

რეფერენს შტამები. ვარუდობენ, რომ, ამ ფილოტიპში გაერთიანებული შტამები

წარმოშობილია აზიიდან. II ფილოტიპის შტამებთან შედარებით მათ ახასიათებთ

ზრდის მაღალი ოპტიმალური  ტემპერატურა და გამოირჩევიან პატრონ მცენარეთა

ფართო სპექტრით.

ლიტერატურული წყაროებიდან (Swanson... 2005; Nelson... 2013) ცნობილია,

როგორც კარტოფილის ტუბერები, ასევე ჯანჯაფილის ფესვებიც ადვილად

ინფიცირდება  ბაქტერია R. solanacearum - ით და ლატენტურად ინფიცირებული

სათესლე მასალის ექსპორტი წარმოადგენს დაავადების გავრცელების მაღალ რისკ

ფაქტორს მთელს მსოფლიოში (Pegg... 1974; Indrasenan... 1981; Kumar... 2002).

ამრიგად, ჩვენს მიერ განხორციელებული კვლევებიდან გამომდინარე,

შეგვიძლია ვთქვათ, რომ საქართველოში ამჟამად გავრცელებულია R. solanacearum

ორი ფილოგენეტიკური ჯგუფი: ფილოტიპი IIB და ფილოტიპი I, რომელთაც

სხვადასხვა წარმოშობა აქვთ. IIB ფილოტიპი შტამები არიან ძირითადად ევროპული

წარმოშობის და მათი ზრდის ოპტიმალური ტემპერატურა შედარებით დაბალია

(Kim... 2003; Daughtrey 2003). რასა 3 ბიოვარი 2 -ის შტამები  გვხვდება მთიან

რეგიონებში (სამცხე-ჯავახეთი, ზემო აჭარა), სადაც კლიმატი ცივია. აღნიშნული

რეგიონები ჩვენი ქვეყნისათვის მეკარტოფილეობის ზონებად ითვლება, ამიტომ ეს

ფაქტი განსაკუთრებით საყურადღებოა. გარდა ამისა, ამ ჯგუფს მიეკუთვნება

აგრეთვე შტამები, რომლებიც გამოყოფილია სხვადასხვა მასპინძელი მცენარეებიდან,
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როგორიცაა კარტოფილი, პომიდორი, წიწაკა, რომელთა გავრცელების ადგილი

მოიცავს  საქართველოს სხვადსხვა რეგიონს.

ფილოტიპი I, რომელიც აერთიანებს 3,4,5 ბიოვარს აქვთ აზიური წარმოშობა

(Seal... 1999; Poussier... 1999). პათოგენის ზრდა - განვითარებისათვის ოპტიმალური

ტემპერატურაა 30-320 С . ფილოტიპი I -ის ჯგუფში შედიან R. solanacearum-ის ის

შტამები, რომლებიც გავრცელებული იყო დასავლეთ საქართველოს სუბტროპიკულ

ზონაში (ქობულეთის რაიონი), სადაც კლიმატი ცხელი და უხვ ნალექიანია. ასეთი

კლიმატი კი ხელსაყრელია პათოგენის არსებობისა და გავრცელებისათვის.

მიღებული მონაცემებით შეგვიძლია გამოვიტანოთ დასკვნა, რომ ამჟამად

საქართველოში ცირკულირებს ორი სხვადსხვა პოპულაცია და ყავს მრავალი

მასპინძელი მცენარე (კარტოფილი, პომიდორი, წიწაკა, ბადრიჯანი და

დეკორატიული მცენარეები), რაც მიუთითებს პოპულაციის ჰეტეროგენულობაზე.

გარდა ამისა, ჩვენი კვლევების საფუძველზე დავადგინეთ რომ, სამცხე-ჯავახეთში

გავრცელებულია R. solanacearum -ის პანდემური რასა 3 ბიოვარი 2 რომლის,

გავრცელების ინტენსივობა საკმაოდ მაღალია. ცნობილია რომ, ეს რასა  ფართოდაა

გავრცელებული მსოფლიოს მრავალ  ქვეყანაში და ზარალი  ყოველ  წელს

მილიონობით  დოლარს  შეადგენს (Floyd,  2007). სამცხე-ჯავახეთის რეგიონი ჩვენი

ქვეყნისათვის მეკარტოფილეობის ზონად ითვლება, აღმოჩნდა რომ პათოგენი კარგად

ადაპტირებულია მაღალმთიან, გრილ კლიმატურ პირობებთან, ამ ფაქტის გამოვლენა

მეტად მნიშვნელოვანი და საყურადღებოა.

ჩვენი შემდგომი კვლევა მოიცავს ბრძოლის უსაფრთხო, ბიოლოგიური

ღონისძიებების გატარებას, ბაქტერიოფაგების გამოყენებით R. solanacearum-ით

გამოწვეული მცენარეთა ბაქტერიოზების წინააღმდეგ. რომელიც ითვალისწინებს

შესაბამისად  პათოგენის  მიმართ მგრძნობიარე ბაქტერიული ვირუსების გამოვლენას

და ლიზისური  სპექტრის შესწავლას.
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3.7. სპეციფიური ბაქტერიოფაგების მგრძნობელობის შესწავლა R.

solanacearum -ის ქართული იზოლატების მიმართ

მიმდინარე კვლევის პერიოდში R. solanacearum - ის მიმართ  სპეციფიკური

ბაქტერიოფაგების გავრცელების შესწავლის მიზნით, გამოვიკვლიეთ საქართველოს

სხვადასხვა  მდინარეებიდან აღებული წყლის სინჯები და ნიადაგის ნიმუშები.

მონიტორინგი მოიცავდა ახალციხის, ბორჯომ-წაღვერის და ქობულეთის რაიონს, იქ

სადაც დადგენილი იყო R. solanacearum - ის გავრცელება. ფაგების გამოყოფა

მოვახდინეთ წყლის ნიმუშებიდან, რომლებიც მოგროვებული იყო  ქობულეთის

მდინარეებიდან (დეხვა; აჭყვა; კინტრიშის ხეობის ღელე), შავი ზღვიდან, ახალციხის

ხეობის მდინარიდან  და ბორჯომის ხეობის მდინარე მუჯახელადან. ნიმუშების აღება

ხდებოდა წლის სხვადასხვა, ძირითადად თბილ პერიოდში.

R. solanacearum-ის სპეციფიკური ბაქტერიოფაგების გამოსავლენად

გამოყენებული იყო ფაგების გამოყოფის სტანდარტული გამდიდრების მეთოდი,

სადაც მასპინძელ ბაქტერიებად ჩათესილი იყო საქართველოში მოგროვებული

მასალიდან გამოყოფილი R. solanacearum-ის  32 შტამი.  გამდიდრებული ნარევის

მომზადების მიზნით მოვახდინეთ მათი დაჯუფება და ჩათესვა შემდეგნაირად:

ახალციხის ხეობის მდინარის ნიმუშში იზოლატები ჩავთესეთ ორ ჯგუფად: I -

KhT88, AcP62, KPe19, AcP57, KoT65, KhP33, KoT50, Ko48;  II - AcP3, AcP5, AcP58, KhP9,

KhP8, KoP18, AkhP80. ქობულეთის ზღვის წყალში სამ ჯგუფად -I -KoT46,

KoEg31,NiP43, AkhP38, AcP55,KoT47, KoP63, AcP2, OzT67, II - KhT88, AcP62, KPe19,

AcP57, KoT65, KhP33, KoT50, Ko48; III - KeT93, KoP97, KePe99, AcP61, NCBPP3725,

NCBPP 3996, NCBPP4214, NCBPP325, NCBPP4211, KhPe91; ქობულეთის მდინარე

აჭყვის წყლიდან აღებულ ნიმუშში სამ ჯგუფად I – AcP59, KoP18, KhT88, AkhP80,

AKhP42, NiP43, KhP33, KoT50, Ko48; II - KoT46, AkhP38, AcP55, KoT47, OzT67, KeT92,

KheT96, KePe94, AkhP100, AcP98, KhT89; III - KeT93, KoP97, KePe99, AcP61,

NCBPP3725, NCBPP 3996, NCBPP4214, NCBPP325, NCBPP4211, KhPe91; ბორჯომის

ხეობის მდინარე მუჯახელადან აღებულ ნიმუშში ორ ჯგუფად: I -AcP3, AcP5, AcP58,

KhP9, KhP8, KoP18, AkhP80,  II - KhT88, AcP62, KoPe19, AcP57, KoT65, KhP33, KoT50,

Ko48; ქობულეთის მდინარე დეხვას წყლის ნიმუშში სამ ჯგუფად: I -KhT88, AcP62,

KPe19, AcP57, KoT65, KhP33, KoT50, Ko48;  II – KoT46, AkhP38, AcP55, KoT47, OzT67,
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KeT92, KheT96, KePe94, AkhP100, AcP98, KhT89; III - KeT93, KoP97, KePe99, AcP61,

NCBPP3725, NCBPP 3996, NCBPP4214, NCBPP325, NCBPP4211, KhPe91.

უნდა აღინიშნოს, რომ ზამთრის თვეებში და ადრე გაზაფხულზე

ფიტოპათოგენებისადმი სპეციფიური ფაგები გარემოში ფაქტობრივად არ

ვლინდებიან, რაც პირველ რიგში დაკავშირებული უნდა იყოს მათ მიმართ

მგრძნომიარე ბაქტერიების მინიმალურ რიცხობრიობასთან და ასევე კლიმატურ

ფაქტორებთან. ტემპერატურისა და სინესტის მატებასთან და შესაბამისად

დაავადების გავრცელების ალბათობის ზრდასთან ერთად, ფაგების გამოყოფის

სიხშირე მატულობდა და პიკს ზაფხულის ბოლოს, შემოდგომის დასაწყისში აღწევდა.

სტანდარტულად გამდიდრებული ნარევების ინკუბაციისას, მიღებული ლიზატების

ცენტრიფუგირებისა და მემბრანული ფილტრაციის შემდეგ, ვახდენდით

ბაქტერიოფაგების შემცველობის გამოვლენას სპოტ - ტესტის მეშვეობით  (იხ.ზემოთ).

კვლევებმა გვიჩვენა რომ, R. solanacearum-ის ქართული იზოლატები ავლენდნენ

განსხვავებულ მგრძნობელობას ფაგების მიმართ. შტამების 30% რეზისტენტული იყო

ჩვენს მიერ გამოყოფილი ფაგური ნარევების მიმართ. Ralstonia solanacearum -ის

იზოლატების 50%  ავლენდა საშუალო ხარისხის ფაგომგრძნობელობას, ხოლო 20%-ს

ახასიათებდა მაღალი მგრძნოებლობა. R. solanacearum-ის ათამდე იზოლატი

ხასიათდებოდა მაღალი მგრძნობელობით ფაგური ნარევების უმრავლესობის

მიმართ, ამ მხრივ განსაკუთრებით აღსანიშნავია იზოლატები: R. solanacearum KoP63,

KoPe19, AcP5. ზოგიერთი იზოლატი (R. solanacearum KhP33, KoP97, AkhP80, AKhP42,

Ko48, OzT67 და AcP55) კი მხოლოდ ცალკეული ერთეული ფაგოლიზატის მიმართ

იყო მგრძნობიარე. ფაგური ნარევების ნაწილი (F 3-3; F3-2; F 2-1; F2-3; F3-1; FD1; FA1)

ხასიათდებოდა ფართო ლიზისურ სპექტრით, ხოლო ზოგიერთი (F4-1; F6-1; F6-2; F17;

FN11;FN5; FD3) ვიწრო ლიზისური სპექტრით (ცხრილი 18).
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ცხრილი 18.

ფაგური ნარევების ლიზისური სპექტრი R. solanacearum-ის ქართული იზოლატების მიმართ.

#
იზოლა-

ტები
რასა

/ბიოვარი

ფაგური     ნარევები
F3

-3

F3
-2

F4
-1

F 
6-

1

F 
2-

1

F 
2-

3

F 
3-

1

F 
2-

2

F 
6-

2

F 
6-

1

F1
7

F6
-3

FN
11

FN
5

FD
1

FD
3

FA
1

2m
ix

F2
B

F2
S

3M
ix

F3
B

F3
S

1 AcP3 R3B2 scl sc l R R R scl scl scl scl R R R R R scl R scl scl R R scl R R

2 AcP2 R3B2 cl scl R R cl cl cl R R R R cl R R scl R scl scl R R scl R R

3 AcP5 R3B2 scl scl R R cl cl cl cl R R R scl R R scl R scl scl scl scl scl scl
4 AcP58 R1B3 scl scl R R scl scl scl R R R R scl R R scl R scl scl R R scl R R

5 AkhP42 R1B3
R R R R R R R R R R R R R R

scl scl
R

R
R R R R R

6 KoEg31 R3B2 cl scl R R scl scl scl scl scl R R R R R R R R scl R R R R R

7 KoT48 R3B2 R R R R R R R R R R R R R R R R R scl R R scl R R

8 KoP18 R3B2 R cl cl R scl cl R R R R R cl R R R R R R R R R R R

9 KhP33 R3B2 R R R R R R R R R R R R R R scl R R R R R R R R

10 AcP57 R3B2 cl R R R cl cl cl cl R R R R R R scl R scl scl R R scl R R

11 KoT65 R1B3 cl R R R cl cl cl cl R R R R R R R R R R R R R R R

12 KoPe19 R3B2 cl cl cl cl cl cl cl cl R R R scl R scl scl R scl scl R R scl R R

13 Akhp80 R1B3 R R R R R R R R R R R R R R cl R scl R R R R R R

14 KoP63 R3B2 scl scl scl scl scl scl scl scl scl scl R scl scl scl scl R scl scl R R scl R R

15 KoP97 R3B2 R R R R R R R R R R scl R R R R R R R R R R R R

16 KePe94 R3B2 scl scl scl scl scl R scl scl scl R R R R R R R R R R R R R R

17 AcP55 R3B2 R R R R R R R R R R R R R R R R scl R R R R R R

18 KoT65 R3B2 R R R R R R R R R R R R R R scl R R R R R R R R

19 KhP8 R3B2 R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R

20 KhP9 R1B3 R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R

21 NiP43 R3B2 R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R
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R - რეზისტენტული ; cl -–სრული ლიზისი; scl - საშუალო

22 KoT47 R3B2 R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R

23 OzT67 R3B2 R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R

24 KoT46 R1B3 R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R

25 KoT50 R3B2 R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R

26 AcP62 R3B2 R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R

27 AcP59 R3B2 R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R

28 AkhP38 R3B2 R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R

29 KhT88 R3B R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R

30 AcP98 R3B2 R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R

31 NCPPB4214 B3/ND R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R

32 NCPPB3725 BDB R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R
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კლონირების მიზნით მსგავსი ფაგები  გავაერთიანეთ ორ  ჯგუფად: 2Mix, 3Mix.

ფილტრატების მრავალჯერადი პასაჟის შედეგად საბოლოოდ მივიღეთ ოთხი კლონი

F2B, F2S, F3B, F3S. მათი პატრონი შტამი იყო R.solanacearum -ის KoPe19, რომელიც

გამოყოფილი იყო ქობულეთში დაავადებული წიწაკიდან, და მიეკუთვნა რასა 3 და

ბიოვარ 2-ს. ფაგების ნეგატიური კოლონიების შესწავლამ გვიჩვენა რომ ფაგური

კლონი - F3B ხასიათდებოდა 2-3მმ ზომის, მრგვალი, მღვრიე კოლონიებით, მცირე

ნათელი ცენტრით. ელექტრონული მიკროსკოპით ჩატარებული კვლევის

მონაცემებით, გამოვლინდა Moviridae-ს მორფოლოგიის მქონე ფაგების ნარევი

(სურათი 31). ერთი დიდი ზომის ფაგი, რომლის თავის დიამეტრი შეადეგნს -

91±1,5ნმ,  კუდის ზომებია - 95,5±1,5 X 26±1ნმ,  აქვს კარგად გამოხატული ფიბრილები.

მეორე ფაგი ხასაითდებიდა  პატარა თავით (დიამეტრი 78±1ნმ, კუდის ზომები - 126±1

X22±1ნმ± 21,74ნმ).

სურათი 31.

F2B ბაქტერიოფაგის ნეგატიური კოლონიები  2-3მმ ზომისაა, მღვრიე  ნათელი

ცენტრით, ელექტრონული მიკროსკოპის მონაცემებით, ასევე მიეკუთვნება

Myoviridae-ს ოჯახს, ვირიონის ზომებია: თავის დიამეტრი 78,3±1,2ნმ-ია, კუდი -

130±1,5X21,7±1,2ნმ (სურათი 32).
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სურათი 32.

F3S ბაქტერიოფაგს ახასიათებდა მცირე ზომის (D=1მმ) ოდნავ მღვრიე კოლონიები.

ელექტრონული მიკროსკოპის მონაცემებით, მიეკუთვნება Myoviridae-ს ოჯახს, თავის

დიამეტრია 86,9±1,2ნმ,  კუდის ზომები - 95,6±1,5X 34,8±1,0ნმ. აქვს ფიბრილები

(სურათი 33).

სურათი 33.

F2S ბაქტერიოფაგს - ასევე  ახასიათებდა 1მმ დიამეტრის  მრგვალი,  ოდნავ მღვრიე

კოლონიები. ელექტრონული მიკროსკოპის მონაცემებით, ასევე მიეკუთვნება

Myoviridae-ს ოჯახს, თავის დიამეტრი -65,6±1,4ნმ-ია, კუდის ზომები -

87,0±1,4X21,7±1,2ნმ,ახასიათებს ფიბრილები (სურათი 34).
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სურათი 34.

კვლევებმა გვიჩვენა რომ R. solanacearum-ის შტამები გამოირჩევიან ძალიან

მაღალი მრავალფეროვნებით ფაგებისადმი მგრძნობელობის თვალსაზრისით. ჩვენს

მიერ გამორჩეული იქნა განსაკუთრებით მგრძნობიარე ფაგების ჯგუფი, რომლებზეც

გაგრძელდება შემდგომი კვლევები.

3.8. R. solanacearum -ის მიმართ აჭარის ზღვისპირეთის ფლორის

მერქნიანი სახეობების ანტიბაქტერიული აქტივობის შესწავლა

R. solanacearum - ის მიმართ მცენარეთა ექსტრაქტების ანტიბაქტერიული

აქტივობის შესასწავლად განვახორციელეთ სკრინინგი. ამ მიზნით შერჩეული იქნა

დასავლეთ საქართველოს აჭარის ტენიანი სუბტროპიკული კლიმატის პირობებში

მოზარდი ადგილობრივი და ეგზოტური მერქნიანი სახეობებიდან ფოთოლმცვენი და

მარადმწვანე მერქნიანი მცენარეების 60 სახეობა, კერძოდ, Bignonia, Viburnum,

Rhododendron, Manihot, Corylopsis, Hamamelis, Liquidambar, Loropetalum, Distylium,

Parrotiopsis, Parrotia, Fortunearia, Illicium, Iuglans, Cinnamomum, Machilus, Neolitzea,

Magnolia, Cocculus, Dorifora, Eucalyptus, Camellia, Myrtus, Pittosporum, Laurocerasus,

Buxus გვარები. ეს სახეობები ძირითადად წარმოადგენენ ბათუმის ბოტანიკური ბაღის

მდიდარ მერქნიან მცენარეთა კოლექციის ნაწილს, ბევრი მათგანი კი უკვე ფართოდ

და წარმატებით არის დანერგილი დასავლეთ საქართველოს აჭარის ზღვისპირეთის

დეკორატიულ მებაღეობაში, ბაღების, სკვერების და სხვადასხვა მწვანე ობიექტის
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განაშენიანებაში. აქვე უნდა აღინიშნოს, რომ შესწავლილი სახეობებიდან 9

წარმოადგენს მსოფლიო წითელის ნუსხის (IUCN) მცენარეებს: Abies nordmanniana,

Corylopsis pauciflora, Ginkgo biloba, Iuglans regia, Liquidambar styraciflua, Magnolia

delavayi, Magnolia officinalis, Taxus baccata.

აღნიშნული კვლევა ხორციელდებოდა ბიომრავალფეროვნების მიმართულების

კოლეგებთან ერთად, ვინაიდან წარმოდგენილი მცენარეული ობიექტების

ანტიმიკრობული აქტივობის შესახებ კვლევები წლების განმავლობაში

მიმდინარეობდა, რაც ასახულია არაერთ შრომაში (მეტრეველი...2003, 2006, 2008, 2009,

2012:      ; Чиджавадзе 1980: ). აგრეთვე ცნობილია, in vivo და in vitro პირობებში, ამა

თუ იმ მცენარის ექსტრაქტის მაღალი მგრძნობელობა R. solanacearum-ის -ის მიმართ,

(Lemos…2005; Lopez…2005; Larkin...2007;Walters... 2009).

მონაცემთა დაზუსტების და გამყარების მიზნით ექსპერიმენტები გაგრძელდა

ბაქტერიოციდული მიმართულებით. კვლევაში გამოყენებული იქნა 2012-2015

წლებში შეგროვილი R. solanacearum-ის ქართული შტამები, რომლებიც

იზოლირებული იყო სხვადასხვა მასპინძელი მცენარიდან (კარტოფილი, პომიდორი,

წიწაკა).

ანტიბაქტერიული მოქმედების შესასწავლად Ralstonia solanacearum-ის

შემთხვევაში საანალიზო მასალა აღებული იქნა გაზაფხულის, ზაფხულისა და

შემოდგომის პერიოდებში. მცენარის თხევად ექსტრაქტს ვღებულობდით ახლად

დაკრეფილი გამოსაკვლევი მცენარის ფოთლებიდან (100გრ), რომელთაც

ვასუფთავებდით დისტილირებული და სტერილური წყლით, კარგად

ვაქუცმაცებდით სტერილური მაკრატლით და ვსრესდით მექანიკურ როდინში,

100მლ  სტერილური წყლის დამატებით. შემდგომ ვახდენდით ცენტრიფუგირებას

(5000 ბრუნი/წთ) 10 წთ-ის განმავლობაში და სუპერნატანტს ვიყენებდით ჩვენს

კვლევაში.

ცდების შედეგად გამოვლინდა რომ, მცენარეთა ექსტრაქტების ნაწილმა გავლენა

ვერ მოახდინა ბაქტერია R. solanacearum - ის ზრდაზე, ხოლო ნაწილმა დადებითი

შედეგი მოგვცა. აღსანიშნავია, რომ დადებითი შედეგი მოგვცა აგვისტოს თვეში

ჩატარებულმა ცდებმა. ფოთლების ექსტრაქტების მოქმედებით მიღებული

ბაქტერიული კულტურის ზრდის დათრგუნვის ზონის დიამეტრის, ლიზისური
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უბნების მიხედვით მივიღეთ ძლიერი და საშუალო ანტიბაქტერიული მოქმედების

სახეობები (ცხრილი 19). 1) ძლიერი ანტიბაქტერიული აქტივობის სახეობები: Parrotia

persica (DC.)C. A. Mey, Hamamelis japonica Sieb. et Zucc., Hamamelis virginiana L.,

Hamamelis mollis  Oliv., Myrtus communis,  Liquidambar styraciflua L., Corylopsis

pauciflora Sieb. et Zucc., Buxus colchica Pojark.; მათ შორის ყველაზე მაღალი

მგრძნობელობა გამოავლინა ფოთოლმცვენი  ბუჩქის Corylopsis pauciflora - ს ნედლი

ფოთლების ექსტრაქტმა. ბაქტერიული კულტურის ინჰიბირებული ზონის დიამეტრი

≥30±2 -ს აღწევდა. ეს სახეობა მიეკუთვნება Hamamelidaceae - ის ოჯახს და გვხვდება

იაპონიაში, ჩინეთში და ტაივანში. 2) საშუალო ანტიბაქტერიული აქტივობის

სახეობები: Abies nordmanniana (Stev.)Spach., Iuglans regia L., Taxus baccata L.,Parrotiopsis

jaquemontiana (Decne.) Rehd., Corylopsis sinensisHemsl. ,  Pittosporum floribundum Wight.

etArn., Liquidambar formosanaHance., Corylopsis spicataSieb. etZucc., Eucaliptus cinerea F.

Muell. etBenth., Laurocerasus officinalis M. Roem.,  Ginkgo biloba L.

ცხრილი 19.

აჭარის ზღვისპირეთის ფლორის მერქნიანი სახეობების ანტიბაქტერიული აქტივობის
სკრინინგის შედეგები

№ სახეობა სასიცოცხლო
ფორმა

ფიტოპათოგენური
ბაქტერიის

R. solanacearum-ის
ზრდის

დათრგუნვის
ზონის დიამეტრი

(მმ)

ანტიმიკრობული
აქტივობის

ხარისხი

1 Abies nordmanniana მარადმწვანე ხე ≥15±2 საშუალო
2 Buxus colchica მარადმწვანე

ბუჩქი, ხე
≥20±2 ძლიერი

3 Ginkgo biloba L ფოთოლმცვენი ხე ≥15±2 საშუალო
4 Corylopsis pauciflora ფოთოლმცვენი

ბუჩქი
≥30±2 ძლიერი

5 Corylopsis sinensis ფოთოლმცვენი
ბუჩქი

≥15±2 საშუალო

6 Corylopsis spicata ფოთოლმცვენი
ბუჩქი

≥15±2 საშუალო

7 Eucalyptus cinerea ფოთოლმცვენი ხე ≥15±2 საშუალო
8 Hamamelis japonica ფოთოლმცვენი ≥25±2 ძლიერი
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ბუჩქი
9 Hamamelis mollis ფოთოლმცვენი

ბუჩქი
≥25±2 ძლიერი

10 Hamamelis
virginiana

ფოთოლმცვენი
ბუჩქი

≥25±2 ძლიერი

11 Iuglans regia ფოთოლმცვენი ხე ≥15±2 საშუალო
12 Laurocerasus

officinalis
მარადმწვანე

ბუჩქი,
≥15±2 საშუალო

13 Liquidambar
formosana

ფოთოლმცვენი ხე ≥15±2 საშუალო

14 Liquidambar
styraciflua

ფოთოლმცვენი ხე ≥25±2 ძლიერი

15 Myrtus communis მარადმწვანე ბუჩქი ≥15±2 საშუალო
16 Parrotiapersica ფოთოლმცვენი ხე ≥25±2 ძლიერი
17 Parrotiopsis

jaquemontiana
ფოთოლმცვენი

ბუჩქი
≥15±2 საშუალო

18 Pittosporum
floribundum

მარადმწვანე ხე ≥15±2 საშუალო

19 Taxusbaccata მარადმწვანე ხე ≥18±2 საშუალო

ამრიგად In vitro პირობებში, ჩვენს მიერ ჩატარებული მცენარეთა

ანტიბაქტერიული აქტივობის სკრინინგის შედეგების საფუძველზე, შეგვიძლია

ვთქვათ რომ, შესაძლებელია წარმატებით გამოვიყენოთ აღნიშნული მცენარეთა

ექსტრაქტი, როგორც პოტენციური ბრძოლის საშუალება, ბაქტერია R. solanacearum -

ით გამოწვეული  ბაქტერიოზების  წინააღმდეგ. აღნიშნული კვლევა სიახლეა და

მოითხოვს შემდგომ ღრმა კვლევის გაგრძელებას, რათა შესწავლილ იქნას

ექსტრაქტის თუ რომელი შემადგენელი კომპონენტი თრგუნავს კონკრეტულად

ბაქტერიის ზრდას, რომელიც სამომავლოდ, შესაძლებელია გამოყენებულ იქნას

ბიოპრეპარატის შექმნაში.
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დასკვნები:

1. ჩვენს მიერ 2011-2015 წწ. განხორციელებული კვლევებით, პირველად

გამოვლინდა მცენარეთა ბაქტერიული ლპობის შემთხვევები საქართველოში

და იდენტიფიცირებული იქნა დაავადების გამომწვევი - ფიტოპათოგენური

ბაქტერია Ralstonia solanacearum. საქართველოს სოფლის  მეურნეობის

მინისტრის N2–13 2006 წლის  31  იანვრის  ბრძანების მიხედვით R.

solanacearum შესული იყო საქართველოს მცენარეთა არარეგისტრირებულ

საკარანტინო ობიექტების ნუსხაში. ჩვენი კვლევების შედეგების

გათვალისწინებით მთავრობის 2014 წლის 14 ივლისის დადგენილება # 446 -

ის (16.07.2014) საფუძველზე, R. solanacearum მიეკუთვნა საქართველოში

შეზღუდულად გავრცელებულ, საკარანტინო კატეგორიის პათოგენებს.

2. პირველად, გამოვლენილ იქნა R. solanacearum - ის მასპინძელი მცენარეები

საქართველოში: კარტოფილი, პომიდორი, წიწაკა, ბადრიჯანი და

დეკორატიული მცენარეები: Streilizia spp., და Pelargonium zonale. დაავადების

უმეტესობა გამოვლინდა კარტოფილის მცენარეზე - 57,7%, ხოლო პომიდორზე

ბაქტერიული ჭკნობის ინტენსივობა შეადგენდა - 54,8%-ს.

3. პირველად, დავადგინეთ ბაქტერია R. solanacearum- ის გავრცელების

გეოგრაფიული არეალი საქართველოში: სამცხე -ჯავახეთი, ზემო აჭარა,

კოლხეთის დაბლობი და შიდა ქართლი.

4. გამოვავლინეთ მცენარეთა ბაქტერიული ჭკნობის გავრცელების ინტენსივობა.

R. solanacearum - ით გამოწვეული მცენარეთა ბაქტერიოზები ყველაზე

მაღალი ინტენსივობით გვხვდებოდა  სამცხე-ჯავახეთში და შეადგენდა

63,6%, ყველაზე ნაკლებად დაფიქსირდა შიდა ქართლში - 23%.

5. კარტოფილის მურა სიდამპლის შემთხვევების ყველაზე მაღალი მაჩვენებელი

იყო სამცხე -ჯავახეთში და ქობულეთში  (63,3% და 62,5 %). პომიდორის

ბაქტერიული ჭკნობა ყველაზე მაღალი სიხშიროთ გამოვლინდა დასავლეათ

საქართველოში, კერძოდ ჩხურუწყუსა და ქუთაისში, როგორც ღია ასევე

დახურული გრუნტის პირობებში არსებულ ნათესებში და შეადგინა  63,15%,

ზემო აჭარაში (ხულოში და ქედის რ/ნ -ში) - 50%, ხოლო ქობულეთის რ/ნ-ში

კი, 48,48%.
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6. პირველად, განვსაზღვრეთ საქართველოში გავრცელებული R. solanacearum -

ის რასა და ბიოვარი. ძირითადად გვხვდება იზოლატების ორი

განსხვავებული ჯგუფი. ერთი მათგანი ეკუთვნის რასა 3 ბიოვარ 2 - ს, ხოლო

მეორე რასა1 ბიოვარ 3 - ს.  დადგენილი იქნა, რომ  სამცხე-ჯავახეთში მაღალი

ინტენსივობით გავრცელებულია R. solanacearum -ის პანდემური რასა 3

ბიოვარი 2, რომელიც კარგად  ადაპტირებული აღმოჩნდა  მაღალმთიანი

რეგიონის კლიმატურ პირობებთან.

7. პირველად ჩატარდა R. solanacearum -ის ქართული პოპულაციის

ფილოგენეტიკური ანალიზი და გამოვლინდა ფილოგენეტიკური  ჯგუფები:

ფილოტიპ II, რომელიც აერთიანებს რასა 3 ბიოვარ 2-ის იზოლატებს,  და

ფილოტიპი I, რომელშიც შედის რასა 1 ბიოვარ 3-ის იზოლატები.

8. დადგინდა, რომ ფილოტიპ II - ის შემადგენლობაში შემავალი ქართული

შტამები ძალიან ახლოს დგას ევროპული წარმოშობის შტამებთან - NCPPB

3857 UK და CFBP 3858 და  სავარაუდოდ,  მათაც  იგივე, ევროპული,

წარმოშობა აქვთ. ფილოტიპის I მქონე ქართული იზოლატი R. solanacearum -

KoT47 ძალიან ახლოს მდგომი აღმოჩნდა აზიური წარმოშობის შტამებთან,

მათ შორის  ჯანჯაფილიდან მიღებული შტამთან, და შეგვიძლია დავუშვათ,

რომ ფილოტიპი I -ის ქართულ იზოლატებსაც აზიური წარმოშობა აქვთ.

ამდენად, საქართველოში R. solanacearum -ის ორი სხვადასხვა წარმოშობის

პოულაციის არსებობის ფაქტი მიგვანიშნებს ქვეყანაში პათოგენის შემოჭრის

ორ სხვადასხვა  გზაზე.

9. შესწავლილ იქნა R. solanacearum - ის ქართული იზოლატების მიმართ

სპეციფიკური ფაგების, როგორც ინდიკატორების, გავრცელება გარემოში.

სპეციფიკური ფაგები გამოყოფილ იქნა 29 გარემოს სინჯების 7, 83 %-დან,

უმეტესობა კი იმ ადგილებიდან, სადაც დაავადება  გავრცელებულია მაღალი

ინტენსივობით (ქობულეთის მდინარეები: აჭყვა, დეხვა, კინტრიში, შავი ზღვა).

გამოყოფილი  ფაგების ნაწილი ხასიათდებოდა ფართო ლიზისურ სპექტრით,

ხოლო ზოგიერთი ფაგი - ვიწრო სპექტრით.

10. გამოვავლინეთ R. solanacearum - ის ქართული იზოლატების მგრძნობელობა

ფაგების მიმართ. დავადგინეთ რომ, იზოლატების 30% რეზისტენტულია
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ფაგების მიმართ, 20% - ს ახასიათებდა მაღალი ფაგომგრძნობელობა, ხოლო

50% ხასიათდება საშუალო ფაგომგრძნობელობით. მათ შორის მოვახდინეთ

განსაკუთრებით მგრძნობიარე ფაგების ჯგუფის გამოყოფა, რომლებზეც

გაგრძელდება შემდგომი კვლევები.

11. შევისწავლეთ R. solanacearum - ის ქართული იზოლატების მგრძნობელობა

დასავლეთ საქართველოს აჭარაში მოზარდი ადგილობრივი და ეგზოტიკური

(როგორც ფოთოლმცვენი, ასევე მარადმწვანე) მერქნიანი სახეობების

ექსტრაქტების მიმართ. დადგინდა საკვლევი მცენარეების ექსტრაქტების

განსხვავებული, ანტიბაქტერიული მოქმედება. ყველაზე მაღალი აქტივობა

გამოავლინა Hamamelidaceae - ის ოჯახში შემავალი ფოთოლმცვენი  ბუჩქის

Corylopsis pauciflora - ს ნედლი ფოთლების ექსტრაქტმა, რომელიც მომავალში

შესაძლებელია წარმატებით იქნას გამოყენებული, როგორც ბრძოლის

ეფექტური, ბიოლოგიური საშუალება მცენარეთა ბაქტერიოზების

საწინააღმდეგოდ.
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დანართი 1

2011-2015 წლებში საქართველოს სხვადსხვა რეგიონში გავრცელებული Ralstonia
solanacearum იზოლატები

# Ralstonia
solanacearum
იზოლატები

გავრცელების არეალი მასპინძელი
მცენარე, ჯიში

გამოყოფის
დრო

1 AcP1 ახალციხე, წნისის
საცდელი ნაკვეთი

კარტოფილი,
მარფონა.

2011

2 AcP2 ახალციხე, წნისის
საცდელი ნაკვეთი

კარტოფილი,
მარაბელი

2011

3 AcP3 ახალციხე, წნისის
საცდელი ნაკვეთი

კარტოფილი,
აგრია

2011

4 AcP4 ახალციხე, წნისის
საცდელი ნაკვეთი

კარტოფილი,
პიკასო

2011

5 AcP5 ახალციხე, წნისის
საცდელი ნაკვეთი

კარტოფილი,
ჯელი

2011

6 KhP6 ხულო, სოფ: ტაბახმელა კარტოფილი,
პიკასო

2011

7 KhP7 ხულო, სოფ: ტაბახმელა კარტოფილი,
ჯელი

2011

8 KhP8 ხულო, სოფ: ტაბახმელა კარტოფილი,
აგრია

2011

9 KhP9 ხულო, სოფ: ტაბახმელა კარტოფილი,
მარფონა

2011

10 KhP10 ხულო, სოფ: ტაბახმელა კარტოფილი,
მარაბელი

2011

11 KoP11 ქობულეთი სოფ: გვარა კარტოფილი 2011

12 KoP12 ქობულეთი სოფ:
ხუცუბანი

კარტოფილი 2011

13 K0P13 ქობულეთი სოფ:
ხუცუბანი

კარტოფილი 2011

14 KoP14 ქობულეთი კარტოფილი 2011

15 GoP15 გორი კარტოფილი 2011

16 KoP16 ქობულეთი, საცდელი
ნაკვეთი

კარტოფილი ,
მარაბელი

2012

17 KoP17 ქობულეთი, საცდელი
ნაკვეთი

კარტოფილი,
პიკასო

2012

18 KoP18 ქობულეთი, საცდელი
ნაკვეთი

კარტოფილი,
მარფონა

2012



154

29 KoPe19 ქობულეთი წიწაკა 2012

20 KoP20 ქობულეთი, საცდელი
ნაკვეთი

კარტოფილი,
აგრია

2012

21 KoP21 ქობულეთი, საცდელი
ნაკვეთი

კარტოფილი 2012

22 TsP22 წაღვერი, საცდელი
ნაკვეთი

კარტოფილი,
პიკასო

2012

23 TsP23 წაღვერი, საცდელი
ნაკვეთი

კარტოფილი,
ჯელი

2012

24 TsP24 წაღვერი, საცდელი
ნაკვეთი

კარტოფილი,
აგრია

2012

25 KoT25 ქობულეთი პომიდორი 2013

26 KuT26 ქუთაისი პომიდორი 2013

27 ChkhT27 ჩხორუწყუ პომიდორი 2013

28 BBG.Str.28 ბათუმი, ბოტანიკური
ბაღი

Strelitziaspp 2013

29 Ko. Pel.29 ქობულეთი Pelargonium
zonale

2013

30 KoP30
ქობულეთი წიწაკა 2013

31 KoEg31
ქობულეთი ბადრიჯანი 2013

32 KhP32 ხულო, სოფ: დიდაჭარა კარტოფილი,
ვიქტორია

2013

33 KhP33 ხულო, სოფ: ტაბახმელა კარტოფილი,
ჯელი

2013

34 KhP34 ხულო, სოფ: ტაბახმელა კარტოფილი,
დეზირე

2013

35 KhP35 ხულო, სოფ: ტაბახმელა კარტოფილი,
დეზირე

2013

36 AkhP36 ახალქალაქი, სოფ: ხოსპიო კარტოფილი 2013

37 AkhP37 ახალქალაქი, სოფ: ხოსპიო კარტოფილი 2013

38 AkhP38 ახალქალაქი, სოფ:
ჩანდურა

კარტოფილი 2013

39 AkhP39 ახალქალაქი, სოფ:
მუჯახეთი

კარტოფილი 2013

40 NiP40
ნინოწმინდა

კარტოფილი 2013

41 AkhP41 ახალქალაქი, სოფ: არაგვა კარტოფილი 2013

42 AkhP42 ახალქალაქი, სოფ: კარტოფილი 2013



155

კოტელა

43 NiP43 ნინოწმინდა კარტოფილი 2013

44 AkhP44 ახალციხე კარტოფილი,
ჯიში - იმპალა

2013

45 KoP45 ქობულეთი, სოფ: გვარა კარტოფილი,
ჯიში - პიკასო

2013

46 KoT46 ქობულეთი პომიდორი 2013

47 KoT47 ქობულეთი პომიდორი 2013

48 KoT48 ქობულეთი, სოფ:
ბობოყვათი

პომიდორი 2013

49 KoT49 ქობულეთი, საცდელი
სათბური

პომიდორი 2013

50 KoGhT50 ქობულეთი, საცდელი
სათბური

პომიდორი 2013

51 KeT51 ქედა პომიდორი 2013

52 KhT52 ხულო პომიდორი 2013

53 Ko.Pel.53 ქობულეთი Pelargonium
zonale

2013

54 BBGStr.54 ბათუმი, ბოტანიკური
ბაღი

Strelitzia spp. 2013

55 AcP55 ახალციხე, წნისის
საცდელი ნაკვეთი

კარტოფილი,
იმპალა

2014

56 AcP56 ახალციხე, წნისის
საცდელი ნაკვეთი

კარტოფილი,
იმპალა

2014

57 AcP57 ახალციხე, წნისის
საცდელი ნაკვეთი

კარტოფილი,
პიკასო

2014

58 AcP58 ახალციხე, წნისის
საცდელი ნაკვეთი

კარტოფილი,
ჯელი

2014

59 AcP59 ახალციხე, წნისის
საცდელი ნაკვეთი

კარტოფილი,
ჯელი

2014

60 AcP60 ახალციხე, წნისის
საცდელი ნაკვეთი

კარტოფილი,
ჯიში - ჯელი

2014

61 AcP61 ახალციხე, წნისის
საცდელი ნაკვეთი

კარტოფილი 2014

62 AcP62 ახალციხე, სოფ:
მსხვირისი

კარტოფილი 2014

63 KoP63 ქობულეთი, სოფ: გვარა კარტოფილი,
ჯიში - პიკასო

2014
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64 KoT64 ქობულეთი პომიდორი 2014

65 KoT65 ქობულეთი, სოფ:
ხუცუბანი

პომიდორი 2014

66 OzT66 ოზურგეთი, სოფ: ბაში პომიდორი 2014

67 OzT67 ოზურგეთი, სოფ: ძიმისი პომიდორი 2014

68 SaGhT68 სამტრედია, კერძო
სათბური

პომიდორი 2014

69 SaGhT69 სამტრედია, სოფ: ბაში,
სათბური

პომიდორი 2014

70 SaGhT70 სამტრედია, კერძო
სასათბურე მეურნეობა

პომიდორი 2014

71 OzPe71 ოზურგეთი სოფ: ბაში წიწაკა 2014

72 OzPe72 ოზურგეთი სოფ:
ნასაკირალი

წიწაკა 2014

73 OzPe73 ოზურგეთი სოფ: ძიმისი წიწაკა 2014

74 OzPe74 ოზურგეთი სოფ: ბაში წიწაკა 2014

75 AkhP75 ახალქალაქი, საცდელი
ნაკვეთი

კარტოფილი,
მარფონა

2014

76 AkhP76 ახალქალაქი, საცდელი
ნაკვეთი

კარტოფილი,
მარფონა

2014

77 AkhP77 ახალქალაქი, საცდელი
ნაკვეთი

კარტოფილი,
მარფონა

2014

78 AkhqP ახალქალაქი, საცდელი
ნაკვეთი

კარტოფილი,
იმპალა

2014

79 AkhP79 ახალქალაქი, საცდელი
ნაკვეთი

კარტოფილი,
იმპალა

2014

80 AkhP80 ახალქალაქი, საცდელი
ნაკვეთი

კარტოფილი,
იმპალა

2014

81 AkhP81 ახალქალაქი, სოფ:
რუსთავი

კარტოფილი 2014

82 AkhP82 ახალქალაქი, სოფ:
რუსთავი

კარტოფილი 2014

83 BBGStr.83 ბათუმი ბოტანიკური ბაღი Strelitzia spp. 2014

84 BBGStr.84 ბათუმი ბოტანიკური ბაღი Strelitzia spp. 2014

85 OzT85 ოზურგეთი პომიდორი 2014

86 OzT86 ოზურგეთი პომიდორი 2014

87 OzT87 ოზურგეთი, სათბური პომიდორი 2014
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88 KhT88 ხულო, სოფ: ქედლები პომიდორი 2014

89 KhT89 ხულო, სოფ: ქედლები პომიდორი 2014

90 KhPe90 ხულო წიწაკა 2014

91 KhPe91 ხულო, სოფ: დეკანაძეები წიწაკა 2014

92 KeT92 ქედა პომიდორი 2014

93 KeT93 ხულო, სოფ: განახლება პომიდორი 2014

94 KePe94 ხულო, სოფ: განახლება წიწაკა 2014

95 KeT95 ხულო, სოფ:
ქვედაგანახლება

პომიდორი 2014

96 KheT96 ხელვაჩაური პომიდორი 2015

97 KoP97 ქობულეთი, სოფ. გვარა კარტოფილი 2015

98 AcP98 ახალციხე კარტოფილი 2015

99 KePe99 ქედა წიწაკა 2015

100 AkhP100 ახალქალაქი კარტოფილი 2015

101 AkhP101 ახალციხე კარტოფილი 2015
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დანართი 2

კვლევაში გამოყენებული, გენ ბანკში არსებული Ralstonia solanacearum- ის რეფერენტ
შტამები

# Ralstonia solanacearum
რეფერენტ შტამები

მასპინძელი გავრცელების
ადგილი

Egl -გენის # წელი

1 GMI1000** პომიდორი საფრანგეთი EF192968

2 NCPPB 4160 ბანანი ინდონეზია KC188087 2014

3 CFBP 4957 ბანანი ინდონეზია KC188093 2014

4 RS37 წყლის სარეველა სამხრეთ
ფლორიდა

EU836692 2014

5 RsRC-P3 ძაღლყურძენისე
ბრთა ოჯახის
ბოსტნეული
მცენარეები

ინდოეთი KM983297 2014

6 RsRC-P6 ძაღლყურძენისე
ბრთა ოჯახის
მცენარეები

ინდოეთი KM983299 2014

7 CFBP 3059 ძაღლყურძენისე
ბრთა ოჯახის
მცენარეები

შვედეთი KC188098 2012

8 CFBP 1415 ძაღლყურძენისე
ბრთა ოჯახის
მცენარეები

შვედეთი KC188085 2012

9 CIP120 პმიდორი
,წიწაკა,
ბადრიჯანი

საფრანგეთი GQ907152 2011

10 CMR63 სხვადსხვა
მასპინძელი

კამერონი EF439760 2007

11 CFBP 4957 კარტოფილი ურუგვაი KC188093 2011

12 CFBP 4957 მცენარეები და
სხვა წყეროები

პორტუგალია KC188093 2012

13 Rs213 კარტოფილი ბრაზილია GU049838 2012

14 LMG 17144 მრავლფეროვანი
საწყისი

ტაივანი KC188070 2014

15 B13 ბანანი ფლორიდა KF889438 2014

16 RS37 წყლის სარეველა ფლორიდა EU836692 2008

17 Rd15 პომიდორი ჩინეთი EU407329 2014
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18 B13 ბანანი ბრაზილოია KF889438 2014

29 HAIP101 სხვადსხავა
მასპინძელი

ტაივანი AB508690 2014

20 Ia-Gy-05-01 ბადრიჯანი ფილიპინები KC441930 2007

21 CFBP 4957 სხვადსხავა
მასპინძელი

ჩიკაგო KC188093 2007

22 ISPaVe1323 პომიდორი იტალია FN555003 2009

23 R288 პომიდორი იაპონია GQ907153 2011

24 MAFF211266 პომიდორი იაპონია AF295250

25 MAFF211475 ჯანჯაფილი იაპონია AY464994 2003

26 JT523 კარტოფილი ისლანდია AF295252 2000

27 CFBP765 პომიდორი იაპონია EF371810 2009

28 CFBP2972 კარტოფილი მარტინქუა AF295274 2000

29 Molk2 ბანანი ფილიპინები EF371841 2007

30 UW551** ოთახის გერანი ნიაკე DQ657596

31 CFBP2047 პომიდორი აშშ AF295262 2000

32 UW162 Plantain პერუ AF295256 2000

33 CFBP712 Solanummelong
ena

ბურკინა ფასო AF295267 2000

34 CFBP3858 კარტოფილი ნიდერლანდებ
ი

AF295259 2000

35 UW21 ბანანი ჰონდურასი DQ011546 2005

36 UW477 კარტოფილი პერუ AF295260 2000

37 CFBP2957** პომიდორი მქუაარტინ EF371807 2007

38 Po82** კარტოფილი მეხიკო FJ561070 2008

39 ACH0158 კარტოფილი აუსტრალია EF647732 2009

40 NCPPB342 თამბაქო ზიმბაბე AF295278 2000

41 CMR15 პომიდორი კამერონი JF702319 2012

42 NCPPB1018 კარტოფილი ანგოლა AF295271 2000

43 CFBP3059 ბადრიჯანი ბურკინა ფასო DQ657647 2007

44 NCPPB505 Symphytium sp. ზიმბაბე AF295277 2000
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45 JT525 Pelagonim
asperum

ისლანდია AF295272 2000

46 NCPPB332 კარტოფილი ზიმბაბე AF295276 2000

47 NCPPB283 Solanum
panduriforme

ზიმბაბე AF295275 2000

48 CFBP734 კარტოფილი მადაგასკარი AF295274 2000
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დანართი 3

საქართველოს სახვასახვა გეოდრაფიულ ზონაში Ralstonia solanacearum -
ის გავრცელება

ქობულეთის რაიონში Ralstonia solanacearum -ის გავრცელების ინტენსივობა

*დაავადების გავრცელების ინტენსივობა  = (დადასტურებული იზოლატები/
შეგროვებული ნიმუშების საერთო რიცხვთან)

გავრცელების
ადგილი

კარტოფილი პომიდორი წიწაკა ბადრიჯან
ი

დეკორა
ტიული
მცენარეე
ბი

ჯამი

გვარა (5/6)*100 =
83,33±0,3

(4/10)*100=
40±0,3

(0/2)*10
0=0

(0/1)*100=0 (0/0)*100=
0

(9/19)*
100 =
47,36±
0,8

ხუცუბანი (3/6)*100 =
50±1,4

(2/5)*100=40
±1,5

(0/1)*10
0=0

(0/0)*100=0 (0/0)*100=
0

(5/12)*
100
=41,66
±1

ქობულეთი (10/14)*100 =
71,42±0,89

(4/6)*100 =
66,6±1,3

(2/6)*10
0 =
33,3±1,
3

(1/6)*100 =
16,6±1

(2/10)*100
=20±0,28

19/36*1
00 =
52,77±
0,69

ქობულეთის
სასათბურე
მეურნეობა

(0/0)*100=0 (2/4)*100 =
50±0,5

(0/0)*10
0=0

(0/0)*100=0 (0/0)*100=
0

(2/4)*1
00 =
50±0,3
5

ქობულეთის
საცდელი
ნაკვეთი

(5/10)*100 =
50±0,3

(2/4)*100=50
±0,5

(0/0)*10
0=0

(0/0)*100=0 (0/0)*100=
0

(7/14)*
100 =
50±0,2
8

ბობოყვათი (2/4)*100 =
50±0,5

(2/4)*100=50
±0,5

(0/0)*10
0=0

(0/0)*100=0 (0/0)*100=
0

(4/8)*1
00 = 50

ბათუმის
ბოტანიკური
ბაღი

(0/0)*100=0 (0/0)*100=0 (0/0)*10
0=0

(0/0)*100=0 (4/15)*100
= 26,6±0,8

(4/10)*
100 =
40±0,3

საერთო ჯამი (25/40)*100=6
2,5±0,5

(16/33)*100
= 48,48±0,6

(2/9)*10
0 =
22,2±0,
9

(1/7)*100 =
14,2±0,9

(6/25)*100
= 24±0,6

(50/114
)*100 =
43,85±
0,32



162

დანართი 4

ზემო აჭარაში Ralstonia solanacearum -ის გავრცელება

*დაავადების გავრცელების ინტენსივობა  = (დადასტურებული იზოლატები/
შეგროვებული ნიმუშების საერთო რიცხვთან)*100

გავრცელების
ადგილი

კარტოფილი პომიდორი წიწაკა ბადრიჯ
ანი

ჯამი

ტაბახმელა (8/15)*100 =
33,3±0,8

(0/0)*100 = 0 (0/0)*100 = 0 (0/0)*100
= 0

(8/15)*100 =
33,3±0,86

დიდ აჭარა (1/2)*100 =
50±0,8

(0/0)*100 = 0 (0/0)*100 = 0 (0/0)*100
= 0

(1/2)*100 =
50±0,8

ქედლები (0/0)*100 = 0 (2/4)*100 =
50±0,5

(0/0)*100 = 0 (0/0)*100
= 0

(2/4)*100 =
50±0,5

დეკანაძეები (0/0)*100 = 0 (1/2)*100 =
50±0,8

(2/6)*100 =
33,3±1,36

(0/0)*100
= 0

(3/8)*100 =
37,5±1,2

განახლება (0/0)*100 = 0 (2/4)*100 =
50±0,5

(1/4)*100 =
25±1,5

(0/0)*100
= 0

(3/8)*100 =
37,5±1,2

ქედა (2/6)*100 =
33,33±1,3

(2/4)*100 =
50±0,5

(1/4)*100 =
25±1,5

(0/0)*100
= 0

(5/14)*100 =
35,7±0,8

ჯამი (11/23)*100 =
47,8±0,73

(7/14)*100 =
50±0,28

(4/14)*100 =
28,57±0,8

(0/0)*100
= 0

(22/51)*100 =
43,13±0,48
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დანართი 5

სამცხე -ჯავახეთში Ralstonia solanacearum -ის გავრცელების ინტენსივობა

გავრცელების
ადგილი

კარტოფილი პომიდორი წიწაკა ბადრიჯანი ჯამი

ახალციხე (16/20)*100 =
80±0,6

(0/0)*100 = 0 (0/0)*100 = 0 (0/0)*100 = 0 (16/20)*100 =
80±0,6

ნინოწმინდა (4/15)*100 =
26,6±0,8

(0/0)*100 = 0 (0/0)*100 = 0 (0/0)*100 = 0 4/15)*100 =
26,6±0,8

ახალქალაქი (15/20)*100 =
75±0,68

(0/0)*100 = 0 (0/0)*100 = 0 (0/0)*100 = 0 (15/20)*100 =
75±0,68

საერთო ჯამი (35/55)*100 =
63,6±0.45

(0/0)*100 = 0 (0/0)*100 = 0 (0/0)*100 = 0 (35/55)*100 =
63,6±0.45

*დაავადების გავრცელების ინტენსივობა  = (დადასტურებული იზოლატები/
შეგროვებული ნიმუშების საერთო რიცხვთან)*100

დანართი 6

დასავლეთ საქართველოში Ralstonia solanacearum -ის გავრცელების ინტენსივობა

გავრცელების
ადგილი

კარტოფილი პომიდორი წიწაკა ბადრიჯანი ჯამი

ქუთაისი (0/0)*100 = 0 (8/10)*100 =
80±0,89

(3/4)*100 =
75±1,5

(1/2)*100 =
50±0,8

(12/16)*100 =
75±0,76

ჩხორუწყუ (0/0)*100 = 0 (6/8)*100 =
75±1

(1/4)*100 =
25±1,53

(0/0)*100 = 0 (7/12)*100 =
58,3±1

ოზურგეთი
ღია გრუნტი

(0/0)*100 = 0 (5/10)*100 =
50±0,35

(4/10)*100 =
40±0,3

(0/0)*100 = 0 (9/20)*100 =
45

ოზურგეთი
სასათბურე
მეურნეობა

(0/0)*100 = 0 (2/4)*100 =
50±0,5

(0/0)*100 = 0 (0/0)*100 = 0 (2/4)*100 =
50±0,5

სამტრედია
სასათბურე
მეურნეობა

(0/0)*100 = 0 (3/6)*100 =
50±0,44

(0/0)*100 = 0 (0/0)*100 = 0 (3/6)*100 =
50±0,44

საერთო ჯამი (0/0)*100 = 0 (24/38)*100 =
63,15±0,54

(8/18)*100 =
44,44±0,8

(1/2)*100 =
50±0,8

(33/58)*100 =
56,9±0,44

*დაავადების გავრცელების ინტენსივობა  = (დადასტურებული იზოლატები/
შეგროვებული ნიმუშების საერთო რიცხვთან)*100
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დანართი 7

შიდა ქართლში Ralstonia solanacearum -ის გავრცელების ინტენსივობა

გავრცელებ
ის ადგილი

კარტოფი
ლი

პომიდ
ორი

წიწაკა ბადრიჯ
ანი

დეკორატი
ული
მცენარეები

ჯამი

წაღვერი,საც
დელი
ნაკვეთი

(3/15)*100
=20±0,7

(0/0)*10
0=0

(0/0)*10
0=0

(0/0)*10
0=0

(0/0)*100=0 (3/15)*1
00
=20±0,7

გორი
რაიონი

(4/15)*100=
26,6±0,8

(0/0)*10
0=0

(0/0)*10
0=0

(0/0)*10
0=0

(0/0)*100=0 (4/15)*1
00=
26,6±0,8

საერთო
ჯამი

(7/30)*100=
23,33±0,8

(0/0)*10
0=0

(0/0)*10
0=0

(0/0)*10
0=0

(0/0)*100=0 (7/30)*1
00=23,3
3±0,8

*დაავადების გავრცელების ინტენსივობა  = (დადასტურებული იზოლატები/
შეგროვებული ნიმუშების საერთო რიცხვთან)*100
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დანართი 8

R. solanacearum-ის იზოლატების პათოგენურობის ცდის  შედეგების

სტატისტიკური მონაცემები

R.
solanacearum-
ისიზოლატები

P value Mean1 Mean2 Difference SE of
difference

t ratio df

AcP1 0.116117 3.66667 3 0.666667 0.333333 2 4
AcP2 > 0.9999 4 4 0 0.57735 0 4
AcP5 0.78878 3.66667 3.5 0.166667 0.569275 0.29277 3
KhP7 0.373901 4 3.66667 0.333333 0.333333 1 4
AcP8 0.2302 2.66667 3.33333 -0.666667 0.471405 1.41421 4
KhP9 > 0.9999 2 2 0 0.57735 0 4
koP11 0.001324 4 1.33333 2.66667 0.333333 8 4
KhP10 0.066767 3.66667 2 1.66667 0.666667 2.5 4
KoP18 0.373901 3 3.33333 -0.333333 0.333333 1 4
KoT48 0.373901 2.66667 3 -0.333333 0.333333 1 4
KoT49 0.101192 2.33333 3.33333 -1 0.471405 2.12132 4
AcP55 0.158302 3 2 1 0.57735 1.73205 4
AcP58 0.518519 2.33333 1.66667 0.666667 0.942809 0.707107 4
AcP60 0.518519 3.66667 3.33333 0.333333 0.471405 0.707107 4
KoT63 0.116117 2.33333 3 -0.666667 0.333333 2 4
KoT64 0.518519 3.33333 3.66667 -0.333333 0.471405 0.707107 4
OzT67 0.373901 3.66667 4 -0.333333 0.333333 1 4
BBGstr.83 0.64333 2.33333 2 0.333333 0.666667 0.5 4
KhPe90 0.101192 2.33333 3.33333 -1 0.471405 2.12132 4
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KuT26 > 0.9999 3.66667 3.66667 0 0.471405 0 4
ChkhT27 0.373901 3.33333 3 0.333333 0.333333 1 4
BBGstr.28 > 0.9999 2 2 0 0.57735 0 4
KhP32 0.101192 3.33333 2.33333 1 0.471405 2.12132 4
KhP33 0.2302 3.33333 2.66667 0.666667 0.471405 1.41421 4
KhP34 0.116117 3 3.66667 -0.666667 0.333333 2 4
Akc38 0.373901 3 2.33333 0.666667 0.666667 1 4
AcP41 > 0.9999 3 3 0 0.57735 0 4
NiP43 0.158302 3 2 1 0.57735 1.73205 4
KoT47 0.518519 3.33333 3.66667 -0.333333 0.471405 0.707107 4
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დანართი 9
R. solanacearum-ის ქართული იზოლატების Egl გენის ნუკლეოტიდური

თანმიმდევრობები

>AcP2-Akhaltsikhe, Potato, 2011
TGCTGCGGTTGCGGCGGCGGTGACGGCGGTACCGCCAGCCTGAGCACGGCAAGCGCGTCC
GACACGGACACCACGACTCTGAAGCCCGCCGCCACCTCGACGACCTCATCCGTGTGGCTC
ACCATCGCCAAGGACAGTGCCGCGTTTACGGTGAGCGGCACACGCACGGTGCGCTATGGC
GCCGGCAGCACGTGGGTGGAAAAGAGCGTGAGCGGTTCCGGCCAGTGCACCAGCACCTTC
TTCGGCAGGGACCCGGCGGCCGGTGTCGCCAAGGTGTGCCAACTGCTGCAGGGTACGGGC
ACGCTGCTGTGGCGCGGCGTCAGCCTGGCCGGCGCGGAGTTCGGGGAGGGCAGCCTGCCG
GGCACCTACGGCAGCAACTACATCTATCCGTCCGCCGATAGCGCGACGTACTACAAGAAC
AAGGGCATGAACCTCGTGCGCCTGTCGTTCCGGTGCGAGCGGCTGCAGCCCACGCTCAAC
CAGGTGTTCGATGCGAACGAGCTGTCGCGCCTGACCGGGTTTGTCAACGCCGTGACGGCG
ACCGGCCAGACGGTGCTGCTCGATCCGCACAACTATGCGCGCTACTACGGCAACGTGATC
GGGTCGAGCGCGGTGCCCAACAGCGCGTACGCCGATTTCTGGCGGCGCCTGGCCACCCAG
TTCAAGGGCAATCCCCGCGTCATCTTCGGGCTGATGAACGAGCCCAACTCGATGCCGACC
GAGCAGTGGCTGTCCGGTGCCAACGCCGCGCTGGCCGCGATCCGCTCGGCCAATGCGAGC
AACGTGGTGTCTGCCGGGGG

>AcP5_Akhaltsikhe, Potato, 2011
TGCTTGCCGGTTGCGGCGGCGGTGACGGCGGTACCGCCAGCCTGAGCACGGCAAGCGCGT
CCGACACGGACACCACGACTCTGAAGCCCGCCGCCACCTCGACGACCTCATCCGTGTGGC
TCACCATCGCCAAGGACAGTGCCGCGTTTACGGTGAGCGGCACACGCACGGTGCGCTATG
GCGCCGGCAGCACGTGGGTGGAAAAGAGCGTGAGCGGTTCCGGCCAGTGCACCAGCACCT
TCTTCGGCAGGGACCCGGCGGCCGGTGTCGCCAAGGTGTGCCAACTGCTGCAGGGTACGG
GCACGCTGCTGTGGCGCGGCGTCAGCCTGGCCGGCGCGGAGTTCGGGGAGGGCAGCCTGC
CGGGCACCTACGGCAGCAACTACATCTATCCGTCCGCCGATAGCGCGACGTACTACAAGA
ACAAGGGCATGAACCTCGTGCGCCTGTCGTTCCGGTGCGAGCGGCTGCAGCCCACGCTCA
ACCAGGTGTTCGATGCGAACGAGCTGTCGCGCCTGACCGGGTTTGTCAACGCCGTGACGG
CGACCGGCCAGACGGTGCTGCTCGATCCGCACAACTATGCGCGCTACTACGGCAACGTGA
TCGGGTCGAGCGCGGTGCCCAACAGCGCGTACGCCGATTTCTGGCGGCGCCTGGCCACCC
AGTTCAAGGGCAATCCCCGCGTCATCTTCGGGCTGATGAACGAGCCCAACTCGATGCCGA
CCGAGCAGTGGCTGTCCGGTGCCAACGCCGCGCTGGCCGCGATCCGCTCGGCCAATGCGA
GCAACGTGGTGTCTGCC

>KhP6_Khulo, Potato, 2011
GCTGCCGGTTGCGGCGGCGGTGACGGCGGTACCGCCAGCCTGAGCACGGCAAGCGCGTCC
GACACGGACACCACGACTCTGAAGCCCGCCGCCACCTCGACGACCTCATCCGTGTGGCTC
ACCATCGCCAAGGACAGTGCCGCGTTTACGGTGAGCGGCACACGCACGGTGCGCTATGGC
GCCGGCAGCACGTGGGTGGAAAAGAGCGTGAGCGGTTCCGGCCAGTGCACCAGCACCTTC
TTCGGCAGGGACCCGGCGGCCGGTGTCGCCAAGGTGTGCCAACTGCTGCAGGGTACGGGC
ACGCTGCTGTGGCGCGGCGTCAGCCTGGCCGGCGCGGAGTTCGGGGAGGGCAGCCTGCCG
GGCACCTACGGCAGCAACTACATCTATCCGTCCGCCGATAGCGCGACGTACTACAAGAAC
AAGGGCATGAACCTCGTGCGCCTGTCGTTCCGGTGCGAGCGGCTGCAGCCCACGCTCAAC
CAGGTGTTCGATGCGAACGAGCTGTCGCGCCTGACCGGGTTTGTCAACGCCGTGACGGCG
ACCGGCCAGACGGTGCTGCTCGATCCGCACAACTATGCGCGCTACTACGGCAACGTGATC
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GGGTCGAGCGCGGTGCCCAACAGCGCGTACGCCGATTTCTGGCGGCGCCTGGCCACCCAG
TTCAAGGGCAATCCCCGCGTCATCTTCGGGCTGATGAACGAGCCCAACTCGATGCCGACC
GAGCAGTGGCTGTCCGGTGCCAACGCCGCGCTGGCCGCGATCCGCTCGGCCAATGCGAGC
AACGTGGTGTCTGCCGGG

>KhP9_Khulo, Potato, 2011
GTGCTTGCGGTTGCGGCGGCGGTGACGGCGGTACCGCCAGCCTGAGCACGGCAAGCGCGT
CCGACACGGACACCACGACTCTGAAGCCCGCCGCCACCTCGACGACCTCATCCGTGTGGC
TCACCATCGCCAAGGACAGTGCCGCGTTTACGGTGAGCGGCACACGCACGGTGCGCTATG
GCGCCGGCAGCACGTGGGTGGAAAAGAGCGTGAGCGGTTCCGGCCAGTGCACCAGCACCT
TCTTCGGCAGGGACCCGGCGGCCGGTGTCGCCAAGGTGTGCCAACTGCTGCAGGGTACGG
GCACGCTGCTGTGGCGCGGCGTCAGCCTGGCCGGCGCGGAGTTCGGGGAGGGCAGCCTGC
CGGGCACCTACGGCAGCAACTACATCTATCCGTCCGCCGATAGCGCGACGTACTACAAGA
ACAAGGGCATGAACCTCGTGCGCCTGTCGTTCCGGTGCGAGCGGCTGCAGCCCACGCTCA
ACCAGGTGTTCGATGCGAACGAGCTGTCGCGCCTGACCGGGTTTGTCAACGCCGTGACGG
CGACCGGCCAGACGGTGCTGCTCGATCCGCACAACTATGCGCGCTACTACGGCAACGTGA
TCGGGTCGAGCGCGGTGCCCAACAGCGCGTACGCCGATTTCTGGCGGCGCCTGGCCACCC
AGTTCAAGGGCAATCCCCGCGTCATCTTCGGGCTGATGAACGAGCCCAACTCGATGCCGA
CCGAGCAGTGGCTGTCCGGTGCCAACGCCGCGCTGGCCGCGATCCGCTCGGCCAATGCGA
GCAACGTGGTGTCGCCG

>KoP18_Kobuleti, Potato, 2012
CTGCGGTTGCGGCGGCGGTGACGGCGGTACCGCCAGCCTGAGCACGGCAAGCGCGTCCGA
CACGGACACCACGACTCTGAAGCCCGCCGCCACCTCGACGACCTCATCCGTGTGGCTCAC
CATCGCCAAGGACAGTGCCGCGTTTACGGTGAGCGGCACACGCACGGTGCGCTATGGCGC
CGGCAGCACGTGGGTGGAAAAGAGCGTGAGCGGTTCCGGCCAGTGCACCAGCACCTTCTT
CGGCAGGGACCCGGCGGCCGGTGTCGCCAAGGTGTGCCAACTGCTGCAGGGTACGGGCAC
GCTGCTGTGGCGCGGCGTCAGCCTGGCCGGCGCGGAGTTCGGGGAGGGCAGCCTGCCGGG
CACCTACGGCAGCAACTACATCTATCCGTCCGCCGATAGCGCGACGTACTACAAGAACAA
GGGCATGAACCTCGTGCGCCTGTCGTTCCGGTGCGAGCGGCTGCAGCCCACGCTCAACCA
GGTGTTCGATGCGAACGAGCTGTCGCGCCTGACCGGGTTTGTCAACGCCGTGACGGCGAC
CGGCCAGACGGTGCTGCTCGATCCGCACAACTATGCGCGCTACTACGGCAACGTGATCGG
GTCGAGCGCGGTGCCCAACAGCGCGTACGCCGATTTCTGGCGGCGCCTGGCCACCCAGTT
CAAGGGCAATCCCCGCGTCATCTTCGGGCTGATGAACGAGCCCAACTCGATGCCGACCGA
GCAGTGGCTGTCCGGTGCCAACGCCGCGCTGGCCGCGATCCGCTCGGCCAATGCGAGCAA
CGTGGTGTCTGCCCG

>KoP19_Kobuleti, potato, 2012
ATGCTGCGGTTGCGGCGGCGGTGACGGCGGTACCGCCAGCCTGAGCACGGCAAGCGCGTC
CGACACGGACACCACGACTCTGAAGCCCGCCGCCACCTCGACGACCTCATCCGTGTGGCT
CACCATCGCCAAGGACAGTGCCGCGTTTACGGTGAGCGGCACACGCACGGTGCGCTATGG
CGCCGGCAGCACGTGGGTGGAAAAGAGCGTGAGCGGTTCCGGCCAGTGCACCAGCACCTT
CTTCGGCAGGGACCCGGCGGCCGGTGTCGCCAAGGTGTGCCAACTGCTGCAGGGTACGGG
CACGCTGCTGTGGCGCGGCGTCAGCCTGGCCGGCGCGGAGTTCGGGGAGGGCAGCCTGCC
GGGCACCTACGGCAGCAACTACATCTATCCGTCCGCCGATAGCGCGACGTACTACAAGAA
CAAGGGCATGAACCTCGTGCGCCTGTCGTTCCGGTGCGAGCGGCTGCAGCCCACGCTCAA
CCAGGTGTTCGATGCGAACGAGCTGTCGCGCCTGACCGGGTTTGTCAACGCCGTGACGGC
GACCGGCCAGACGGTGCTGCTCGATCCGCACAACTATGCGCGCTACTACGGCAACGTGAT
CGGGTCGAGCGCGGTGCCCAACAGCGCGTACGCCGATTTCTGGCGGCGCCTGGCCACCCA
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GTTCAAGGGCAATCCCCGCGTCATCTTCGGGCTGATGAACGAGCCCAACTCGATGCCGAC
CGAGCAGTGGCTGTCCGGTGCCAACGCCGCGCTGGCCGCGATCCGCTCGGCCAATGCGAG

>KhP32_Khulo, potato, 2013
ATGCTTGCGGTTGCGGCGGCGGTGACGGCGGTACCGCCAGCCTGAGCACGGCAAGCGCGT
CCGACACGGACACCACGACTCTGAAGCCCGCCGCCACCTCGACGACCTCATCCGTGTGGC
TCACCATCGCCAAGGACAGTGCCGCGTTTACGGTGAGCGGCACACGCACGGTGCGCTATG
GCGCCGGCAGCACGTGGGTGGAAAAGAGCGTGAGCGGTTCCGGCCAGTGCACCAGCACCT
TCTTCGGCAGGGACCCGGCGGCCGGTGTCGCCAAGGTGTGCCAACTGCTGCAGGGTACGG
GCACGCTGCTGTGGCGCGGCGTCAGCCTGGCCGGCGCGGAGTTCGGGGAGGGCAGCCTGC
CGGGCACCTACGGCAGCAACTACATCTATCCGTCCGCCGATAGCGCGACGTACTACAAGA
ACAAGGGCATGAACCTCGTGCGCCTGTCGTTCCGGTGCGAGCGGCTGCAGCCCACGCTCA
ACCAGGTGTTCGATGCGAACGAGCTGTCGCGCCTGACCGGGTTTGTCAACGCCGTGACGG
CGACCGGCCAGACGGTGCTGCTCGATCCGCACAACTATGCGCGCTACTACGGCAACGTGA
TCGGGTCGAGCGCGGTGCCCAACAGCGCGTACGCCGATTTCTGGCGGCGCCTGGCCACCC
AGTTCAAGGGCAATCCCCGCGTCATCTTCGGGCTGATGAACGAGCCCAACTCGATGCCGA
CCGAGCAGTGGCTGTCCGGTGCCAACGCCGCGCTGGCCGCGATCCGCTCGGCCAATGCGA
GCAACGTGGTGTCTGCCGGGGGA

>AvP57_Akhaltsikhe, potato, 2014
CGTGCTTGCGGTTGCGGCGGCGGTGACGGCGGTACCGCCAGCCTGAGCACGGCAAGCGCG
TCCGACACGGACACCACGACTCTGAAGCCCGCCGCCACCTCGACGACCTCATCCGTGTGG
CTCACCATCGCCAAGGACAGTGCCGCGTTTACGGTGAGCGGCACACGCACGGTGCGCTAT
GGCGCCGGCAGCACGTGGGTGGAAAAGAGCGTGAGCGGTTCCGGCCAGTGCACCAGCACC
TTCTTCGGCAGGGACCCGGCGGCCGGTGTCGCCAAGGTGTGCCAACTGCTGCAGGGTACG
GGCACGCTGCTGTGGCGCGGCGTCAGCCTGGCCGGCGCGGAGTTCGGGGAGGGCAGCCTG
CCGGGCACCTACGGCAGCAACTACATCTATCCGTCCGCCGATAGCGCGACGTACTACAAG
AACAAGGGCATGAACCTCGTGCGCCTGTCGTTCCGGTGCGAGCGGCTGCAGCCCACGCTC
AACCAGGTGTTCGATGCGAACGAGCTGTCGCGCCTGACCGGGTTTGTCAACGCCGTGACG
GCGACCGGCCAGACGGTGCTGCTCGATCCGCACAACTATGCGCGCTACTACGGCAACGTG
ATCGGGTCGAGCGCGGTGCCCAACAGCGCGTACGCCGATTTCTGGCGGCGCCTGGCCACC
CAGTTCAAGGGCAATCCCCGCGTCATCTTCGGGCTGATGAACGAGCCCAACTCGATGCCG
ACCGAGCAGTGGCTGTCCGGTGCCAACGCCGCGCTGGCCGCGATCCGCTCGGCCAATGCG
AGCAACGTGGTGTTCTGCCAACGTGGTGTCTGCCGGGG

>AcP55_Akhaltsikhe, Potato, 2014
TGATGCTTGCGGTTGCGGCGGCGGTGACGGCGGTACCGCCAGCCTGAGCACGGCAAGCGC
GTCCGACACGGACACCACGACTCTGAAGCCCGCCGCCACCTCGACGACCTCATCCGTGTG
GCTCACCATCGCCAAGGACAGTGCCGCGTTTACGGTGAGCGGCACACGCACGGTGCGCTA
TGGCGCCGGCAGCACGTGGGTGGAAAAGAGCGTGAGCGGTTCCGGCCAGTGCACCAGCAC
CTTCTTCGGCAGGGACCCGGCGGCCGGTGTCGCCAAGGTGTGCCAACTGCTGCAGGGTAC
GGGCACGCTGCTGTGGCGCGGCGTCAGCCTGGCCGGCGCGGAGTTCGGGGAGGGCAGCCT
GCCGGGCACCTACGGCAGCAACTACATCTATCCGTCCGCCGATAGCGCGACGTACTACAA
GAACAAGGGCATGAACCTCGTGCGCCTGTCGTTCCGGTGCGAGCGGCTGCAGCCCACGCT
CAACCAGGTGTTCGATGCGAACGAGCTGTCGCGCCTGACCGGGTTTGTCAACGCCGTGAC
GGCGACCGGCCAGACGGTGCTGCTCGATCCGCACAACTATGCGCGCTACTACGGCAACGT
GATCGGGTCGAGCGCGGTGCCCAACAGCGCGTACGCCGATTTCTGGCGGCGCCTGGCCAC
CCAGTTCAAGGGCAATCCCCGCGTCATCTTCGGGCTGATGAACGAGCCCAACTCGATGCC
GACCGAGCAGTGGCTGTCCGGTGCCAACGCCGCGCTGGCCGCGATCCGCTCGGCCAATGC
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GAGCAACGTGTGTCCG

>OzT67_Ozurgeti, Tomato, 2014
GCTTGCCGGTTGCGGCGGCGGTGACGGCGGTACCGCCAGCCTGAGCACGGCAAGCGCGTC
CGACACGGACACCACGACTCTGAAGCCCGCCGCCACCTCGACGACCTCATCCGTGTGGCT
CACCATCGCCAAGGACAGTGCCGCGTTTACGGTGAGCGGCACACGCACGGTGCGCTATGG
CGCCGGCAGCACGTGGGTGGAAAAGAGCGTGAGCGGTTCCGGCCAGTGCACCAGCACCTT
CTTCGGCAGGGACCCGGCGGCCGGTGTCGCCAAGGTGTGCCAACTGCTGCAGGGTACGGG
CACGCTGCTGTGGCGCGGCGTCAGCCTGGCCGGCGCGGAGTTCGGGGAGGGCAGCCTGCC
GGGCACCTACGGCAGCAACTACATCTATCCGTCCGCCGATAGCGCGACGTACTACAAGAA
CAAGGGCATGAACCTCGTGCGCCTGTCGTTCCGGTGCGAGCGGCTGCAGCCCACGCTCAA
CCAGGTGTTCGATGCGAACGAGCTGTCGCGCCTGACCGGGTTTGTCAACGCCGTGACGGC
GACCGGCCAGACGGTGCTGCTCGATCCGCACAACTATGCGCGCTACTACGGCAACGTGAT
CGGGTCGAGCGCGGTGCCCAACAGCGCGTACGCCGATTTCTGGCGGCGCCTGGCCACCCA
GTTCAAGGGCAATCCCCGCGTCATCTTCGGGCTGATGAACGAGCCCAACTCGATGCCGAC
CGAGCAGTGGCTGTCCGGTGCCAACGCCGCGCTGGCCGCGATCCGCTCGGCCAATGCGAG
CAACGTGTGTCT

>AcP79_Akhaltsikhe, potato, 2014
ATGCTTGCGGTTGCGGCGGCGGTGACGGCGGTACCGCCAGCCTGAGCACGGCAAGCGCGT
CCGACACGGACACCACGACTCTGAAGCCCGCCGCCACCTCGACGACCTCATCCGTGTGGC
TCACCATCGCCAAGGACAGTGCCGCGTTTACGGTGAGCGGCACACGCACGGTGCGCTATG
GCGCCGGCAGCACGTGGGTGGAAAAGAGCGTGAGCGGTTCCGGCCAGTGCACCAGCACCT
TCTTCGGCAGGGACCCGGCGGCCGGTGTCGCCAAGGTGTGCCAACTGCTGCAGGGTACGG
GCACGCTGCTGTGGCGCGGCGTCAGCCTGGCCGGCGCGGAGTTCGGGGAGGGCAGCCTGC
CGGGCACCTACGGCAGCAACTACATCTATCCGTCCGCCGATAGCGCGACGTACTACAAGA
ACAAGGGCATGAACCTCGTGCGCCTGTCGTTCCGGTGCGAGCGGCTGCAGCCCACGCTCA
ACCAGGTGTTCGATGCGAACGAGCTGTCGCGCCTGACCGGGTTTGTCAACGCCGTGACGG
CGACCGGCCAGACGGTGCTGCTCGATCCGCACAACTATGCGCGCTACTACGGCAACGTGA
TCGGGTCGAGCGCGGTGCCCAACAGCGCGTACGCCGATTTCTGGCGGCGCCTGGCCACCC
AGTTCAAGGGCAATCCCCGCGTCATCTTCGGGCTGATGAACGAGCCCAACTCGATGCCGA
CCGAGCAGTGGCTGTCCGGTGCCAACGCCGCGCTGGCCGCGATCCGCTCGGCCAATGCGA
GCAACGTGTGTCGCGGGG

>KhPe90_Khulo, Pepper, 2014
CTTGCGGTTGCGGCGGCGGTGACGGCGGTACCGCCAGCCTGAGCACGGCAAGCGCGTCCG
ACACGGACACCACGACTCTGAAGCCCGCCGCCACCTCGACGACCTCATCCGTGTGGCTCA
CCATCGCCAAGGACAGTGCCGCGTTTACGGTGAGCGGCACACGCACGGTGCGCTATGGCG
CCGGCAGCACGTGGGTGGAAAAGAGCGTGAGCGGTTCCGGCCAGTGCACCAGCACCTTCT
TCGGCAGGGACCCGGCGGCCGGTGTCGCCAAGGTGTGCCAACTGCTGCAGGGTACGGGCA
CGCTGCTGTGGCGCGGCGTCAGCCTGGCCGGCGCGGAGTTCGGGGAGGGCAGCCTGCCGG
GCACCTACGGCAGCAACTACATCTATCCGTCCGCCGATAGCGCGACGTACTACAAGAACA
AGGGCATGAACCTCGTGCGCCTGTCGTTCCGGTGCGAGCGGCTGCAGCCCACGCTCAACC
AGGTGTTCGATGCGAACGAGCTGTCGCGCCTGACCGGGTTTGTCAACGCCGTGACGGCGA
CCGGCCAGACGGTGCTGCTCGATCCGCACAACTATGCGCGCTACTACGGCAACGTGATCG
GGTCGAGCGCGGTGCCCAACAGCGCGTACGCCGATTTCTGGCGGCGCCTGGCCACCCAGT
TCAAGGGCAATCCCCGCGTCATCTTCGGGCTGATGAACGAGCCCAACTCGATGCCGACCG
AGCAGTGGCTGTCCGGTGCCAACGCCGCGCTGGCCGCGATCCGCTCGGCCAATGCGAGCA



171

ACGTGGTGTCTGCCG

>KhT88_Khulo, Tomato, 2014
GTGCTTGCGGTTGCGGCGGCGGTGACGGCGGTACCGCCAGCCTGAGCACGGCAAGCGCGT
CCGACACGGACACCACGACTCTGAAGCCCGCCGCCACCTCGACGACCTCATCCGTGTGGC
TCACCATCGCCAAGGACAGTGCCGCGTTTACGGTGAGCGGCACACGCACGGTGCGCTATG
GCGCCGGCAGCACGTGGGTGGAAAAGAGCGTGAGCGGTTCCGGCCAGTGCACCAGCACCT
TCTTCGGCAGGGACCCGGCGGCCGGTGTCGCCAAGGTGTGCCAACTGCTGCAGGGTACGG
GCACGCTGCTGTGGCGCGGCGTCAGCCTGGCCGGCGCGGAGTTCGGGGAGGGCAGCCTGC
CGGGCACCTACGGCAGCAACTACATCTATCCGTCCGCCGATAGCGCGACGTACTACAAGA
ACAAGGGCATGAACCTCGTGCGCCTGTCGTTCCGGTGCGAGCGGCTGCAGCCCACGCTCA
ACCAGGTGTTCGATGCGAACGAGCTGTCGCGCCTGACCGGGTTTGTCAACGCCGTGACGG
CGACCGGCCAGACGGTGCTGCTCGATCCGCACAACTATGCGCGCTACTACGGCAACGTGA
TCGGGTCGAGCGCGGTGCCCAACAGCGCGTACGCCGATTTCTGGCGGCGCCTGGCCACCC
AGTTCAAGGGCAATCCCCGCGTCATCTTCGGGCTGATGAACGAGCCCAACTCGATGCCGA
CCGAGCAGTGGCTGTCCGGTGCCAACGCCGCGCTGGCCGCGATCCGCTCGGCCAATGCGA
GCAACGTGGTGTTGCC

>AcP81_Akhaltsikhe, Potato, 2014
TTGCGGTTGCGGCGGCGGTGACGGCGGTACCGCCAGCCTGAGCACGGCAAGCGCGTCCGA
CACGGACACCACGACTCTGAAGCCCGCCGCCACCTCGACGACCTCATCCGTGTGGCTCAC
CATCGCCAAGGACAGTGCCGCGTTTACGGTGAGCGGCACACGCACGGTGCGCTATGGCGC
CGGCAGCACGTGGGTGGAAAAGAGCGTGAGCGGTTCCGGCCAGTGCACCAGCACCTTCTT
CGGCAGGGACCCGGCGGCCGGTGTCGCCAAGGTGTGCCAACTGCTGCAGGGTACGGGCAC
GCTGCTGTGGCGCGGCGTCAGCCTGGCCGGCGCGGAGTTCGGGGAGGGCAGCCTGCCGGG
CACCTACGGCAGCAACTACATCTATCCGTCCGCCGATAGCGCGACGTACTACAAGAACAA
GGGCATGAACCTCGTGCGCCTGTCGTTCCGGTGCGAGCGGCTGCAGCCCACGCTCAACCA
GGTGTTCGATGCGAACGAGCTGTCGCGCCTGACCGGGTTTGTCAACGCCGTGACGGCGAC
CGGCCAGACGGTGCTGCTCGATCCGCACAACTATGCGCGCTACTACGGCAACGTGATCGG
GTCGAGCGCGGTGCCCAACAGCGCGTACGCCGATTTCTGGCGGCGCCTGGCCACCCAGTT
CAAGGGCAATCCCCGCGTCATCTTCGGGCTGATGAACGAGCCCAACTCGATGCCGACCGA
GCAGTGGCTGTCCGGTGCCAACGCCGCGCTGGCCGCGATCCGCTCGGCCAATGCGAGCAA
CGTGTGTCTGC

>KoT65_Kobuleti, Tomato, 2014
GTGCTGCGGTTGCGGCGGCGGTGACGGCGGTACCGCCAGCCTGAGCACGGCAAGCGCGTC
CGACACGGACACCACGACTCTGAAGCCCGCCGCCACCTCGACGACCTCATCCGTGTGGCT
CACCATCGCCAAGGACAGTGCCGCGTTTACGGTGAGCGGCACACGCACGGTGCGCTATGG
CGCCGGCAGCACGTGGGTGGAAAAGAGCGTGAGCGGTTCCGGCCAGTGCACCAGCACCTT
CTTCGGCAGGGACCCGGCGGCCGGTGTCGCCAAGGTGTGCCAACTGCTGCAGGGTACGGG
CACGCTGCTGTGGCGCGGCGTCAGCCTGGCCGGCGCGGAGTTCGGGGAGGGCAGCCTGCC
GGGCACCTACGGCAGCAACTACATCTATCCGTCCGCCGATAGCGCGACGTACTACAAGAA
CAAGGGCATGAACCTCGTGCGCCTGTCGTTCCGGTGCGAGCGGCTGCAGCCCACGCTCAA
CCAGGTGTTCGATGCGAACGAGCTGTCGCGCCTGACCGGGTTTGTCAACGCCGTGACGGC
GACCGGCCAGACGGTGCTGCTCGATCCGCACAACTATGCGCGCTACTACGGCAACGTGAT
CGGGTCGAGCGCGGTGCCCAACAGCGCGTACGCCGATTTCTGGCGGCGCCTGGCCACCCA
GTTCAAGGGCAATCCCCGCGTCATCTTCGGGCTGATGAACGAGCCCAACTCGATGCCGAC
CGAGCAGTGGCTGTCCGGTGCCAACGCCGCGCTGGCCGCGATCCGCTCGGCCAATGCGAG
CAACGTGGTGTCTGCGG
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>AcP62_Akhaltsikhe, Potato, 2014
TGTGCTTGCGGTTGCGGCGGCGGTGACGGCGGTACCGCCAGCCTGAGCACGGCAAGCGCG
TCCGACACGGACACCACGACTCTGAAGCCCGCCGCCACCTCGACGACCTCATCCGTGTGG
CTCACCATCGCCAAGGACAGTGCCGCGTTTACGGTGAGCGGCACACGCACGGTGCGCTAT
GGCGCCGGCAGCACGTGGGTGGAAAAGAGCGTGAGCGGTTCCGGCCAGTGCACCAGCACC
TTCTTCGGCAGGGACCCGGCGGCCGGTGTCGCCAAGGTGTGCCAACTGCTGCAGGGTACG
GGCACGCTGCTGTGGCGCGGCGTCAGCCTGGCCGGCGCGGAGTTCGGGGAGGGCAGCCTG
CCGGGCACCTACGGCAGCAACTACATCTATCCGTCCGCCGATAGCGCGACGTACTACAAG
AACAAGGGCATGAACCTCGTGCGCCTGTCGTTCCGGTGCGAGCGGCTGCAGCCCACGCTC
AACCAGGTGTTCGATGCGAACGAGCTGTCGCGCCTGACCGGGTTTGTCAACGCCGTGACG
GCGACCGGCCAGACGGTGCTGCTCGATCCGCACAACTATGCGCGCTACTACGGCAACGTG
ATCGGGTCGAGCGCGGTGCCCAACAGCGCGTACGCCGATTTCTGGCGGCGCCTGGCCACC
CAGTTCAAGGGCAATCCCCGCGTCATCTTCGGGCTGATGAACGAGCCCAACTCGATGCCG
ACCGAGCAGTGGCTGTCCGGTGCCAACGCCGCGCTGGCCGCGATCCGCTCGGCCAATGCG
AGCAACGTGGTGTCTGC

>AcP62_Akhaltsikhe, Potato, 2014
CCGGTTGCGGCGGCGGTGACGGCGGTACCGCCAGCCTGAGCACGGCAAGCGCGTCCGACA
CGGACACCACGACTCTGAAGCCCGCCGCCACCTCGACGACCTCATCCGTGTGGCTCACCA
TCGCCAAGGACAGTGCCGCGTTTACGGTGAGCGGCACACGCACGGTGCGCTATGGCGCCG
GCAGCACGTGGGTGGAAAAGAGCGTGAGCGGTTCCGGCCAGTGCACCAGCACCTTCTTCG
GCAGGGACCCGGCGGCCGGTGTCGCCAAGGTGTGCCAACTGCTGCAGGGTACGGGCACGC
TGCTGTGGCGCGGCGTCAGCCTGGCCGGCGCGGAGTTCGGGGAGGGCAGCCTGCCGGGCA
CCTACGGCAGCAACTACATCTATCCGTCCGCCGATAGCGCGACGTACTACAAGAACAAGG
GCATGAACCTCGTGCGCCTGTCGTTCCGGTGCGAGCGGCTGCAGCCCACGCTCAACCAGG
TGTTCGATGCGAACGAGCTGTCGCGCCTGACCGGGTTTGTCAACGCCGTGACGGCGACCG
GCCAGACGGTGCTGCTCGATCCGCACAACTATGCGCGCTACTACGGCAACGTGATCGGGT
CGAGCGCGGTGCCCAACAGCGCGTACGCCGATTTCTGGCGGCGCCTGGCCACCCAGTTCA
AGGGCAATCCCCGCGTCATCTTCGGGCTGATGAACGAGCCCAACTCGATGCCGACCGAGC
AGTGGCTGTCCGGTGCCAACGCCGCGCTGGCCGCGATCCGCTCGGCCAATGCGAGCAACG
TGGTGTTCGTGCG

>KoT47_Kobulei_Tomato_2013
TCGCGGTTGCGGCGGCGGCGACGGTGACACCACCCTCAGCACGGCGGCCGCCACCGACACCAC
GACCCTGAAGACGGCCGCCACCACCTCGATCTCGCCGTTGTGGCTCACCGTCGCCAAGGACAG
CGCGGCGTTCACGGTGAGCGGCACGCGCACGGTGCGCTATGGCGCCGGCAGCGCGTGGGTGG
CGAAGAGCATGTCCGGCACAGGCCAGTGCACCGCCGCCTTCTTCGGTAAGGATCCGGCGGCCG
GTGTCGCCAAGGTATGCCAGGTGGCGCAGGGCACGGGCACCCTGCTGTGGCGCGGCGTCAGCC
TGGCCGGCGCCGAGTTCGGGGAGGGCAGCCTGCCGGGCACCTACGGGAGCAACTACATCTATC
CGTCCGCCGACAGCGCGACCTACTACAAGAACAAGGGCATGAACCTCGTGCGCCTGCCGTTCC
GGTGGGAGCGGCTGCAGCCCACGCTCAACCAGGCGCTCGACGCGAACGAGCTGTCGCGCCTG
ACCGGGTTCGTCAACGCCGTGACGGCGGCCGGCCAGACGGTGCTGCTCGATCCGCACAACTAC
GCGCGCTACTACGGCAACGTGATCGGCTCGAGCGCGGTGCCCAACAGCGCGTACGCCGATTTC
TGGCGGCGCGTGGCCACCCAGTTCAAGGGCAATGCCCGCGTCATCTTCGGGCTGATGAACGAG
CCCAATTCGATGCCGACCGAGCAGTGGCTGTCCGGCGCCAACGCCGCGCTGGCCGCAATCCGC
TCGGCCAATGCGAGCAACGTGGTGTTCTGCGGGGGCAACGC
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>AkhP41_Akhalqalaqi_Potato_2013
TGCTGCGGTTGCGGCGGCGGTGACGGCGGTACCGCCAGCCTGAGCACGGCAAGCGCGTCCGAC
ACGGACACCACGACTCTGAAGCCCGCCGCCACCTCGACGACCTCATCCGTGTGGCTCACCATC
GCCAAGGACAGTGCCGCGTTTACGGTGAGCGGCACACGCACGGTGCGCTATGGCGCCGGCAG
CACGTGGGTGGAAAAGAGCGTGAGCGGTTCCGGCCAGTGCACCAGCACCTTCTTCGGCAGGG
ACCCGGCGGCCGGTGTCGCCAAGGTGTGCCAACTGCTGCAGGGTACGGGCACGCTGCTGTGGC
GCGGCGTCAGCCTGGCCGGCGCGGAGTTCGGGGAGGGCAGCCTGCCGGGCACCTACGGCAGC
AACTACATCTATCCGTCCGCCGATAGCGCGACGTACTACAAGAACAAGGGCATGAACCTCGTG
CGCCTGTCGTTCCGGTGCGAGCGGCTGCAGCCCACGCTCAACCAGGTGTTCGATGCGAACGAG
CTGTCGCGCCTGACCGGGTTTGTCAACGCCGTGACGGCGACCGGCCAGACGGTGCTGCTCGAT
CCGCACAACTATGCGCGCTACTACGGCAACGTGATCGGGTCGAGCGCGGTGCCCAACAGCGCG
TACGCCGATTTCTGGCGGCGCCTGGCCACCCAGTTCAAGGGCAATCCCCGCGTCATCTTCGGGC
TGATGAACGAGCCCAACTCGATGCCGACCGAGCAGTGGCTGTCCGGTGCCAACGCCGCGCTGG
CCGCGATCCGCTCGGCCAATGCGAGCAACGTGTGTCG

>KhP34_Khulo_Potato_2013
TGCTTGCGGTTGCGGCGGCGGTGACGGCGGTACCGCCAGCCTGAGCACGGCAAGCGCGTCCGA
CACGGACACCACGACTCTGAAGCCCGCCGCCACCTCGACGACCTCATCCGTGTGGCTCACCAT
CGCCAAGGACAGTGCCGCGTTTACGGTGAGCGGCACACGCACGGTGCGCTATGGCGCCGGCA
GCACGTGGGTGGAAAAGAGCGTGAGCGGTTCCGGCCAGTGCACCAGCACCTTCTTCGGCAGG
GACCCGGCGGCCGGTGTCGCCAAGGTGTGCCAACTGCTGCAGGGTACGGGCACGCTGCTGTGG
CGCGGCGTCAGCCTGGCCGGCGCGGAGTTCGGGGAGGGCAGCCTGCCGGGCACCTACGGCAG
CAACTACATCTATCCGTCCGCCGATAGCGCGACGTACTACAAGAACAAGGGCATGAACCTCGT
GCGCCTGTCGTTCCGGTGCGAGCGGCTGCAGCCCACGCTCAACCAGGTGTTCGATGCGAACGA
GCTGTCGCGCCTGACCGGGTTTGTCAACGCCGTGACGGCGACCGGCCAGACGGTGCTGCTCGA
TCCGCACAACTATGCGCGCTACTACGGCAACGTGATCGGGTCGAGCGCGGTGCCCAACAGCGC
GTACGCCGATTTCTGGCGGCGCCTGGCCACCCAGTTCAAGGGCAATCCCCGCGTCATCTTCGG
GCTGATGAACGAGCCCAACTCGATGCCGACCGAGCAGTGGCTGTCCGGTGCCAACGCCGCGCT
GGCCGCGATCCGCTCGGCCAATGCGAGCAACGTGTGTCGG


