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АНЫҚТАМАЛАР

Микроорганизмдердің антагонизмі – микроорганизмдер арасындағы симбиотикалық емес қарым-қатынастың бір түрі, бір штамм екіншісінің өсуін толығымен басады немесе баяулатады.
Түр – шығу тегі ортақ, экологиялық бірлігі бар, зат алмасуы мен энергиясы ұқсас, геномдық құрылымы, морфологиялық және биохимиялық қасиеттері бойынша бір-біріне ұқсас және басқа түрлерден ерекшеленетін бактериялар популяцияларының жиынтығы.
Изолят – белгілі бір көзден бөлінген микроорганизмдердің дақылы.
Мутагенез – ДНҚ-ның нуклеотидтер тізбегіне өзгерістер енгізу (мутация). Табиғи (стихиялық) және жасанды (индукциялық) мутагенез болады.
Туыс – бір-біріне жақын түрлердің жиынтығы.
Штамм – фенотиптік және/немесе генотиптік сипаттамалары бірдей, белгілі бір түрге жататын және осы түрдің басқа изоляттарынан айырмашылығы бар изолят немесе изоляттар тобы.
Эпифитті микрофлора - өсімдіктердің беткі қабатын мекендейтін әртүрлі туысқа жататын микроорганизмдердің жиынтығы.
















БЕЛГІЛЕР ЖӘНЕ ҚЫСҚАРТУЛАР

ББА - биологиялық бақылау агенттері
LAB – сүт қышқылды бактериялары
ЖӨГСХ (HPLC) – жоғары өнімді газ-сұйық хроматографиясы
ГХ (GC) – газ хроматографиясы
КГА - картоп глюкоза агары
КС – культура сұйықтығы
КҚБ/мл – миллилитрдегі колония құраушы бірлік
ШҚ – шаруа қожалығы
ПТР – полимеразды тізбекті реакция
БПА – балық-пептонды агары
СПА - сахароза-пептонды агары
MRS (Ман, Рогоса және Шарп) –сүтқышқылды бактерияларды өсіруге арналған қоректік орта
NA (Nutrient Agar) – қоректік агары
NB (Nutrient Broth) – қоректік сорпа
NAG (Nutrient Agar Glicerol) – микроорганизмдерді ұзақ мерзімге сақтау үшін қолданылатын глицерин қосылған коректік агар
°С - Цельсий градусы
рН – қышқылдық көрсеткіші
т.д.ж. – теңіз деңгейінен жоғары
мм – миллиметр
ppm - миллиондағы бөліктер - концентрацияның өлшем бірлігі.




















КІРІСПЕ

Жұмыстың жалпы сипаттамасы. Бұл диссертациялық жұмыс Қазақстанның жеміс дақылдарында кездесетін бактериялық күйік қоздырғышына (Erwinia amylovora) қарсы ингибиторлық белсенділігі бар коллекциялық және қожайын өсімдіктерден бөлініп алынған жаңа микроорганизм штамдарына скрининг жүргізу және оларды қолдану әдісін жасауға арналған.
E. amylovora бактериялық күйік қоздырғышына қарсы антагонистік белсенділігі бар микроорганизмдерге скрининг жүргізілді. Жеміс ағаштарының филлосферасынан жаңадан бөлініп алынған микробтық изоляттардың ішінен Bacillus amyloliquefaciens МВ40, Lactobacillus plantarum 17М бактериялары, ал коллекциялық штамдар арасынан L. casei 139, L. casei 173 сүт қышқылды бактериялары және Streptomyces canofumeus K20/1 актиномицеті анағұрлым жоғары антагонистік белсенділік көрсетті. Бактериялық күйік қоздырғышына қарсы ингибиторлық белсенділігі бар, іріктеп алынған антагонист-бактериялардың дақылдық сұйықтықтарындағы метаболиттері зерттелді. Сондай-ақ, Польша мемлекетінде бөлініп алынған Pantoea agglomerans 48M штамы зерттелді, ол Қазақстанда кездесетін E. amylovora патогенінің изолятына қарсы белсенділігі бар екені анықталды.
Зерттеу тақырыбының өзектілігі. Соңғы жылдары Қазақстанның жеміс шаруашылығында карантиндік дәрежесі бар аса қауіпті аурулардың бірі болып саналатын бактериялық күйік сияқты аурудан туындаған күрделі мәселелер қалыптасты. Зияндылық дәрежесі бойынша жеміс ағаштарында кездесетін белгілі аурулардың ешқайсысы онымен салыстыруға келмейді. Осы аурумен зақымдану нәтижесінде жеміс ағаштарының жас көшеттері небәрі 1 маусымда, ал ескі бақтар 2-3 жылда толықтай жойылып кетуі мүмкін. Экономикалық залал өнімнің азаюы немесе толық жоғалуы, қураған ағаштарды тамырымен жұлу және жаңа бақ отырғызу шығындарынан көрінеді. Алмұрт негізінен осы ауруға бейім, бірақ ауру алма, долана, айва және шетен сияқты өсімдіктерге де әсер етуде. Өкінішке орай, аурудың ауқымы жылдан жылға кеңейіп келеді. Раушангүлділер тұқымдасына жататын барлық жемісті ағаштар мен бұталы өсімдіктерге зиян келтіруі мүмкін.
Қазіргі уақытта E. amylovora бактериялық күйік қоздырғышына қарсы тиімді шаралар жоқ. Химиялық бақылау әдістері инфекцияның дамуын азайту үшін ғана қолданылады. Бактериялық күйік қоздырғышына құрамында мыс бар фунгицидтерден басқа ештеңе әсер етпейді. Бұл ауруымен күресу шараларына қатысты әдебиет көздерінде бүршік жарылуының басында, гүлдену алдында және одан кейін, егін жинағаннан кейін ағаштарды 0,5-1% Бордо сұйықтығымен немесе 0,3% мыс хлоридімен бүрку ғана ұсынылған. Гүлдену кезінде бүрку өте тиімді, бірақ бақтарда тұрақты түрде құрамында мыс бар препараттарды қолдану E. amylovora бактериясының мутациясына әкеліп, нәтижесінде оның осы қорғаныс әдісіне төзімді түрлері пайда болған. Патоген популяциясын төмендетудің балама және ең тиімді тәсілі - биологиялық өнімдерді қолдану. Бұл әдістің ең басты артықшылығы қоршаған орта мен ондағы биотаға ешқайдай зиянды әсері жоқ. Себебі, белсенді антагонист штамдар сол эпифитті ортадан бөлініп алынады. Сондықтан, соңғы жылдары дүниежүзінде, соның ішінде біздің елімізде бактериялық күйікпен күресу шаралары ретінде патогенді тежей алатын белсенді микроорганизмдер негізіндегі биологиялық өнімдерді алу технологиясын іздеуге және дамытуға көп көңіл бөлінуде.
Осыған байланысты, Қазақстанның алма бақтарындағы бактериялық күйік қоздырғышына қарсы ингибиторлық белсенділігі бар микроорганизмдерді қолдану әдісін жасау өте өзекті болып табылады.
Жұмыстың мақсаты: Жеміс дақылдарында кездесетін бактериялық күйік қоздырғышына қарсы ингибиторлық белсенділігі бар микроорганизмдердің тиімділігін анықтау және олардың қолдану әдісін жасау.
Зерттеу жұмысының міндеттері:
· Қазақстанның әртүрлі экологиялық-географиялық аймақтарындағы жеміс (алма) бақтарына фитосанитарлық мониторинг жүргізу және микроорганизмдердің жаңа штамдарын бөліп алу.
· E. amylovora патогеніне қарсы антагонистік белсенділігі бар коллекциялық микроорганизм штамдары мен жаңадан бөлініп алынған изоляттарды тексеру және іріктеу.
· Жеміс дақылдарының бактериялық күйік қоздырғышына қарсы іріктеп алынған штамдардың ингибиторлық белсенділігіне ультракүлгін сәулесінің әсерін зерттеу.
· Белсенді штамдардың дақылдық сұйықтығындағы негізгі метаболиттерді анықтау және олардың E. amylovora-ға қарсы ингибиторлық белсенділігін тексеру.
· Іріктеп алынған штамдардың бактериялық күйік қоздырғышына қарсы қолдану әдісін жасау және биологиялық тиімділігін анықтау.
Зерттеу объектілері. Жұмыста «Микробиология және вирусология ғылыми-өндірістік орталығы» ЖШС коллекциялық микроорганизмдерінің дақылдары, сондай-ақ Қазақстанның Жамбыл, Түркістан және Алматы облыстарының өнеркәсіптік бақ аймақтарына маршруттық зерттеулер жүргізу кезінде алма және алмұрт ағаштарының филлосферасының сынамаларынан (жемістері, жапырақтары мен бұтақтары) бөлініп алынған жаңа изоляттар пайдаланылды. Сонымен қатар, Ұлттық бау-бақша ғылыми-зерттеу институтының фитопатология бөлімінде алма жапырақтарынан бөлініп алынған 48M изоляты зерттелді (Скерневице қ., Польша).
Зерттеу әдістері: Зерттеу жұмысы барысында жалпыға ортақ қабылданған фитопатологиялық, микробиологиялық, биохимиялық, молекулярлық-генетикалық және химиялық зерттеу әдістері қолданылды.
Зерттеу жұмысының ғылыми жаңалығы.
Зерттеу нәтижелерінің жаңалығының мәні Қазақстан Республикасының бақтарында кең таралған E. amylovora бактериялық күйік қоздырғышына қарсы антагонистік белсенділік танытатын эпифитті микроорганизмдердің жаңа белсенді штамдарын анықтау және іріктеп алу болып табылады.
Қазақстанда алғаш рет жеміс дақылдарының бактериялық күйік қоздырғышымен күресу үшін антагонистік белсенділігі бар микроорганизмдер іріктеп алынып, биологиялық өнімнің негізгі құрамы ретінде ұсынылды.
Алғаш рет E. amylovora бактериялық күйік қоздырғышына қарсы жоғары белсенділігі бар Bacillus amyloliquefaciens, Lactobacillus plantarum штамдары бөлініп алынды және коллекциялық Streptomyces canofumeus актиномицет штамы тексерілді.
E. amylovora-ға қарсы антагонистік белсенділі бар штамдардың негізгі метаболиттері анықталды.
B. amyloliquefaciens штамына ультракүлгін сәулесі арқылы жасанды мутагенез жүргізу нәтижесінде өнімділік қасиеті жоғары мутант MB40 штамы алынды.
Жеміс дақылдарының бактериялық күйік қоздырғышына қарсы B. amyloliquefaciens MB40 және L. plantarum 17M штамдарын қолдану әдісі жасалды және тиімділігі бағаланды.
Зерттеудің теориялық маңыздылығы мен практикалық құндылығы.
Скрининг жүргізу нәтижесінде микроорганизмдердің жоғары белсенді штамдары іріктеліп алынды, олардың антагонистік белсенділігін айқындайтын негізгі метаболиттер анықталды, Қазақстанның жеміс дақылдарында кездесетін бактериялық күйік қоздырғышына қарсы іріктеп алынған штамдарды қолдану әдісі жасалды.
Алынған нәтижелер жеміс дақылдарында кездесетін бактериялық күйік қоздырғышына (E. amylovora) қарсы отандық биологиялық өнімді жасау үшін антагонистік белсенділігі бар микроорганизмдерді іріктеп, белсенді штамдарын пайдалануға мүмкіндік береді. Зерттеу жұмысының нәтижелері химиялық препараттарды пайдалануды азайтуға немесе одан бас тартуға, сондай-ақ жеміс ағаштарын бактериялық күйіктен биологиялық әдіспен қорғау, бұл экологиялық таза өнімдермен халықтың өмір сүру сапасын арттыруға және жақсартуға ықпал етеді.
Айта кету керек, бактериялық дақылдарға негізделген препараттар үнемді, әрі тиімдірек және әлдеқайда арзан болады, өйткені олар антибиотиктерді шығаруға қосымша шығындарды қажет етпейді, олардың препараттық формасы споралары, бактериялық жасушалары мен биологиялық белсенді метаболиттері бар дақылдық сұйықтық болады.
Осылайша, жеміс дақылдарының бактериялық күйік қоздырғышына қарсы антагонистік белсенділігі бар микроорганизмдерді қолдану әдісін жасауға арналған бұл диссертациялық жұмыстың теориялық маңыздылығы мен практикалық құндылығы зор.
Қорғауға ұсынылатын негізгі тұжырымдар:
1. E. amylovora бактериялық күйік қоздырғышына қарсы коллекциялық және жаңа микроорганизм штамдарына скрининг жүргізу арқылы белсенділігі жоғары штамдарды анықтауға мүмкіндік берді.
2. Ультракүлгін сәулесі арқылы жасанды мутагенез жүргізу нәтижесінде B. amyloliquefaciens MB40 мутант штамын алуға мүмкіндік берді, ол бастапқы аталық штамнан 2,8 есе белсенді болды.
3. Перспективті штамдардың дақылдық сұйықтықтарындағы негізгі метаболиттері анықталып, олардың бактериялық күйік қоздырғышына қарсы ингибиторлық белсенділіктері тексерілді.
4. Антагонистік бактериялар (B. amyloliquefaciens MB40 және L. plantarum 17M) негізіндегі биологиялық өнімдердің тәжірибелік үлгілерін қолдану әдісі жеміс ағаштарын бактериялық күйіктен тиімді қорғауға мүмкіндік береді.
Ғылыми жұмыстың негізгі нәтижелері мен қорытындылары:
1. Жамбыл, Түркістан және Алматы облыстарының бақ ценоздарына фитосанитарлық мониторинг жүргізу барысында алма және алмұрт жеміс ағаштарының филлосферасынан жиналған 47 сынамадан (жемістері, жапырақтары, бұтақтары) келесі таксономиялық топтарға жататын 216 изолят бөлініп алынды: бактериялар саны - 142, саңырауқұлақтар - 37 және ашытқылар - 37.
2. Коллекциялық және жаңадан бөлініп алынған микроорганизм штамдарына скрининг жүргізу барысында E. amylovora бактериялық күйік қоздырғышына қарсы L. casei 139, L. casei 173, St. canofumeus K20/1, B. amyloliquefaciens MB40, L. plantarum 17M және Польша мемлекетінде бөлініп алынған P. agglomerans 48M штамдары ең үлкен антагонистік белсенділікті көрсетті.
3. Ультракүлгін сәулесі арқылы жасанды мутагенез жүргізу нәтижесінде белсенді B. amyloliquefaciens MB40 мутант штамы алынды, ол бастапқы аталық штамның белсенділігінен 2,8 есе асып түсті.
4. Іріктеп алынған штамдардың дақылдық сұйықтықтарындағы E. amylovora-ға қарсы ингибиторлық белсенділікті айқындайтын негізгі метаболиттері анықталды. B. amyloliquefaciens MB40 штамының дақылдық сұйықтығында ацетоин және 2,3-бутандион, ал L. plantarum 17M сүтқышқылды штамында 2,3-бутандион, сірке және сүт қышқылдары анықталды.
5. Жеміс дақылдарының бактериялық күйік қоздырғышына қарсы B. amyloliquefaciens MB40 және L. plantarum 17M штамдары негізіндегі биопрепараттардың тәжірибелік үлгілерін қолдану әдісі жасалынды. Тұтыну нормасы 4 л/га дақылдық сұйықтықтарымен екі реттік өңдеу жеміс ағаштарын бактериялық күйіктен тиімді қорғауға мүмкіндік береді. Алма ағашының сезімтал «Апорт» сұрыпында B. amyloliquefaciens MB40 және L. plantarum 17M штамдары негізіндегі биопрепараттардың тәжірибелік үлгілерінің биологиялық тиімділігі сәйкесінше 70±0,2% және 83,4±0,4%, төзімді «Star Crimson» сұрыпында - тиісінше 75,3±0,5% және 89±0,1%-ды құрады.
Автордың жеке үлесі. Автор өз бетінше зерттеу тақырыбы бойынша әдебиет деректерін талдауды, эксперименттік жұмысты, статистикалық өңдеуді, зерттеу нәтижелерін талдауды және диссертацияның қолжазбасын дайындауды жүзеге асырды.
Негізгі ғылыми жұмыс жоспарымен байланысы. Диссертациялық жұмыс АР05131543 «Жеміс дақылдарының бактериялық күйік қоздырғышына қарсы биопрепарат әзірлеу» ғылыми-зерттеу жобасы мен BR18574022 «Жеміс дақылдарының бактериялық күйік ауруымен күресуге арналған микробтық препараттар» атты гранттық қаржыландыру есебінен жүргізілген ғылыми жоба және бағдарлама аясында орындалды. Жоба мен бағдарламаның ғылыми жетекшісі – б.ғ.д., профессор Саданов А.К.
Жұмыстың апробациясы.
Диссертациялық жұмыстың негізгі нәтижелері халықаралық конференцияларда баяндалды және талқыланды, оның ішінде:
- V Халықаралық Фараби оқулары аясындағы студенттер мен жас ғалымдардың «Фараби әлемі» халықаралық ғылыми конференциясы (Алматы қ., 2018 ж.);
- «Astana Biotech 2018» халықаралық симпозиумы (Астана қ., 2018 ж.);
- Азия табиғатын қорғау халықаралық конференциясы: «Өзгеріп жатқан Азиядағы табиғатты қорғауды өзекті ету» (Бішкек қ., 2018 ж.);
- Биоәртүрлілік және экожүйелер бойынша 20-шы халықаралық конференциясы (Токио қ., 2018 ж.);
- Өсімдіктердің бактериялық ауруларын биологиялық бақылау бойынша 4-ші халықаралық симпозиумы (Витербо қ., 2019 ж.);
- Rosaceae өсімдіктерінің бактериялық күйікке қарсы атты 2-ші халықаралық симпозиумы (Мичиган қ., 2019 ж.);
- XX EURO талдаулары атта конференциясы (Стамбул қ., 2019 ж.);
- Ауыл шаруашылығы мен экологиядағы инновациялар халықаралық ғылыми-тәжірибелік конференциясы (Рязань қ., Ресей Федерациясы 2020 ж.);
- Өсімдіктердің патологиясы бойынша 12-ші халықаралық конгрессі (Лион қ., С.63, С.67, 2023);
- Қазақстан Республикасы Денсаулық сақтау министрлігінің Биологиялық қауіпсіздік проблемалары ғылыми-зерттеу институтының 65 жылдығына арналған халықаралық ғылыми-тәжірибелік конференциясы (Алматы қ., 268-269 б., 2023 ж.).
Жарияланымдар.
Диссертация материалдары бойынша ашық баспасөзде 28 жұмыс жарияланды, оның ішінде рецензияланған шетелдік ғылыми басылымдарда 4 мақала Web of Science немесе Scopus деректер базасында нөлдік емес импакт-фактормен индекстелген (European journal of plant pathology 2020- 70% (Q2), Journal of plant pathology 2020 – 41% (Q3), World journal of microbiology and biotechnology 2023 – 73% (Q2); Journal of plant pathology 2024 – 56% (Q2)); Қазақстан Республикасы Білім және ғылым саласындағы бақылау комитеті ұсынған республикалық ғылыми журналдарда 5 мақала; Отандық рейтингтік басылымдарда 4 мақала, халықаралық конференция материалдарында 1 мақала және 11 тезис. Атқарылған жұмыс нәтижелері бойынша 2 өндіріске ғылыми әзірлемелерді енгізу актілері және өнертабысқа Қазақстан Республикасының 3 патенті алынды: 1) №34036, тіркеу №: 2018/0536.1 29.11.2019 ж.; 2) №35238, тіркеу №: 2020/0149.1. 03.09.2021 ж.; 3) №36811, тіркеу №: 2023/0167.1 13.09.2024 ж.
Диссертацияның жұмыстың көлемі мен құрылымы. Диссертациялық жұмыс компьютерлік мәтіннің 120 бетінде ұсынылған және келесі бөлімдерден тұрады: нормативтік сілтемелер, анықтамалар, белгілер мен қысқартулар, кіріспе, әдебиеттерге шолу, материалдар мен зерттеу әдістері, нәтижелер және оларды талқылау, қорытынды, 245 пайдаланылған әдебиеттер тізімі. Жұмыста 18 кесте, 41 сурет және 3 қосымша бар.




































1 ЗЕРТТЕУ БАҒЫТЫН ТАУДАУДЫҢ НЕГІЗДЕМЕСІ

1.1 Оңтүстік және Оңтүстік-Шығыс Қазақстанның табиғи-климаттық жағдайлары
Қазақстанның әртүрлі аймақтарындағы ауа-райы және географиялық жағдайлары белгілі бір дақылдарды өсіруге мүмкіндік береді. Алма ағашы бірқатар экономикалық құнды қасиеттерімен және оны басқа жеміс ағаштарынан ерекшелендіретін белгілермен сипатталады. Алма ағаштарының көптеген сұрыптары бейімделгіш, құрғақшылық пен қыс мезгілінде болатын суықтарға төзімді, тез жеміс береді және өсу жағдайларына талабы аз. Бұндай сипаттамаларына сәйкес алма жеміс ағашының сұрыптарын барлық топырақ пен климаттық аймақтар үшін сәйкесінше таңдауға мүмкіндік береді.
Елімізде жыл сайын 100 мың тоннадан астам алма өндіріледі. Бұл дақылды өсіретін маңызды өңірлер – Алматы, Жамбыл және Түркістан облыстары болып табылады. Бұл аймақтардың табиғи-климаттық жағдайлары шетелдік өнімдермен бәсекеге қабілетті, жоғары сапалы жемістерді өсіруге өте қолайлы аймақтар [1].
Алматы облысындағы бау-бақша аймақтарының климаттық сипаттамасы
Орта таулы аймақ теңіз деңгейінен 1100-ден 1600 м биіктікке дейінгі таулы жерледің едәуір бөлігін алып жатыр. Табиғи жағдайына байланысты аудан жеміс өсіруге өте қолайлы. Ауаның жылдық орташа температурасы +7,8 +8 градус. Жылы кезеңдегі оң ауа температурасының қосындысы 3250-3400 градус, белсенді вегетациялық кезеңде - 2500-3050. Аязсыз кезең 165-170 күн. Көктемгі аяз сәуір айының соңында аяқталса, күзгі аяз қазан айының бірінші онкүндігінде басталады. Жылына жауын-шашын мөлшері Іле Алатауының орталық бөлігінде 600-800 мм, батыс бөлігінде 550 мм. Жауын-шашынның 70-75% жылы мезгілде түседі. Қыс мезгілінде ауа райы орташа жылы. Бұл бақтардың қысқы температурадан зақымданбай қыстайтын аймағы. Алайда, қыс мезгіліндегі жауған қар жиі ериді және құрғақ ауамен сипатталады, бұл кейбір сорттардың, көбінесе көпжылдық ағаштардың бүршіктер мен бұтақтардың қыста кептірілуін тудырады. Кейбір жылдары гүлденген жеміс дақылдары көктемгі аязға ұшырап, гүлдер мен аналық бездерді үсіп кетеді. Қарасай, Іле, Талғар және Еңбекшіқазақ аудандарын қамтитын теңіз деңгейінен 850-1200 м биіктікте орналасқан төменгі таулы аймақ және оларға іргелес жазықтар бау-бақшаның өнеркәсіптік аймағы болып табылады. Топырақтары негізінен қара каштан, тауларға жақын жерлерде – қара топырақ. Жылдық орташа температура +6,2+8 градус. Аязсыз кезең 160-170 күнді құрайды. Жылдық жауын-шашын мөлшері 420-700 мм. Алматы облысында жаз мезгіліндегі ауа райы орташа ыстық және шуақты күндері ұзақ, ал қысы орташа жылы, сондықтан да бұндай климаттық жағдай бау-бақша өсіруге қолайлы және дәмді, әрі тауарлық сапасы жоғары жемістерді алуға ықпал етеді [2].
Жамбыл облысындағы бау-бақша аймақтарының климаттық сипаттамасы
Жамбыл облысы солтүстігінде Қарағанды облысымен, оңтүстігінде Қырғызстан Республикасымен және Түркістан облысымен, шығысында Алматы облысымен шектеседі. Облыстың климаты (Оңтүстік Қазақстанның басқа аймақтары сияқты) құрғақ және күрт континенттік. Ол тәулік бойы және жалпы жыл бойы температураның күрт өзгеруімен сипатталады. Облыстың оңтүстік таулы бөлігінде континенттік ерекшеліктер байқалады: мұнда қыс жұмсақ, жауын-шашынмен қамтамасыз етілуі жақсырақ. Қыста төмен температура кезеңдері салыстырмалы түрде аз. Жылы кезең жоғары температура мен айтарлықтай құрғақ ауамен сипатталады. Ең ыстық ай – шілде, орташа температурасы 25 – 27°С, тау етегі мен таулы аймақтарда – 21 – 24°С. Дәл осы айда абсолютті максимум - өте қарқынды жылу 40 - 45°C, шөлді аймақтарда 47 °C дейін байқалады. Жалпы облыста жауын-шашын аз, әсіресе оның жазық бөлігінде (жылына 250 мм-ден аз). Жамбыл облысының солтүстік-шығысында жауын-шашынның мөлшері тіптен аз (жылына 100 – 130мм) байқалады. Жазда солтүстік және орталық аймақтарда жаңбыр өте сирек жауады. Тау етегіндегі аудандарда жауын-шашын мөлшері 300 - 500мм-ге дейін артады. Жауын-шашын жылдың маусымдары бойынша өте біркелкі емес таралады - оның көп бөлігі қыс-көктем мезгіліне түседі [3].
Соңғы жылдары мемлекеттік даму бағдарламаларын әзірлеу мен жүзеге асырудың арқасында Жамбыл облысының ауыл шаруашылығы тұрақты өсу қарқынымен ерекшеленеді. Жеміс-көкөніс шаруашылығы суармалы егіншілік аймағында және қосымша жаңбырлы егіншілік аймағында, сондай-ақ шөлейт және шөлейтті жайылымдар аймағында да жақсы дамыған. Өсімдік шаруашылығы өнімдерінің негізгі бөлігі облыстың егістік қорының үштен бір бөлігін құрайтын суармалы егістік алқаптарынан алынады. Өсімдік шаруашылығында негізінен астық, жүгері, қант қызылшасы, көкөніс, картоп, жеміс-жидек, жүзім, бақша және майлы дақылдар өсіріледі.
Түркістан облысының бау-бақша аймақтарының климаттық сипаттамасы
Түркістан облысы республиканың ірі облыстарының бірі болып табылады және шығысында Жамбыл облысымен, солтүстігінде Қарағанды облысымен, батысында Қызылорда облысымен, оңтүстігінде Өзбекстанмен шектеседі. Оның аумағы 117,3 мың км2. Аймақтың климаты шұғыл континенттік. Облыстың жазы құрғақ және ыстық (жаздың орташа температурасы +31, ең жоғары +49), қысы суық (ең төменгі температура – 38, орташа – 1,5). Жылдық орташа температура + 12. Ең ыстық ай - шілде (орташа температура + 32), ең суық ай - қаңтар (орташа температура - 2,7). Орташа алғанда 320 шуақты күн. Орташа жауын-шашын мөлшері 360 мм. Жауын-шашынның ең көп мөлшері (70%) көктемгі-қысқы кезеңге түседі. Ең ылғалды ай – сәуір, ең құрғақ ай – тамыз. Көбінесе айтарлықтай күшті желдер аймақтың солтүстік-шығыс және батыстан соғады. Бұл облыс мақта, былғары шикізаты, өсімдік майы, жемістер, көкөністер, жүзім және бақша дақылдарының негізгі ірі өндірушісі және жеткізушісі болып табылады. Түркістан облысының ауыл шаруашылығын дамытуға өте қолайлы климаттық жағдайлары бар. Бұл саланың құрылымында ең маңызды өнім түрлері өсімдік шаруашылығы болып табылады, мұнда мақта, астық, көкөніс және бақша дақылдарының орасан зор үлесі 54,3% құрайды [4].
Алма ағашы климаттық және агротехникалық өсіру жағдайлары бұзылған кезде әртүрлі патогенді мицелиальді саңырауқұлақтардан, бактериялардан және вирустардан едәуір зардап шегеді. Бізге әдемі және хош иісті жемістер беретін күшті және төзімді алма ағашы аурулар мен зиянкестердің шабуылына жиі ұшырайды. Алма ағаштары бақша ценоздарындағы басқа да өсімдіктері сияқты ауруларға сезімтал. Ең жиі кездесетін бактериялық инфекциялар: бактериялық күйік, бактериялық тамыр ісігі, бактериялық некроз, бактериялық дақ болып табылады.
Жеміс дақылдарының, атап айтқанда, республиканың жас алма бақтарында кездесетін бактериялық күйік қоздырғышы тез таралатын және тұрақты қауіп төндіретін ең зиянды, жұқпалы аурулардың бірі болып табылады. Ауру мәдени және жабайы ағаштар мен жеміс-жидек дақылдарына әсер етуі мүмкін. Бүкіл әлемде бұл мәселемен күресу үшін жасалған барлық күш-жігерге қарамастан, ауру әлі де орасан зор өнімнің жоғалуына және ағаштардың өліміне әкелуде. Бірнеше маусымда инфекция бүкіл алма бағын толықтай жойып жіберуге қабілетті.
Аурудың вируленттілігі жыл сайын өзгеріп отырады, ал ауырлығы сұрыптың сезімталдығына, ағаштың жасына, тіндердің шырындылығына және көктемгі метеорологиялық жағдайларға байланысты. Көктемгі гүлдену алдындағы және гүлденуден кейінгі температура орташадан жоғары болған кезде зақымдану дәрежесі өте ауыр болады. Көктемнің жылы, әсіресе жаңбырлы күндері патогеннің тез таралуына өте қолайлы, бұл гүлдердің зақымдануына алып келеді. Бұтақтардың ұштарының зақымдалуын мамырдың аяғынан маусымға дейінгі желдің әсерінен туындаған жаңбыр кезінде байқалуы мүмкін. Бұршақ пен желдің әсерінен жеміс ағаштарының зақымдануы, патогеннің басқа уақытта енуіне мүмкіндік беретін жараларды тудырады. Жаздың ыстық ауа-райы, әдетте ауруды баяулатады немесе тоқтатады. Сондықтан да, бактериялық күйік қоздырғышының таралуы қолайлы табиғи-климаттық жағдайлардың туындауымен тығыз байланысты.

1.2 Erwinia amylovora бактериялық күйік қоздырғышының алма бақтарында таралуы және оның белгілері
[bookmark: _Hlk163525671]Дүние жүзіндегі алма ағаштарының негізгі түптамыры болып Батыс Қытай мен Орталық Азия шекарасындағы Тянь-Шань тауларында өсетін жабайы Malus sieversii болып саналады [5]. Орталық Азия – алманың шығу тегі және алуан түрлілігі көп аймақ. Генетикалық зерттеулер Тянь-Шань таулы аймағында орташа биіктікте өсетін M. sieversii жабайы алма ағашының түрі дүние жүзіндегі қолдан өсірілген алма ағаштарының көптеген сұрыптарының негізі екенін көрсетеді [6]. Орталық Азиядағы зерттеу экспедициялары M. sieversii Қазақстан Республикасының эндемигі екенін дәлелдеді [7, 8]. Жабайы Malus және Pyrus ормандары, оның ішінде бірнеше жойылып бара жатқан түрлері Қазақстан мен Қырғызстан жерінде әлі де кездеседі. Жемістердің сапасын жақсартуға және жаңа сұрыптарды селекциялау, климат пен зиянкестерге қарсы төзімділікті арттыруға бағытталған жеміс өсіру бағдарламалары үшін тұқым плазмасының негізгі түптамыры шыққан жерінің генетикалық әртүрлілігі баға жетпес ресурс болып табылады.
Алма - жүзім, банан және апельсиннен кейінгі әлем бойынша төртінші орындағы маңызы бар жеміс дақылы. Дүние жүзінде жыл сайын 50 миллион тоннадан астам алма өндіріледі [9]. Қазақстанда 45,0 мың га бау-бақша алқаптарының 77%-ын алма бақтары алып жатыр [10]. Алма ағаштары әртүрлі климаттық жағдайларда өсе алады, бірақ олар салқын температураға жақсы бейімделген. Алманың салыстырмалы түрде кеш гүлдеуіне және суыққа төзімділігіне байланысты көптеген басқа ағаш жемістеріне қарағанда солтүстік ареалға бейім екенін танытады. Соңғы жылдары жаһандық алма өндірісі артып келеді. Сарапшылар алдағы жылдары, негізінен Азияда өндіріс пен тұтынудың айтарлықтай өсуін күтуде. Алманың ең ірі өндірушісі Қытай, екінші орында Түркия, үшінші орында АҚШ, кейін Еуропалық Одақ (ең ірі өндірушілер Польша, Италия және Франция мемлекеттері) [11] екені белгілі.
Алма ағаштары патогенді саңырауқұлақтар, бактериялар және вирустар тудыратын ауруларға сезімтал болып келеді. Бұл қоздырғыштар алма жемісінен алатын жылдық өніміне айтарлықтай зиян келтіреді.
Саңырауқұлақтар - алма ағашының көптеген ауруларын тудыратын өсімдік патогендерінің тобы. Патогендік саңырауқұлақтар келесі белгілерді тудыруы мүмкін: тамыр шірігі, жапырақтың дақтары, жапырақтың күйіктері, гүлдердің күйіктері, жеміс шірігі, жемістердің дақтары, діңдегі, бұтақтар мен өркендеріндегі жапырақтардың жойылуы және ісіктері. Алма ағаштарына патогенді саңырауқұлақтардың көпшілігі Basidiomycetes sp. және Ascomycetes sp. таксономиялық топтарына жатады. Бұл саңырауқұлақтар әдетте ауа ағындары немесе шашыраған су арқылы тасымалданатын споралары арқылы көбейеді. Саңырауқұлақтар тудыратын алма ауруларының кейбір мысалдары Venturia inaequalis қоздыратын алма қотыры, Podosphaera leucotricha қоздыратын ұнтақты көгеру [12, 13].
Алма ағаштарында бактериялар тудыратын көптеген аурулар бар, бұл бактериялық қоздырғыштар анықталмаған немесе сирек кездесетін жерлерде патогенсіз питомник отырғызу арқылы бактериялық ауруларды жиі болдырмауға болады [14]. Аурулар жақсы дамыған жерлерде бақтарды емдеу санитарлық тазартуды, жараларды азайтуды және төзімді тамыр сабақтары мен сұрыптарды қолдануды қамтиды. Алма ағашының кейбір аурулары: Pseudomonas syringae pv papulans тудыратын жеміс некрозы, Agrobacterium tumefaciens қоздыратын тамыр ісігі, Agrobacterium rhizogenes қоздыратын түкті тамыр, бактериялар тудыратын алма ағаштарының ең ауыр ауруы бұл - E. amylovora бактериялық күйік қоздырғышы [15].
Шетелдік және отандық авторлардың ғылыми әдебиеттерін талдау нәтижесінде қазіргі уақытта фитопатогенді бактериялардың ішінде жеміс дақылдарының E. amylovora бактериялық күйік қоздырғышы, әсіресе, әлемдік өсімдік шаруашылығына қауіпті деген қорытындыға келуде. Бұл микроорганизм әлемдік өсімдік шаруашылығында ең зиянды бактериялық патогендердің алғашқы ондығына кіреді [16]. E. amylovora көптеген елдер мен өсімдіктерді қорғау ұйымдары үшін карантиндік бактериоз болып табылады. Бұл ауру әлемнің 50-ге жуық елінде кездеседі, нәтижесінде едәуір экономикалық шығын келтіруде [17-22].
Алма жеміс ағаштарында бактериялық күйік қоздырғышы алғаш рет 1780 жылы Иллинойс пен Нью-Йорк (АҚШ) штаттарында анықталып, бұл туралы бүкіл әлемде хабарланды. E. amylovora - бактериялық күйік қоздырғышы өсімдікті бір маусымда толықтай жойып жіберуге қабілетті. Ауру әсіресе алма, алмұрт және айва ағаштарына қатты зиян келтіреді. АҚШ-та бұл аурудан болатын шығын жылына 100 миллион долларға дейін жетеді [23]. Ауру Солтүстік Американың барлық климаттық аймақтарында, сондай ақ Еуропаның көптеген елдерінде, Жерорта теңізі және Тынық мұхиты аймағында кездеседі [24, 25].
Қазіргі уақытта, жеміс дақылдарында E. amylovora бактериялық күйік қоздырғышы бар екенін нақты 54 ел ресми түрде растап отыр. Алайда, Оңтүстік Америка елдері өз территориясында бұл фитопатогенді микроорганизмнің болуын жоққа шығаруда [26].
Қазіргі таңда, тек Австралия мемлекетінің карантиндік қызметі өз аумағында E. amylovora карантиндік патогеннің кездеспеуіне қол жеткізген жалғыз ел болып қала береді [27]. 1924 жылдың өзінде-ақ карантиндік декларацияда бактериялық күйік қоздырғышы бар кез келген елде өсірілетін барлық жапырақты жеміс ағаштары мен Rosaceae тұқымдасына жататын басқа да өсімдіктерді, соның ішінде жемістері мен тұқымдарын әкелуге тыйым салған [28]. Карантиннің бұл қатаң талаптары күні бүгінге дейін сақталып келеді.
Осыған байланысты бүкіл әлем зерттеушілері жеміс дақылдарының E. amylovora бактериялық күйік қоздырғышына көбірек көңіл бөлуде. Бактериялық күйік алғаш анықталғаннан бастап, осы уақытқа дейін бұл ауру әлемнің барлық жеміс шаруашылығы дамыған аймақтарында кездесіп жатыр [29].
Жақында бұл ауру Орталық және Шығыс Азияда орналасқан елдерде, соның ішінде алма тұқымдасының шығу тегі Қырғызстан, Қазақстан және Оңтүстік Корея жерлерінде де расталды, бұл дегеніміз бактериялық күйіктің Қытайға қарай үздіксіз таралуын көрсетеді [30-33]. Ең жақын бактериялық күйік қоздырғышымен зақымданған бақ Қытай шекарасына 200 шақырымға да жетпейді екен. Ендеше, түсімі жағынан да, егістік көлемі бойынша да дүние жүзінде бірінші орында тұрған Қытайдағы алма және алмұрт өнеркәсібінің салауатты дамуына ерте ме, кеш пе, індеттің жетіп, бірден қауіп төндіретіні сөзсіз [34].
Бұрын бұл ауру Қазақстан Республикасының аумағында болмаған, 2000 жылдардың басында қарқынды алма бақтарын егу мақсатында шетелден бактериялық күйік қоздырғышын жұқтырған көшеттермен бірге әкелініп, алма мен алмұрт өсірілетін негізгі аудандарда тез таралды [35-37]. Қазақстан Республикасының статистикалық агенттігінің деректеріне сәйкес жалпы залалданған аумақ көлемі 455,48 га құрады, оның ішінде Алматы облысында – 401,48 га, Жамбыл облысында – 53 га және Түркістан облысында – 1 га [38], ал іс жүзінде бұл көрсеткіштер айтарлықтай асып түседі.
Қазақстанда бактериялық күйік алғаш рет 2010 жылы анықталды және оның қазіргі кезде таралуы Орталық Азиядағы жабайы өсетін алма ағаштардың түрлерін сақтау және жемісті тұрақты өндіруге бағытталған күш-жігерге зиянды әсерін тигізуде. Республикада аурудың таралу аймағы жылдан жылға кеңейіп келеді, бұл шекілдеуікті жеміс дақылдары (алма және алмұрт) өсетін Қазақстанның оңтүстігі мен оңтүстік-шығысында қоздырғыштың дамуына қолайлы климаттық жағдайлармен байланысты [39]. Сондықтан еліміздің ғалымдары аурудың қазіргі таралу дәрежесінен хабардар болуы, оның қалай таралатынын түсінуі және фитосанитарлық бақылаудың тиісті стратегияларын қолдануы өте маңызды. Аймақта 1980 жылдан бері белгілі жеміс некрозының қоздырғышы P. syringae тудырған белгілерді қате анықтаудан аулақ болу өте маңызды болып тұр. Бактериялық күйікке қарсы күресте ондаған жылдық тәжірибесі бар елдердің тәжірибесіне негізделген бағыт-бағдар қажет, бірақ сонымен қатар олар біздің ауылшаруашылық жүргізу дағдыларымыз және нақты географиялық және климаттық жағдайларға бейімделуі керек [40].
Жеміс ағаштарының бактериялық күйігі еліміздегі бау-бақша шаруашылығына үлкен қауіп төндіруде. Ол өнімнің төмендеуі мен жеміс ағаштарының, тіптен толықтай бақтардың жойылуына дейін жеткізетін және ауру ағаштарды тамырымен жұлу үшін кететін үлкен экономикалық шығындар әкелуде. Ауру әсіресе алмұрт пен алма бақтарына, сондай-ақ питомниктерге зиян келтіреді. Бұл ауру Қазақстан Республикасының аумағына қарқынды бақтарды отырғызу үшін әкелінген көшеттермен немесе жемістермен таралды. Rosaceae тұқымдасының жеміс дақылдары үшін бактериялық күйіктің зияндылығы өте жоғары және оның өте жылдам таралуымен байланысты. Бактериялық күйіктен қатты зақымданған бақтарда жеміс ағаштарының көшеттеріне 20-дан 50%-ға дейін әсер етуі мүмкін, ал оның 10-20%-ы толығымен тіршілігін тоқтатады. Кейбір бақтарда бұл ауру жеміс ағаштарының 90% зақымдайды. Бақтардың гүлдену кезінде E. amylovora қоздырғышының дамуына ауа райы қолайлы болған кезде өнім мөлшері айтарлықтай төмендейді немесе мүлдем болмауы мүмкін [41].
Бұл ауру Rosaceae тұқымдасына жататын барлық ағаш және бұталы өсімдік түрлеріне әсер етеді [42]. Қоздырғыш өсімдіктердің жер үсті бөліктерінің барлық мүшелеріне әсер етеді, әсіресе гүлдері мен терминалдық бұтақшалар өте сезімтал болып келеді. Пайда болған некроздар мен жаралар көбінесе бір бөлігінің немесе бүкіл өсімдіктің жойылуына алып келеді. Аурудың пайда болуы, ең алдымен, изоляттың түріне, қожайын өсімдіктің сезімталдығына және метеорологиялық жағдайлардың ағымына байланысты. Кейбір жылдары ауа райының қолайлылығына байланысты аурудың таралу ауырлығы өте жоғары болса, басқа уақыттарда ол шектеулі аумақта ғана кездесуі мүмкін. Бактериялық күйік қоздырғышының ұзақ қашықтықтарға таралуының негізгі көзі жасырын түрде жұқтырылған питомниктер болуы мүмкін, сондай-ақ жәндіктер мен құстар маңызды тасымалдаушыларының бірі болып табылады [43].
E. amylovora – Enterobacteriaceae тұқымдасына жатады. E .amylovora штаммының жасушалары грамтеріс, жеке немесе қысқа тізбекте орналасқан қозғалмалы (талшықтар көмегімен) таяқшалар тәрізді, көлемі 0,5-1,0 х 3,0 мм құрайды. Физиологиялық жағынан E. amylovora факультативті анаэробқа жатады. Ол көптеген стандартты микробиологиялық және бірнеше қоректік орталарда өседі. Өсу үшін оңтайлы температура 27-30°C құрайды, жасушалардың бөлінуі 5-тен 31°C-қа дейінгі температурада жүреді. E. amylovora изолятының идентификациялау биохимиялық сынақтарға, піспеген алмұрт жемістері мен алма көшеттеріне, 16S рибосомалық РНҚ генін секвенирлеуге және түрге тән ПТР праймерлерін қолдануға негізделген [44].
Негізінен қоздырғыш өсімдік ұлпаларымен байланысады. Жұқпалы инфекциялар өсімдік сезімтал күйде болған кезде, патоген инокулятының белсенді деңгейінде және де қоршаған орта жағдайлары қолайлы болғанда ғана пайда болады. E. amylovora бактериялық күйік қоздырғышынан туындаған аурудың циклін көптеген зерттеушілер біркелкі сипаттаған [45].
Бактериялық күйікпен зақымдануының типтік белгілерін өсімдіктің барлық жер үсті ұлпаларында, соның ішінде гүлдерінде, жемістерінде, өркендерінде, бұтақтарында және діңнің төменгі жанындағы тамыр сабағында байқауға болады. Көп жағдайда бактериялық күйік белгілерін тану және басқа аурулардан ажырату оңай, өйткені зақымдалған ағаш бұтақтары отпен күйіп кеткендей болады. Аурудың көрінісі ерте көктемде (бүршіктердің ашылуы кезінде) генеративтік және вегетативтік мүшелерінің қоңырлануы және қараюы, олардың өсуі мен дамуының тоқтауы түрінде басталады. Ағаш кенеттен өлуі немесе бактериялық шырышпен толтырылған әртүрлі мөлшердегі көпіршіктерді байқауға болады. Ол ағаш зақымданған ағаштың бұтақтарынан, жемістен және қабықтағы ойықтардан жарылған көпіршіктерден ағады. Зақымдалған мүшелері сұр қабықпен қапталады немесе сүтті ақ тамшылар түрінде қатаяды. Көбейген бактериялар негізгі өсімдік жүйесі арқылы жас бұтақшалардан үлкенірек өсімдік мүшелеріне ауысады, кейінірек бүкіл өсімдіктің тіршілігін тоқтатады.
Гүлдену кезеңінде аурудың алғашқы белгілер жапырақшалар түскеннен кейін 1-2 аптадан кейін байқалады. Қабықша, аналық без және түтікшелер сұр-жасыл түске боялып, суланып және күңгірттенеді. Кейінірек бұл тіндер кішірейіп, қоңыр-қара түске айналады. Ұқсас белгілер көбінесе гүл шоғырының негізінде және жетілмеген жемістерде дамиды, себебі инфекция ішке таралады. Ылғалдылығы жоғары кезеңдерде суланған және түсі өзгерген тіндерде бактериялық шырыштың кішкене тамшылары пайда болады. Шырыш тамшылары бастапқыда кілегейлі ақ түсті болады, уақыт өте келе кәріптас тәрізді реңке боялады.
Өркендердегі белгілер гүлдердегі белгілерге ұқсас, бірақ тезірек дамиды. Өркендердің ұштары тез қурап, солып қалады. Ауру өсінділердегі жапырақтар көбінесе некрозға ұшырамас бұрын, орта тамыр бойымен қарайып кетеді. Көптеген ауру өркендер ағашқа күйіп қалған сияқты көрініс береді, сондықтан аурудың атауы да тура сол мағынада берілген [46].
Гүлдер мен өркендердегі пайда болған инфекциялар үлкенірек бұтақтарда одан ары жоғары және төмен қарай да таралуы мүмкін. Жас бұтақтардың қабығы қарайланып, сулы болады. Кейінгі кезеңдерде қабықта ойықтар пайда болады және беткі жағы сәл шегінеді. Піспеген жемістердің бетінде анықталмаған сулы дақтар пайда болады, олар кейінірек қоңырқай түске айналады. Аурумен зақымданған жемістер толығымен қарайып, солып қалады.
E. amylovora гүлдердің стигмаларының беттерін және аз дәрежеде балшырынның бетін жақсы колонизациялайды. Гүл бетіндегі бұл көбею эпифиттік өсу деп аталады және бұл процесс ауру тудыратын бактерияларсыз жүреді. E. amylovora-ның стигмалардағы эпифиттік өсуі және жәндіктердің тозаңдандырғыштары арқылы қоздырғыштың гүлден гүлге ауысуы, гүлдің ауру жұқтыру жиілігін реттейтін екі маңызды процесс болып табылады. Сонымен қатар, патогеннің инокуляты шектеулі уақыт аралығында, мысалға бірнеше апта бойы, жапырақтар мен бұтақтар сияқты өсімдіктердің басқа сау беттерінде де тірішлік ете алады. Өсімдік беттеріндегі E. amylovora жасушалары патогенді қорғайтын матрицаны құрайтын жасушадан тыс полисахаридті (бактерия шырышының негізгі құрамы) көп мөлшерде бөлуге қабілетті. Питомниктерде ағаштардың беткі қабығында өмір сүретін E. amylovora жасушалары көбею үшін бұтақтар мен тамыр сабақтарын кесу жұмыстарын жүргізу барысында зақымдалған кезде ауруды тудыруы мүмкін. Патогеннің қоздырғышын эндофит түрінде де өсімдіктің бұтақтары мен бүршіктері сияқты сау болып көрінетін тіндерінен де табуға болады. Қоздырғыштың ксилема арқылы миграциясы алма ағаштарының гүлдену кезінде жұқтырған инфекциялары екпе жүргізілген тамыр сабағының да зақымдануына әкелуі мүмкін механизмдердің бірі болып табылады.
Бактериялық күйік қоздырғышын жұқтырудың екінші фазасына өркендердің, жемістердің және тамыр сабақтарының зақымдануы жатады. Бұл фазалар әдетте гүлдену кезінде зардап шеккен тіндерден жұққан инокулят арқылы іске асады. Қалқаншалы сымырлар мен алма бүргесі сияқты жәндіктер азықтануы кезінде шырынды өсінділерде жаралар жасайды. Ағаштардағы сондай жаралар арқылы, яғни сыртқы қабығының зақымдануы, әдетте E. amylovora тамыр сабақтары мен жемістерге дейін өтуіне әсер етеді. Күшті жел, жаңбыр және бұршақ өсімдік тінінде көптеген кең жараларды тудыруы мүмкін. Негізгі өсіндісінің зақымдануынан немесе ағаштың жоғары сатысында инфекцияның әсерінен E. amylovora қоздырғышының ішкі транслокациясы арқылы алма ағашының тамырларының зақымдануы туындауы мүмкін.
Бастапқы және қайталама инфекциялар жаз бойы таралуы мүмкін, инфекцияның түпкілікті ауырлығы өсімдік түріне, сұрыпына, қоршаған орта жағдайына және өсімдік иесінің тіндерінің жасына және қоректену типіне байланысты. Бірнеше жылдық тіндері мықты, баяу өсетін ағаштарға қарағанда, жас жеміс ағаштары бактериялық күйікпен жиірек зақымданады. Сол сияқты, артық азот тыңайтқышын алған және сондықтан тез өсіп келе жатқан жеміс ағаштары теңдестірілген қоректік режимде өсетін ағаштарға қарағанда өте сезімтал болады. Аурудың таралу жылдамдығы шамадан тыс немесе жиі суарудан немесе нашар құрғатылған топырақта өсетін ағаштағы су деңгейінің жоғары болуынан да мүмкін. Ал, жаз мезгілінің соңында температура төмендеп, ағаштар мен өркендердің өсу қарқыны төмендеген сайын патогеннің қауіптілігі де баяулайды [47].
Бактериялық күйікпен тиімді күресу үшін жан-жақты зерттеулер мен әдістерді талап етіледі және негізінен профилактикалық шараларды уақытылы орындау болып табылады. Бағбандар ауруды бақылауда ұстау үшін санитарлық тазалауды сақтап, агротехникалық, химиялық немесе биологиялық өнімдермен бүрку сияқты кешендік шараларды қолдануы керек.
Төзімді сұрыптарды таңдау бактериялық күйікке қарсы күрестің ең тиімді әдісі болып табылады. Мысалға, алма жеміс ағаштары үшін ауруға орташа төзімді сұрыптары бар. Ал, алмұрт ағаштары үшін сұрыптарды таңдау анағұрлым қиындау, өйткені жақсы бау-бақшалық ерекшеліктерін (мысалы, дәмі, сақтау сапасы және тауарлық қасиеттері) ауруға төзімділіктің жоғары деңгейлерімен біріктіру қиын. Коммерциялық өсірілетін сұрыптардың түрлері кеңейіп, ауруға бейімділігі төмен сұрыпқа ауысқандықтан, соңғы жылдары алма ағаштарында да бактериялық күйік жиі кездесетін болды.
Сондай-ақ, сезімтал сұрыптардағы бактериялық күйікпен күресу үшін кеңейіп жатқан және қыстап шыққан жараларды жою арқылы, мұқият санитарлық тазалау жүргізу маңызды. Жазда белгіленген инфекциялар, ең алдымен, кесу арқылы бақыланады. Ағаштың бұтақтарын кесу арқылы тиімді бақылау үшін өсіп келе жатқан жаралардың көрінетін ұшынан 20-30 см төмен аралықты кесіп және аурудың ары қарай таралуын болдырмас үшін жұмыс барысында құралдарды ағартқыш немесе спирт ерітіндісімен дезинфекциялау қажет. Бақтарды жиі келіп бақылау жүргізіп тұру қажет, себебі кейбір инфекциялар анықталмай қалады, ал басқалары тіптен кейінірек байқалады. Патоген қоздырғышы бар кесінділер әдетте күйдіру арқылы жойылады. Егер қысқы мезгілде ағаштарды тексеру барысында жаралар байқалса, дәл сол кезде кесу арқылы жою керек.
Жеміс ағаштарының гүлдеуі кезінде бактериялық күйіктің алдын алу аса маңызды, өйткені гүлдерде пайда болатын инфекциялар деструктивті болып табылады және соның әсерінен қоздырғыш жасушаларының инокуляты аурудың қайталама фазаларын туындатуы мүмкін. Яғни, ол өз кезегінде өркендерді, жемістерді және тамыр сабақтарының ауру жұқтыруына септігін тигізеді. Бактериялық күйік қоздырғышымен күресу шаралары гүлденудің эпифиттік кезеңіне бағытталған [48].
E. amylovora бактериялық күйік қоздырғышына төзімді сұрыптарды пайдалану аурумен күресудің ең тиімді әдістерінің бірі болуы мүмкін. Бірақ, өкінішке орай, бұл патогенге толығымен төзімді көшеттер жоқ және қазіргі уақытта қол жетімді сұрыптардың көпшілігі әлі күнге дейін бактериялық күйікке қарсы орташа немесе төмен сезімталдыққа ие. Алмұрт ағашының сұрыптары әдетте алманың сұрыптарына қарағанда сезімтал болып келеді. Мысалы, төзімдірек алма сұрыптары «Golden Delicious», «Royal Gala», «Red Delicious», ал төзімді алмұрттың сұрыптары «Harrow Sweet», «Ercolini (Кошия)» [49].
Кеңінен қолданылатын және зерттелетін алма мен алмұрт гендері, негізінен микробқа қарсы қосылыстарды, бактериялық патогендік факторлардың тежелуін және оған сәйкес өсімдіктердің қорғаныс гендерінің шамадан тыс экспрессиясын кодтайды [50]. Дегенмен, дәстүрлі селекция әдістерін қолдана отырып, ауруға төзімділік гендерін енгізу гетерозиготалық, трансгенерацияның ұзақ кезеңдері және алма және алмұрт ағаштарының өздігінен үйлеспеуіне байланысты өте қиын және көп қаражатты қажет етеді.
Алма мен алмұрт ағаштарының сұрыптары бактериялық күйікке қарсы төзімділігі айтарлықтай дәрежеде жасалғанымен, кейбіреулері тіпті генетикалық және агрономиялық зерттеулерден өткенімен, олардың ешқайсысы Еуропа елдерінде коммерцияланбаған немесе мақұлданбаған. Мұндай алма ағашының сұрыптарының мысалы ретінде трансгенді «Royal Gala» және «Gala» цисгендік туындылары жатады.
Өсімдіктердегі бактериялық күйік ауруының таралуын болдырмау үшін қолданылатын физикалық әдіс термотерапия болып табылады [51]. Бұл әдіс жеміс және сәндік өсімдіктерге 45°С температурада 60 минут бойы құрғақ жылумен өңдеу арқылы қолданылған. Өсімдіктердің өміршеңдігіне әсер етпей, жасанды жолмен егілген вирулентті E. amylovora популяциясының айтарлықтай төмендеуіне қол жеткізілді [52]. Дегенмен, бұл әдіс әлі де эксперименттік болып табылады.

1.3 Бақтарды қорғау мен аурудың таралуын бақылау стратегиялары
Бактериялық күйіктің таралуын бақылау және бақтарды қорғаудың ең жиі қолданылатын дәстүрлі стратегиясы агротехникалық іс-шаралармен бірге мыс негізіндегі өнімдерді немесе антибиотиктерді пайдалану болып табылады. Химиялық препараттар гүлдер немесе жаралар сияқты ықтимал ену орындарын қорғау арқылы қоздырғышты өсімдік иесінің тініне енгенге дейін жоюға немесе инактивациялауға бағытталған. Қол жетімді химиялық пестицидтердің көпшілігі жүйелі түрде әсер етпейді және емдік қасиеті жоқ. Құрамында мыс бар препараттар тұрақтылығы төмен болғандықтан жеткілікті деңгейде тиімді емес, сондай ақ өсімдіктерге ену және гүлдену кезеңінде фитоуытты, яғни қоршаған ортаға да зиянын тигізеді. Гүлдену кезінде бүрку өте тиімді [53], бірақ Вашингтон және Калифорния штаттарындағы бақтарды тұрақты түрде құрамында мыс бар препараттарды қолдану E. amylovora бактериясының мутациясына әкеліп, нәтижесінде оның осы қорғаныс әдісіне төзімді түрлері пайда болған [54, 55]. Стрептомицин негізіндегі антибиотиктер кейбір жағдайларда өте тиімді, бірақ патогенді және мақсатты емес бактерияларда антибиотиктерге төзімділіктің даму қаупіне байланысты қазіргі уақытта бірқатар елдерде оларды қолдануға тыйым салынған [56-58]. Гүлдерде кездесетін патогенді емес микробтық эпифиттер E. amylovora популяциясының мөлшерін азайтуы үшін оның пайдаланатын ортасын колонизациялау арқылы бактериялық күйіктің алдын алуы мүмкін [59].
Өсімдіктерде кездесетін бактериялық күйік ауруына қарсы күрес бағдарламасында әртүрлі әдістерді, соның ішінде химиялық, агрономиялық және биологиялық әдістерді ұтымды интеграциялаудан тұрады. Олар аурудың көзін жоюға, инфекциялардан қорғауға және өсімдіктердің сезімталдығын төмендетуге бағытталған [60, 61]. Алайда, бактериялық күйікпен күресу үшін ұсынылатын химиялық өнімдердің түрлері өте аз және негізінен мыс қосылыстарына негізделген, олар айтарлықтай тиімді, бірақ тек қорғаныш ретінде әсер етеді және ауру жұқтырған өсімдіктерді емдемейді. Бұл препараттар фитоуытты да болуы мүмкін, бұл жеміс өнімдерінде айқын көрінеді. Кейбір елдерде фосетил алюминий (фосетил-Al) негізіндегі фунгицидтер мен антибиотиктер тіркелген [62-64]. Бактериялық күйікпен күресудің жоғары тиімді құралы болып табылатын стрептомицинді қолдану E. amylovora және басқа да бактериялардың, мысалы, адам мен жануарлардың қоздырғыштарының төзімділігін индукциялау қаупін тудырады. Сондықтан Еуро Одақ мемлекеттерінде өсімдіктерді қорғау үшін антибиотиктерді қолдануға тыйым салынған [65]. Сондай-ақ Ресей Федерациясында да антибиотиктерді ауылшаруашылық мақсаттарда қолдану ұсынылмайды, бірақ St. griseus синтездейтін стрептомицин антибиотиктерінен тұратын «Фитолавин» сияқты препараттар өсімдік ауруларымен, соның ішінде бактериялық күйік қоздырғышымен күресуге арналған [66]. Беларусь Республикасында E. amylovora өсуін тежейтін іріктелген бактериялар негізіндегі 4 препарат («Бактоген», «Экогрин», «Бетапротектин» және «Энатин») әзірленген [67]. Кейбір ғалымдар ағаштардың бұл ауруға төзімділігін арттыру үшін кальций прогексадионы (Regalis, Apogee) негізіндегі препараттарды қолдануды қарастырған жөн деп есептейді [68-70]. Жаңадан зерттеліп, болашақта қолдануға болатын мықты концепциясы мен болашағы бар биологиялық және төзімділік индукторларын қоса алғанда, табиғи шыққан дәрілер бар.
«Aliette» – негізінен Phytophthora sp. тудыратын өсімдік аурулары мен саңырауқұлақтардың кейбір түрлеріне қарсы қолданылатын қышқыл жүйелі фунгицид. Дегенмен, оның кейбір өсімдіктердің бактериялық ауруларына да қарсы тиімді екендігі анықталды. Америка Құрама Штаттары мен Еуропа елдерінде жүргізілген эксперименттердің нәтижелерінде «Aliette» өнімі бактериялық күйікке қарсы күрестегі тиімділігінің сәйкес келмейтінін көрсетті. Hagan мен Akridge [71] бастаған ғалымдар алма бақтарындағы әртүрлі микробиоцидтермен жүргізілген үш жылдық зерттеулерінде «Aliette» препаратын қолданған жағдайда бактериялық күйіктің ауырлық дәрежесінде айтарлықтай шектеулер болмағанын көрсетті. Екінші жағынан, Deckers бастаған ғалымдар [72] алма және алмұрт жеміс ағаштарының гүлдерінің, өркендерінің және жемістерінің зақымданған жерлерін фосетил-Al негізіндегі препаратымен өңдеген кезде бактериялық шырыштың түзілуінің айтарлықтай төмендегенін көрсетіп, құжаттарымен растаған. Бұл дегеніміз бақтардағы инокуляттың мөлшерін азайтуға мүмкіндік беретінін көрсетеді.
1900 жылдан бастап мыс қосылыстары алма мен алмұрт жеміс ағаштарында кездесетін бактериялық күйік ауруына қарсы қолданылып келеді және тиімді бактерицидтер ретінде танылды. Мыс негізіндегі алғашқы коммерциялық өнім Бордо қоспасы болды. Кейінгі жылдары белсенді ингредиенттер ретінде құрамында мыс гидроксиді, мыс оксихлориді және мыс оксиді бар өнімдер жасалды. Жасанды немесе табиғи инфекциялары бар бақтарда барлық мыс препараттары бактериялық күйікке қарсы бірдей тиімді болды, ал кейбіреулерінің әсер ету дәрежесі стрептомицинмен тең түседі. Дегенмен, бұл өнімдердің барлығы гүлдену кезінде және одан кейін бактериялық күйікті бақылау үшін ұсынылған дозаларда фитоуытты болып табылады.
Қазіргі уақытта патогеннің стрептомицинге резистенттілігі анықталған болса, оны антибиотикке негізделген «Касумин» препаратына ауыстыру ұсынылады. Оның белсенді ингредиенті касугамицин, стрептомицинмен бір классқа жатады, бірақ әсер ету тәсілімен ерекшеленеді [73]. McGhee және Sundin [74] бастаған ғалымдардың зерттеулері бойынша алма ағашының бактериялық күйік ауруына қарсы қолданылатын «Касумин» барлық 6 тәжірибеде де өнеркәсіптік стандартты стрептомицинге статистикалық тұрғыдан сәйкес келетінін көрсеткен. Сонымен қатар, қайталана жасалған зертханалық тәжірибелерде антибиотиктің жоғары концентрациясы бар қоректік ортаға алдын ала егілген E. amylovora жасушалары 250 немесе 500 ppm касугамицинге спонтанды төзімділігінің дамуы байқалмағанын анықтаған.
Гүлдену алдында және гүлдену кезінде қолданылатын антибиотиктер өте танымал болды. Олар өсімдіктерді аурулардан қорғау жүйесінде маңызды орын алды, дегенмен соңғы жылдардағы тәжірибелерде антибиотиктерді кеңінен қолдану оларға төзімді патогенді микроорганизмдердің формаларының пайда болуына ықпал ететіндігін көрсетеді.
Антибиотиктерге негізделген препараттар фитопатогенді микроорганизмдермен күресуде көптеген бактерицидтермен салыстырғанда белгілі бір артықшылықтарға ие. Атап айтқанда, антибиотиктер өте төмен концентрацияда қолданылады және өңделген аумақтың бірлігіне олар басқа препараттарға қарағанда айтарлықтай аз қолданылады.
Еуропа елдерінің бақтарында «Плантомицин» [75, 76], ал Жапонияда мемлекетінде «Касугамицин» қолданылды [77].
Жаңа антибиотиктердің ішінде «Казидомицин», «Гризеофулвин», «Цитовиридин» болашағы бар өнімдер болып табылады. Бөлініп алынған антибиотиктердің көпшілігі Streptomyces sp. туысына жататын актиномицеттермен синтезделеді. Препараттардың ішінде ең танымалы – «Стрептомицин». АҚШ-та стрептомицин, террамицин және басқа да төмен тазартылған антибиотиктер қоспасы бар «Агримицин-100», «Агристреп», «Фитомицин», «Аккострептомицин» және басқа да препараттар шығарылады [78-80].
Сарапшылар Еуро Одақ елдерінде органикалық және дәстүрлі өсімдік және бау-бақша шаруашылығында антибиотиктерді қолдануға тыйым салынғанын мәлімдеуде. Алайда, бұл карантиндік организмнің экономикалық зияндылығы соншалық, оның қоздырғышының таралуына қолайлы маусымдарда кейде стрептомицинді өте шектеулі аумақтағы және өте қатаң бақылаудағы кәдімгі бақтарда ғана қолдануға рұқсат етіледі. Дозаларды, қолдану мерзімдерін және күту кезеңін дәл сақтай отырып, антибиотиктің өзі де, оның ыдырау өнімдері де жоқ өнімді алуға әбден болады.
Алматы қаласындағы Ж. Жиембаев атындағы Қазақ өсімдікді қорғау және карантин ғылыми-зерттеу институтының қызметкерлері соңғы үш жылда жеміс дақылдарындағы бактериялық күйік қоздырғышының таралу аймағын, биологиясын, зияндылығына зерттеу жұмыстарын жүргізіп, осы аурудың дамуын шектеу үшін агротехникалық және химиялық шараларды ұсынуда. Олар ұсынған қорғау іс-шараларының бағдарламасында биологиялық өнім ретінде жапондық «Касумин 2L» препараты ұсынылды, ол Қазақстан аумағында қолданылуы үшін уақытша тіркеуден өткен [81, 82]. Өкінішке орай, олар ұсынған жеміс дақылдарын бұл ауру түрінен қорғау шаралары жүйесінде бірде-бір отандық биологиялық өнім жоқ. Қазақстандағы шаруашылықтарда бактериялық күйікке қарсы қолдануға ұсынылатын шетелдік препараттар өте қымбат және Қазақстанның экологиялық-географиялық жағдайларына бейімделмегендіктен тиімсіз болуы да әбден мүмкін.
Сондықтан, соңғы жылдары антагонистік бактерияларды қолдану негізінде жеміс дақылдарының бактериялық күйік қоздырғышына қарсы биологиялық бақылау құралдарын әзірлеу жөніндегі зерттеулер ерекше өзектілікке ие болып тұр [83-87].
Қазіргі уақытта, әлем бойынша бактериялық күйікке қарсы бірқатар микробтық препараттар әзірленді, патенттер алынды. Бұл Trichoderma sp. [88] мицелилі саңырауқұлағы негізіндегі препараттар және Bacillus subtilis [89], Pantoea agglomerans [90-92], E. herbicola [93], Pseudomonas sp. бактериялары негізіндегі препараттар [94, 95].
E. amylovora-ға қарсы антагонистік белсенділікті көрсететін бактериялар өсімдіктердің филлосферасындағы эпифитті микроорганизмдер арасында жиі кездеседі [96, 97]. Жеміс ағаштарымен байланысқан эпифитті микроорганизмдер өсімдіктерді қоректік заттармен, фитогормондармен, дәрумендермен және басқа өсу факторларымен қамтамасыз етуге қатыса отырып, олардың дамуында маңызды рөл атқарады. Олардың көпшілігі патогендік микрофлораны (токсиндер, антибиотиктер, сидерофорлар) тежейтін қосылыстар өндіреді, сонымен қатар серіктес өсімдіктерде фитопатогендерге индукциялық төзімділіктің пайда болуына ықпал етеді [98].
Осыған байланысты жергілікті климаттық және экологиялық-географиялық жағдайларға, сондай-ақ E. amylovora бактериялық күйік қоздырғышының биологиялық ерекшеліктеріне бейімделген, ингибиторлық белсенділігі бар өсімдік филлосферасындағы микроорганизмдерді анықтау бойынша зерттеулер өте маңызды. Олардың негізінде биобақылау және фиторегуляциялық қасиеттері бар күрделі микробтық препараттарды жасаудың болашағы зор.
1.4 Бактериялық күйік қоздырғышын биологиялық агенттер арқылы бақылау
Бактериялық күйік қоздырғышымен күресу шараларының бірі - антагонистік бактериялар негізіндегі препараттардың көмегімен биологиялық бақылау жүргізу болып табылады. Олар бақ микробиоценоздарының табиғи құрамдас бөлігі және өсімдіктерді қорғау құралдары ретінде қолданылып келген химиялық пестицидтерге қарағанда экологиялық таза, табиғи балама өнім бола алады.
Бүкіл әлем бойынша бактериялық күйікке қарсы биологиялық күрес стратегиясын әзірлеу үшін көптеген ғалымдар зерттеулер жүргізді. Осы мақсатта аурудың дамуын болдырмауға немесе басуға қабілетті антагонистік қабілеті бар штамдары зерттеліп, таңдалып алынды. Қазіргі уақытта бағбандар үшін қол жетімді кейбір биобақылау агенттері бар, ал басқалары оларды әлемнің әртүрлі елдерінде коммерцияландыру үшін мақұлдану сатысында. Мысалы, Еуро Одақ елдерінде Bacillus subtilis QST713 және Aureobasidium pullulans DSM14940, DSM14941 штамдары фунгицидтер мен бактерицидтер ретінде қолдануға мақұлданған [99].
Биобақылау агенттерін әзірлеудегі ең басты мәселе, олардың далалық жағдайда қолданғандағы тиімділігі тұрақты еместігі болып тұр. Себебі, биотикалық (қожайын түрі, қоректену жағдайы, қоздырғыштар) және абиотикалық (температура, ылғалдылық және салыстырмалы ылғалдылық) факторлар олардың колонияларының қалыптасуы мен тіршілігіне тікелей әсер етеді. Бұл мәселені биобақылау агенттерінің өсімдіктерде колонизациялау және тіршілік ету қабілетін арттыру арқылы шешуге болады. Бұл мақсатқа жету үшін әртүрлі стратегияларды қолдануға болады.
Қоректендіруді жақсартуға негізделген стратегия, ол негізінен патогенді емес, биобақылау агенттерін ынталандыру үшін олар пайдаланатын қоректік заттарды қосудан тұрады. Бұл стратегия өсімдіктердің өмір сүруі мен бейімделу қабілетін, сондай-ақ өсімдіктердің бірнеше саңырауқұлақ және бактериялық патогендеріне қарсы биобақылаудың тиімділігін арттырады [100-103].
Биологиялық бақылаудың тиімділігін арттырудың тағы бір ықтимал стратегиясы - антагонистік штамдарды аз уытты микробқа қарсы қосылыстармен модификациялау болып табылады. Бірнеше зерттеулер биорегуляторлар [104, 105], органикалық қышқылдар [106, 107] немесе эфир майлары [108, 109] сияқты қосылыстармен біріктірілген кезде микробтық антагонистердің тиімділігін арттыруға болатынын көрсетті. Қазіргі уақытта лимон қышқылы қосылған A. pullulans штамы бактериялық күйік қоздырғышымен күресу үшін коммерциялық микробтық пестицидтің құрамдас бөлігі болып табылады [110].
Испаниядағы Жирона университетінің зерттеу тобы «Conference» алмұрт сортынан бөліп алған P. fluorescens EPS62e штамы Жерорта теңізінің агроклиматтық жағдайында перспективті нәтижелер көрсеткен формуланы шығарған бірнеше зерттеулердің нысаны болды [111–113]. Алайда, бұл штамм әлі сатылымға шыққан жоқ.
Микробтық антагонист пен патоген арасындағы қанттар, минералдар және дәрумендер сияқты өсуді шектейтін қолжетімді қоректік заттар үшін, сондай-ақ кеңістікті шектеу үшін тиімді бәсекелестік қоздырғыштың өсуі мен дамуын тежейді. P. agglomerans, Serratia plymuthica, Metschnikowia pulcherrima, Debaryomyces hansenii, Cryptococcus laurentii және A. pullulans [114] сияқты әртүрлі микробтық антагонистер үшін егін жинаудан кейінгі көптеген биобақылау зерттеулерінде сипатталған ең маңызды әсер ету осы әдіс болып тұр. Дегенмен, бәсекелестік биобақылаудың тиімді құралы болуы үшін микробтық антагонистердің көп болуы және патогенге қарағанда шектеулі ресурстарды тиімді пайдалануы қажет [115].
Көптеген ашытқылар мен бірнеше бактериялық антагонистер егін жинаудан кейінгі шектеулі ресурстар үшін сәтті бәсекелесу қабілетінің күшті болуына байланысты патогендердің өсуін тежейді [116]. Бәсекелестік сценарийде микробтық антагонистер қол жетімді қоректік заттардың мөлшерін тез азайтады және оларды қолжетімсіз етеді.
Кейбір бактериялық антагонистерді, соның ішінде Paenibacillus polymyxa [117], P. fluorescens [118], Rhodobacter sphaeroides, B. subtilis [119], B. cereus [120] және L. plantarum штамдарын [121] P. expansum патогеніне қарсы қолданылған. Бұл бактериялық штамдарының антагонистік әсер етуінің механизмдеріне антибиотиктерді, ұшпа қосылыстар мен органикалық қышқылдарды өндіру жатады.
Биологиялық бақылау агенттері гүлдерге бүрку кезінде тиімдірек әсер етуі қажет, өйткені олардың әрекеті гүлдердің инфекциясы мен E. amylovora жасушаларының өсімдікке еніп, оны жұқтырмас бұрын стигманың бетінде көбеюінің алдын алуға негізделген. Гүлдену кезеңінде мыс қосылыстары сияқты бактериялық күйікпен күресуге арналған химиялық қосылыстардың фитоуыттылығы жоғары болып табылады, сондықтан биологиялық бақылау агенттері жақсы табиғи балама немесе толықтыру болуы мүмкін.
Қол жетімді биобақылау агенттерінің санына қарамастан, олардың кейбіреулерінің далалық жағдайда тиімділігі тұрақсыз болуына байланысты біршама шектеулері бар. Сол себепті әлемнің көптеген елдерінің микробтық препараттарға қойылатын қатаң талаптарын қанағаттандыру үшін биобақылау агент штамдарының жаңа түрлерін табу қажет. Біраз ғалымдардың зерттеулерінде, E. amylovora бактериялық күйік қоздырғышына биологиялық бақылау жүргізу үшін сүтқышқылды бактериялар (LAB) жақсы үміткер бола алады делінген [122].
Сүтқышқылды бактериялардың антагонистік белсенділігі әртүрлі механизмдердің біріккен әрекетіне байланысты. Мысалы, қоректік заттар мен кеңістік үшін бәсекелестік, органикалық қышқылдар, сутегі асқын тотығы, көмірқышқыл газы, диацетил, кең спектрлі шағын молекулалы қосылыстар (мысалы, реутерин) және бактериоциндер сияқты микробқа қарсы қосылыстардың өндірісі. Органикалық қышқылдарды (сүт, сірке, бензой және пропионды) өндіру белсенді тасымалдау процестерін тежеу және олардың мембраналық потенциалын өзгерту есебінен микробиотаға антагонистік әсер етеді [123]. Сонымен қатар органикалық қышқылдар қоршаған ортаның рН-ның төмендеуіне әкеледі [124].
Осы бағытта ерен еңбектері бар біршама ғалымдар өсімдіктерді аурулардан қорғауға қабілетті өсімдік микробиотасының, яғни бактериялар мен саңырауқұлақтар антагонисттерінің сарқылмас көзі екендігімен келіседі [125-129]. Бұл тұрғыда көптеген ғалымдар эндофитті микроорганизмдерге ерекше мән береді [130, 131]. Бірақ, бұл әлеуетті пайдаланудың практикалық жолдарын көрсететін басылымдар саны өте аз.
Соңғы бірнеше онжылдықта кең тараған биологиялық бақылау жәндіктермен, кенелермен, арамшөптермен және өсімдік қоздырғыштарымен күресу үшін басқа тірі ағзаларды қолданатын биоэффекторлық стратегия ретінде анықталады [132]. Антагонистік белсенділігі бар немесе өсімдік физиологиясы мен анатомиясын өзгертетін әсері бар биобақылау агенттері көп жағдайда патогендердің теріс әсерін азайтады. Ассоциацияланған өсімдіктер үшін пайдалы микробтардың артықшылығы антагонистік микроорганизмдерді құру, фитопатогендердің алдын алу, өсімдіктердің жалпы жағдайын жақсарту, өсімдіктердің өсуін ынталандыру, қоректік заттардың қолжетімділігі мен сіңірілуін арттыру, өсімдік иелерінің биотикалық және абиотикалық стресстерге төзімділігін арттыруды қамтиды [133].
Пайдалы микроорганизмдерді қолдана отырып, бактериялық күйікке қарсы биологиялық күрес жақсы және экологиялық таза балама, сондай-ақ синтетикалық пестицидтерді жиі қолдануды азайтудың қосымша тәсілі ретінде танылуда. Көптеген жағдайларда биологиялық бақылау агенттері (ББА) өсімдік ауруларымен күресудің тиімді баламасы екендігі дәлелденді [134, 135]. Сәйкесінше, дүние жүзінде ББА негізіндегі көптеген өнімдер әзірленіп, сатылымға шығарылған, және тағы басқалары тіркелу сатысында. Ең танымал биобақылау агенттеріне P. fluorescens A506 [136], P. agglomerans C9-1 [137], P. agglomerans D325 [138], P. agglomerans P10c [139], B. subtilis QST713 [140] және B. subtilis BD170 штамдары негізіндегі өнімдер жатады [141]. Бірақ, бактериялық күйік қоздырғышымен күресу үшін қол жетімді ББА өнімдерінің тиімділігі, әдетте, төмен және қоршаған орта жағдайларына өте тәуелді екендігі хабарланды [142]. Нәтижесінде потенциалды қасиеттері мен әртүрлі әсер ету механизмдері бар жаңа ББА штамдары қатаң тіркеу талаптарын орындауға және әртүрлі қоршаған орта жағдайларының жанама әсерлерін жеңуге жарамды екенін көрсеткен [143].
Үш жақты өзара әрекеттесу арқылы өсімдік ауруларына қарсы ББА механиздерін түсіну қоршаған орта мен құрамды өз пайдасына басқаруға және олардың тиімді болуы үшін қажетті қоршаған орта жағдайларын болжауға мүмкіндік береді [144]. Соңғы онжылдықта биологиялық бақылау агенттерінің E. amylovora-ға қарсы антагонистік белсенділігін түсіндіру үшін қайталама метаболиттерді өндіру және қоректік заттар мен кеңістік үшін бәсекелестік сияқты бірнеше әсер ету механизмдері зерттеліп, ұсынылған [145–147]. Біраз зерттеулер бактериялық күйік қоздырғышына қарсы биобақылаудың химиялық өңдеулермен салыстырғанда тиімділігін хабарлады [148,149]. Дегенмен, ББА-нің жақсы қабілеті далалық жағдайда әрекет етуі, өсімдік иесіне тез енуі, жергілікті микробтармен бәсекелесуі және әртүрлі абиотикалық жағдайларда сақталуы қажет [150].
Антагонистік бактерияларды қолдану арқылы өсімдік ауруларының қоздырғыштарын биобақылау, олардың патогендерге әртүрлі тәсілдермен қарсы тұруы және өсімдіктердің әртүрлі бөліктерін тиімді колонизациялау қабілетіне байланысты өте перспективті екенін көрсетуде [151]. Әдебиеттердегі ең үлкен назар Pseudomonas sp. және Erwinia sp.  туысына жататын грамтеріс бактерияларды қолдануға бағытталған [152, 153].
Bacillus sp. туысының өкілдерін биологиялық бақылау агенттері ретінде пайдалану үшін перспективалы ететін бірқатар артықшылықтарға ие [154]. Біріншіден, олардың антагонистік әсері антибиотиктер (мысалы, бацилихин, итурин, микосубтилин) және сидерофорлар сияқты микробқа қарсы қосылыстардың әртүрлі түрлерін өндіре алу қабілетіне байланысты [153]. Екіншіден, олар өсімдік қожайынында өсу мен қорғаныс реакцияларын тудыра алады [154]. Сонымен қатар, Bacillus sp. туысының бактериялары қоршаған ортаның қолайсыз ауа райы жағдайларына төтеп беруге мүмкіндік беретін ультракүлгін сәулеленуге және ыстық мезгілде кеуіп кетпеуге төзімді споралар түзуге қабілетті [155]. Ең перспективалы антагонистер ретінде B. atrophaeus [156], B. amyloliquefaciens [157], B. licheniformis [158] және B. pumilus [159] түрлерінің өкілдері анықталды.
Биологиялық бақылауды пайдаланудағы негізгі шектеу - биобақылау агенттері әзірлеген басқару механизмдерін білу болып табылады. Өсімдік иесі, патоген, антагонист және өзара әрекеттесу орнында болатын басқа микроорганизмдер арасындағы күрделі өзара әрекеттесулерді зерттеудегі қиындықтарға байланысты әсер ету механизмі толық зерттелмеген болуы мүмкін. Антагонистердің әрекет ету режиміне қатысатын механизмдерді білу, оның сәтті дамуы мен тиімділігін арттыру үшін басты талаптардың бірі.
Өсімдік ауруларын бақылау стратегиясы әрекет ету тәсілі, оны қолданудың салдарын және тиімділік пен жүйелілікті арттыруды анықтайды. Әсер ету механизмдерін анықтау үшін популяция динамикасы, ауру циклі, эпидемиологиясы және биобақылау агенттері, қоздырғыш, өсімдік иесі және басқа микроорганизмдер арасындағы өзара әрекеттесу сияқты көптеген аспектілерді білу қажет.
Бір микроорганизм екінші микроорганизмнің өсуін шектейтін бірнеше механизмдері бар. Биобақылау агенттерінің көпшілігі бір бақылау механизмін қатаң пайдаланбайды, сондықтан аурулармен күресу бірнеше механизмдердің комбинациясының нәтижесі болып табылады. Негізгі төрт механизм жұмыс істейді: антибиотик, қоректік заттар мен кеңістік арасындағы бәсекелестік, өсімдік иесінің төзімділігін индукциялау және антагонист пен патогеннің тікелей әрекеттесуі [160].
Антибиоз мақсатты ағзаны өлтіретін немесе оған зиянды әсер ететін антибиотиктер немесе токсиндер сияқты қосылыстардың синтезіне негізделген. Антибиотиктер төмен концентрацияда белсенді және өсуді тежейтін төмен молекулалық қосылыстар болып табылады [161]. Микроорганизмдер шығаратын антибиотиктер молекулалық құрылымы мен әсер ету тәсілі бойынша өте алуан түрлі. Әдетте, бір микроорганизм бірнеше антибиотиктер өндіруге қабілетті.
Қоректік заттар мен кеңістік үшін бәсекелестік басқа микроорганизмдермен бәсекелесу қабілетіне негізделген. Ол, әдетте, өте тез өсетін және мақсатты ағзаға шабуыл жасайтын саңырауқұлақтар немесе бактериялардан тұрады. Өсімдікке биобақылау агентін енгізу, патоген мен биобақылау агентінің және сол ортада өмір сүретін басқа микроорганизмдер арасындағы кеңістік пен қоректік заттар үшін бәсекелестіктің басталуын тудырады. Бәсекелестік орын алуы үшін кеңістік пен қоректік заттар шектелуі болуы қажет және бұл шектеулер өзара әрекеттесу орын алатын ортаға байланысты. Аурудың тежелуі биобақылау агенті патогенге қарағанда қоректік заттар немесе кеңістік үшін жақсы бәсекелес болған кезде орын алады. Антагонистік микроорганизмдермен биобақылау процесі негізінен патогеннің ену нүктелерін (ағаштың саңылаулары немесе жаралары) тиімді колонизациялауға негізделген [162].
Өсімдік иесінің қорғаныс реакцияларының индукциясы белгілі бір бактериялардың өсімдікте физиологиялық өзгерістерді тудыру қабілетіне негізделген, ол патогендердің кең ауқымынан жүйелі қорғанысты қамтамасыз етеді. Бұл жүйелік қорғаныс индукция патогенді емес, әуе колонизаторлары арқылы жүзеге асырылса, жүйелі жүре пайда болған қарсылық деп аталады, ал индукция ризобактериялар арқылы жүзеге асырылса, индукцияланған жүйелі тұрақтылық деп аталады [163].
Тікелей өзара әрекеттесу - биобақылау агенті патогенді танитын және онымен бір уақытта әрекеттесетін, осылайша аурудың дамуын болдырмайтын процестер. Антагонист пен патоген бірнеше түрлі жолдармен өзара әрекеттесе алады, олардың ең жақсы зерттелгені паразитизм. Паразитизм жасуша қабырғасын бұзатын индукцияланатын гидролитикалық ферменттер арқылы жүзеге асады [164]. Тікелей әрекеттесудің мысалы ретінде P. agglomerans EPS125 P. expansum қарсы қабілеттілігін атап кетуге болады [165].
E. amylovora бактериялық күйік қоздырғышымен күресуде орасан зор жетістіктерге қол жеткізілгенімен, оңтайлы ауа-райы жағдайында белгілі бір жерлерде жойқын әсер ете алатын күрделі мәселе болып қала береді, сондықтан ауыл шаруашылық ғалымдары жігерлі болуы керек. Ауру ақырында бүкіл әлем бойынша шекілдеуікті дақылдар өсіретін барлық елдерге таралуы мүмкін деп күтілуде және бұл жұмыста ұсынылған білім қорғаныстың маңызды бірінші бағыты бола алады. Өсімдіктерді қорғау үшін биологиялық препараттарды қолдану тұрақты түрде кеңейіп, химиялық пестицидтерді ішінара алмастыра бастады. «BCC Research» жан-жақты зерттеулеріне сәйкес, биопестицидтердің жаһандық нарықтары 2019 жылдан бері 54,8 миллиард доллардан 83,7 миллиард долларға дейін өсетінін болжаған [166].
Сондықтан, соңғы жылдары Қазақстанда бактериялық күйік қоздырғышына қарсы ингибиторлық белсенділігі бар, жергілікті табиғи-климаттық жағдайларға төзімді, бәсекеге қабілетті жаңа микроорганизмдерді іздеуге және іріктеп алуға, және де биологиялық өнімдерді өндіру технологияларын жасауға көп көңіл бөлінуде.

1.5 Микроорганизм штамдарының өнімділігін жоғарлату үшін жасанды мутагенезді қолдану
Мутация – генетикалық өзгергіштіктің негізгі көзі болып табылады. Ол өздігінен (табиғи) және индукциялық (жасанды) болуы мүмкін. Мутация тудыратын факторлар физикалық, химиялық немесе биологиялық болып жіктеледі және олар мутагендер деп аталады. Кейбір жағдайларда мутация микроорганизм жаңа метаболиттік белсенділікке ие болған жағдайда пайдалы, ал ол белсенділігі жоғалған жағдайда зиянды болуы мүмкін [167].
Индукцияланған мутация - пайдалылығы жоғары өнімді қасиеттері бар биологиялық объектіні алуға мүмкіндік береді. Жасуша дақылында селекция процесін жеделдету үшін химиялық және физикалық мутагендер қолданылады. Мутагендерді қолдана отырып, микроорганизмдердің генетикалық қасиеттерін өзгертуге және ауыл шаруашылығына, медицинаға және өнеркәсіпке құнды қасиеттері бар штамдарды алуға болады. Жасанды мутагенездің көмегімен адамдар өсімдіктер мен микроорганизмдердің селекциясында сәтті қолданылатын мутация процесін басқара алады [168].
Бұл әдісті қолдану, әсіресе, әртүрлі микроорганизмдерге: саңырауқұлақтарға, ашытқыларға, балдырларға, бактерияларға қарсы тиімді болып шықты [169]. Микроорганизмдер тамақ өнеркәсібінде, дәрілік заттар мен биологиялық белсенді заттарды өндіруде, сонымен қатар, ауыл шаруашылығында кеңінен қолданылады. Оларды қолдану аясы үнемі кеңеюде [170]. Жасанды мутагенездің көмегімен, атап айтқанда, антибиотик өндіретін зең саңырауқұлақтарының бастапқыға қарағанда, мыңдаған есе тиімдірек пішіндері алынды. Жасанды мутагенезді селекцияда қолдану медицина мен ауыл шаруашылығында белсенді қолданылатын микроорганизмдердің дәрумендерді, амин қышқылдарын және ақуыздарды өндіретін жоғары өнімді штамдарының үлгілерін алуға септігін тигізді [171].
Табиғатта микроорганизмдерге әсер ететін негізгі мутагендік фактор ультракүлгін сәулелері болып табылады. Стихиялық мутациялардың арқасында микроорганизмдер жаңа тіршілік ету жағдайларына оңай бейімделе алады. Оларға тіршілігін тежейтін (өлтіретін) және мутагендік әсері де бар [172]. Индукцияланған мутациялар пайдалы, өнімділік қасиеттері жоғары биообъектіні алуға мүмкіндік берді. Сонау 1914 жылы Генри В. ультракүлгін сәулеленуден кейін тірі қалған бактериялардың көп мөлшерін тапқан болатын. Оның пікірінше, олар колониялардың морфологиясы мен патогенділігі сияқты қасиеттері бойынша қалыпты түрден ерекшеленетін тұқым қуалайтын нұсқалар деп атады [173].
Микроорганизмдер бізге құнды өнімдердің таңғажайып жиынтығын ұсынуда өте жақсы болғанымен, олар әдетте өз пайдалары үшін қажет болған жағдайда ғана шығарады, сондықтан олар метаболиттерін шамадан тыс өндірмейді. Штамдарды жақсарту бағдарламаларында қалаған мақсат, әдетте, жоғары титр шығаратын штам болып табылады. Генетика ұзақ уақыт бойы микробтық өнімдерді өндіруге ықпал етіп келеді. Ашыту өнімділігінің айтарлықтай артуы және соның салдарынан шығындардың төмендеуі негізінен мутагенез және өнімділігі жоғары микробтық штамдардың скринингі/іріктеу және рекомбинантты ДНҚ технологиясын қолдану арқылы пайда болды.
Микроорганизмдер екі жолмен жаңа генетикалық белгілерді (генотиптерді) тудыруы мүмкін: мутация және генетикалық рекомбинация. Мутация кезінде ген әдейі емес (стихиялық мутация) немесе әдейі (индукцияланған мутация) өзгереді. Өзгеріс, әдетте, зиянды және іріктеу арқылы жойылғанымен, кейбір мутациялар микроорганизм үшін пайдалы болып табылады. Микроорганизмге пайдалы болмаса да, жеке адамға пайдалы мутация скрининг жүргізу барысында анықталуы мүмкін және белгісіз уақытқа дейін сақталуы мүмкін. Бұл шын мәнінде, ХХ ғасырдың екінші жартысында ашыту өнеркәсібінің айтарлықтай кеңеюіне әкелген штамдарды дамыту бағдарламаларында ферменттеу микробиологтары жасай алды [174].
Мутация өнеркәсіптік дақылдардың өнімділігін жақсартты [175, 176]. Ашыту сорпасында түзілетін метаболиттердің үлесін, олардың неғұрлым қолайлы таралуына қарай өзгерту, қайталама метаболизм жолдарын нақтылау, сондай-ақ, жаңа қосылыстар жасау және басқа да функциялар үшін пайдаланылды. Жоғары өнімді мутанттарды алу үшін қолданылатын ең кең таралған әдіс – популяцияны мутагендік агентпен өңдеу арқылы, белгілі бір тірі қалған жасушаларын топтарға бөлу және әрбір пайда болған колонияны немесе колониялардың кездейсоқ тобын колбаларда өнім алу үшін сынау.
Ең пайдалы мутагендерге нитрозогуанидин, 4-нитрохинолон-1-оксид, метилметансульфонат, этилметансульфонат, гидроксиламин және ультракүлгін сәуле жатады. Антибиотиктер өндірісін ұлғайту үшін жасушаларды оңтайлы жою жылдамдығы 70-95% диапазонында деп есептеледі, дегенмен кейбір өнеркәсіптік бағдарламалар 99,99% сияқты әлдеқайда жоғары деңгейлерді пайдаланады. Шын мәнінде, сәтті мутагенез жүргізілген кезде, орта есеппен жасушалардың өндіру қабілеті төмендейді. Сол үшін де, тек мутация мен скрининг процедурасын айыптау дұрыс емес. Тек жақсартылған мутантардың пайда болу жиілігі қызықтыруы керек.
Мутациялар, әсіресе, генетикалық кодтың өзгеруі, эволюциялық процестердің маңызды өзгеру көзі болып табылады [177, 178]. Сондықтан мутациялық қасиеттерді түсіну эволюциялық биологияның негізгі міндеті болып табылады [179]. Мутация спектрі – бұл әрбір мутацияның ықтималдығына әсер ететін қасиет, себебі ол мутациялардың таралуына әсер етеді. Мысалы, антибиотиктерге төзімді мутантардың пайда болу ықтималдығы мутациялық спектрге байланысты [180]. Яғни, берілген мутация кең таралған және белгілі бір дәріге төзімділікке ықпал етуі мүмкін болғанымен, мутация әрқашан басқа препараттарға төзімділікті тиімді түрде тудырмауы мүмкін. Мутация жылдамдығы да негізгі қасиет болып табылады, өйткені ол эволюцияның қарқынын белгілейді. Жоғары мутация жылдамдығы бейімделу эволюциясының жылдамдығын [181], сондай-ақ бейтарап эволюцияны [182] жылдамдатады. Бұл деректер осы мутациялық профильдерді түсінудің маңыздылығын дәлелдейді.
Осы маңыздылыққа сәйкес көптеген зерттеулерде әртүрлі организмдердегі мутациялардың жиілігі мен спектрін зерттеді [183]. Бұл зерттеулер геномдық деңгейде бірегей мутациялық профильдерді және олардың эволюциялық процестерге қосқан үлесін анықтады. Мысалы, соңғы зерттеулер ішек таяқшасы Escherichia coli мутацияларының жиілігі мен спектрі жабайы типтер мен мутанты штамдар арасында әртүрлі болатынын көрсетті [184]. Мутант штамдар қателерді түзету механизмдеріндегі ақаулы мутациялар (сәйкессіздікті жөндеу және түзету) сияқты ішкі себептерге байланысты өздігінен пайда болатын мутациялардың жоғары жиілігін көрсетеді және көбінесе табиғи және зертханалық жағдайларда пайда болады. Мутациялардың жиілігі мен спектрі мутантты популяциялардың бейімделу эволюциясындағы рөлін анықтайды.
Геномдық масштабтағы жасушалардың стихиялық өзгергіштігі туралы ауқымды зерттеулерге қарамастан, сыртқы факторларға байланысты мутация профильдері салыстырмалы түрде түсініксіз. Ультракүлгін сәулелену және зиянды химиялық заттар сияқты қоршаған ортаның мутагендік факторлары мутациялардың жиілігін арттырады, табиғи және клиникалық ортадағы эволюциялық процестерді түсіну үшін ескерілуі керек деп жалпыға ортақ қабылданған. Сондықтан, мутация процесі туралы жан-жақты түсінік алу үшін геномдық деңгейде ішкі және сыртқы үлестерді бағалау маңызды. Сонымен қатар, мутагендер көптеген қосымшаларда мутация жылдамдығын жасанды түрде реттеуге болатын құрал ретінде де қарастырылады [185, 186]. Мутагендердің мутациялық профильдерін дәл анықтау мутация жылдамдығын дәлірек және болжамды бақылау үшін қажет.
Ультракүлгін сәулелену стандартты мутаген болып табылады және оның өзгергіштігі табиғатта кең таралғандықтан және өңдеудің қарапайымдылығына байланысты кеңінен зерттелген. Сонымен қатар, ультракүлгін сәулелену клиникалық микробиологиядағы ультракүлгін дезинфекция технологиясы [187] және биотехнологиядағы эволюциялық инженерия [188] сияқты көптеген салаларда қолданылады. Ультракүлгін сәулеленуден туындаған мутациялардың жиілігі сәйкессіздіктерді қалпына келтіру процестері жеткіліксіз танымал мутант штамдардың стихиялық мутацияларының жиілігінен асып кетуі мүмкін. Ультракүлгін сәулеленуден кейінгі жасушалар санын төменгі деңгейде тұрақты ұстай отырып, ультракүлгін сәулеленуден туындаған мутация жиілігін ультракүлгін сәулелену дозасының айырмашылығына, әртүрлі ультракүлгін сәулеленуге төзімділікке және/немесе әртүрлі стихиялық мутация жиілігіне қарамастан тұрақты ұстауға болады [189].
2 ЗЕРТТЕУ ОБЪЕКТІЛЕРІ МЕН ӘДІСТЕРІ

2.1 Зерттеу объектілері
Микроорганизмдер. «Микробиология және вирусология ғылыми-өндірістік орталығы» ЖШС-нің коллекциялық микроорганизмдерінің дақылдары: Lactobacillus sp., Bacillus sp., Streptomyces sp.  және Trichoderma sp. туысына жататын 46 штамм зерттеу объектілері ретінде алынды. Сондай-ақ, Қазақстанның Жамбыл, Түркістан және Алматы облыстарының өнеркәсіптік бақ аймақтарына фитосанитарлық мониторинг жүргізу кезінде алма және алмұрт ағаштарының әртүрлі мүшелерінің (жемістері, жапырақтары, бұтақтары) үлгілерінен бөлініп алынған 216 изолят зерттелді. Сонымен қатар, Бау-бақша ғылыми-зерттеу институтының фитопатология зертханасында алма жапырақтарынан бөлініп алынған 48M изоляты зерттелді (Скерневице қ., Польша).
Бөлініп алынған дақылдар мерзімді қайта себу арқылы және әртүрлі қоректік орталарда t +4°C температурада вазелин майы қабатының астында сақталды [190].

2.2 Қоректік орталар
Дақылдарды бөліп алу үшін келесідей селективті қоректік орталар пайдаланылды: бактериялар үшін БПА, СПА, King B, LB, NAG және MRS, саңырауқұлақтар үшін КГА, ашытқылар үшін Сабуро, актиномицеттер үшін Гаузе №1 және А4:
- қоректік агары (Nutrient Agar, «Titan Biotech LTD», Үндістан). Стерилизация 1,0 атм. (121ºС) – 30 минут;
- қоректік бульон (Nutrient Broth, «Titan Biotech LTD», Үндістан). Стерилизация 1,0 атм. (121ºС) – 30 минут;
- балық-пептонды агары (БПА) (г/л): дистилденген су, балық ұнының гидролизаты - 12, пептон - 12, натрий хлориді (NaCl) - 6, агар – 20. Стерилизация 1,0 атм. (121ºС) – 30 минут;
- сахароза-пептонды агары (СПА) (г/л): дистилденген су, сахароза - 20, пептон - 5, калий гидроортофосфаты (K2HPO4) - 0,5, магний сульфаты (MgSO4 х 7H2O) - 0,25, агар-агар - 18, рН (t - 25ºС): 7,0-7,2. Стерилизация 1,0 атм. (121ºС) – 30 минут;
- MRS қоректік ортасы («Titan Biotech LTD», Үндістан) г/л: декстроза - 20, агар - 18, пептон - 10, ет экстрактісі - 10, ашытқы экстрактісі - 5, натрий ацетаты - 5, аммоний цитраты - 2, натрий гидрофосфаты (Na2HPO4) - 2, Твин 80 - 1, магний сульфаты – 0,10, марганец сульфаты – 0,05, агар - 18. рН соңғы мәні (t - 25ºС): 6,5 ± 0.2. Стерилизация 0,5 атм. (111ºС) – 30 минут;
- картоп-глюкозды агары (КГА) (г/л): дистилденген су, картоп - 200; глюкоза - 20, агар-агар - 18, рН соңғы мәні (t - 25ºС): 5,6 ± 0,2. Стерилизация 1,0 атм. (121ºС) – 30 минут;
- Сабуро қоректік ортасы (г/л): құбырдағы су, глюкоза/мальтоза - 40, пептон - 10, агар - 18, рН 6,5±1. Стерилизация 0,5 атм. (111 ºС) - 30 минут;
- Гаузе-1 қоректік ортасы (г/л): құбырдағы су, тез еритін крахмал - 20, калий нитраты (KNO3) - 1, калий гидроортофосфаты (K2HPO4) - 0,5, магний сульфаты (MgSO4 х 7H2O) - 0,5, натрий хлориді (NaCl) - 0,5, темір сульфаты (FeSO4 х 7H2O) - іздері, агар – 18, рН 7,0-7,5. Стерилизация 1,0 атм. (121ºС) – 30 минут;
- А4 қоректік ортасы (г/л): дистилденген су, соя - 10, натрий хлориді (NaCl) – 5, глюкоза - 10, CaCO3 – 2,5, pH 7,2-7,4. Стерилизация 1,0 атм. (121ºС) – 30 минут;
- NAG (г/л): дистилденген су, қоректік агар (Nutrient Agar) – 23, глицерин - 16 мл. Стерилизация 1,0 атм. (121ºС) – 30 минут.

2.3 Зерттеу әдістері
2.3.1 Фитопатологиялық әдістер
Бақ ценоздарына фитопатологиялық зерттеулер вегетациялық кезеңде жүргізілді [191]. Алма және алмұрт ағаштарының зақымданған мүшелерінен сынама алу, биологиялық материалды іріктеу және тасымалдау ережелерін сақтай отырып, сыртқы ластануды болдырмай және бастапқы микрофлораның сақталуын қамтамасыз ете отырып орындалды [192, 193].
Алма және алмұрт жеміс ағаштарының филлосферасының микробтық ценоздарының сапалық және сандық құрамын бағалау үшін шайып алу әдісі мен дақылдарды жинақтау әдісі қолданылды [193-195].
Сынамаларды алу және үлгіні дайындау ережелері:
Жеміс питомниктерінде және бау-бақшаларда кешенді зерттеулер жүргізу кезінде Еуропалық және Жерорта теңізі өсімдіктерді қорғау ұйымының PM 3/40 стандартына сәйкес бактериялық күйік қоздырғышын анықтау үшін үлгілер алынды [196].
Үлгі ұзындығы 10 см болатын 100 бұтақтан тұрады. Тек бір ғана сұрып бар питомникте талдау үшін 100 ағаштың әрқайсысынан ұзындығы 10 см бір бұтақ алынады. Егер екі сұрып өсірілетін болса, онда үлгіге бір сұрыпқа 50 бұтақ алынады. Үш немесе одан да көп сұрыптар өсірілетін болса, әр сұрыпқа 30 бұтақ алу керек. Зертханалық жағдайда қоздырғышты алу және экстракциялау кезінде үлгілерді қайта ластаудан сақтау шараларын қадағалау қажет. Симптоматикалық өсімдіктердегі жемістердің бактериялық күйік ауруын диагностикалауға арналған үлгілерде гүлдері, өркендері, жапырақтары, аналық бездері (мүмкіндігінше некрозбен және экссудатпен) немесе әртүрлі бұтақтарда ісік ошақтарында қабығы аршылғаннан кейін қызыл-қоңыр қыртыс асты тіндері болуы керек. Сынаманы дайындау (зертханалық үлгілерді жинау және қоздырғышты экстракциялау) сынама алынғаннан кейін дереу жүргізіледі немесе 4ºC-ден 8ºC-ге дейінгі температурада сақталады. Зертханалық үлгіні жинағаннан кейін, үлгілер қайта бөліп алу үшін қажет болған жағдайда тоңазытқышта бірнеше апта сақталады. Үлгілерді жинау және сақтау үшін сүзгі қағазы қолданылады. Пергамент, калька немесе полиэтилен сияқты материалдар пайдаланылмайды, өйткені тасымалдау кезінде олар жоғары ылғалдылықты тудырады, бұл сапрофитті саңырауқұлақтардың тез дамуына және өсімдіктердің шіруіне әкеледі.

2.3.2 Штамдарды бөліп алу және олардың дақылдық-морфологиялық қасиеттерін зерттеу әдістері
Бактериялық ауруларды заманауи диагностикалау үш кезеңді қамтиды: өсімдік материалында қоздырғышты анықтау, қоректік орталарда қоздырғышты бөліп алу, қоздырғыштың таза дақылын анықтау. Өсімдік материалындағы бактериялық күйік қоздырғышын анықтау үшін сынама дайындауды қоса алғанда, орындау уақыты бір күннен екі күнге дейін болатын селекциялық сынақтар қолданылады. Скринингтік сынақтардың оң нәтижесі болған жағдайда қоздырғышты қоректік ортада бөліп алады. Оң бөліп алу кезінде қоздырғыштың таза дақылы бірнеше әдістермен расталады және патогендік сынама жүргізіледі.
Бөлінген микроорганизмдерді анықтау үшін стандартты микробиологиялық әдістер қолданылды. Бактериялық изоляттардың дақылды-морфологиялық және биохимиялық сипаттамалары жалпы қабылданған бактериологиялық әдістермен зерттелді. Осылайша, изоляттар Берджидің бактериологиялық анықтауыш нұсқаулығына сәйкес анықталды [197]. Бактерияларды граммен бояу Claus сипаттаған әдіс бойынша орындалды. Жасуша морфологиясы бекітілген препараттардың жарық микроскопиясы арқылы зерттелді [198]. Bruker Quantax75 энергия-дисперсиялық спектрометрімен жабдықталған Hitachi TM 4000 Plus электрондық сканерлеу микроскопының көмегімен штамдардың жасушалық морфологиясы анықталды. Микроорганизмдердің бастапқы идентификациясы тиісті анықтауыш нұсқаулықтарды қолдана отырып, морфологиялық және дақылдық қасиеттеріне зерттеу жүргізілді [199-202]. Микроорганизмдердің таза дақылдарын бөліп алу үшін БПА, СПА, КГА және Гаузе-1 қоректік орталарында 28°С және MRS қоректік ортасында 37°C температурада зертхалалық ыдыстарға (Петри табақшалары) егу әдісін қолдану арқылы жүргізілді [203, 204].

2.3.3 Бактериялық штамдардың молекулярлық-генетикалық идентификациясы
Іріктеп алынған белсенді антагонист штамдар мен фитопатогеннің молекулалық-генетикалық идентификациясы 16S рРНҚ генінің фрагменттерін секвенирлеу арқылы жүзеге асырылды. Геномдық ДНҚ өндірушінің ұсынысына сәйкес коммерциялық PureLink Genomic DNA Kit жинағы («Invitrogen», Carlsbad, АҚШ) арқылы экстракцияланды. ДНҚ концентрациясы dsDNA HS шкаласы негізінде Qubit®2.0 флюорометрінің («Invitrogen», Carlsbad, АҚШ) көмегімен анықталды. 8F (5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3') [205] және 806R (5'-GGACTACCAGGGTATCTAAT-3') [206] әмбебап праймерлерін қолдану арқылы ПТР әдісімен бактериялардың 16S рРНҚ гені геномдық ДНҚ-дан амплификацияланды. Бактериялық 16S рРНҚ генінің фрагменттерін секвенирлеу өндірушінің хаттамасына сәйкес Big Dye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit («Applied Biosystems», АҚШ) арқылы жүзеге асырылды, содан кейін 3500 DNA Genetic Analyzer («Applied Biosystems», USA) автоматты генетикалық анализаторында фрагментация жасалынды.
ПТР амплификациясы 25 мкл реакция қоспасы Master Cycler PCR («Eppendorf», Гамбург, Германия) арқылы орындалды. Реакция қоспасының құрамында 12,5 мкл Maxima Hot Start Green PCR Master Mix (2X) («Thermo Scientific Corp.», Литва), 1,0 мкм әрбір праймер амплификациясы үшін, 1 мкг ДНҚ матрицасы және 25 мкл дейін тазартылған су мөлшерінде дайындалды. Температура және циклдік жағдайлар келесідей болды: 95°C денатурация 5 мин, одан кейін денатурацияның 30 циклі 95°C температурада 30 секунд, праймерді жасыту 55°C температурада 40 секунд, элонгация - 72°C 1 минут және соңғы элонгация 72°С - 7 минут. 4 мкл амплификацияланған өнім INFINITY VX2 гельдік құжаттама жүйесінде («VILBER LOURMAT», Франция) 1,5% агарозды гельде көрсетілді. ПТР өнімінен артық праймерлер мен біріктірілмеген нуклеотидтерді жою үшін ExoSAP-IT™ Express PCR өнімін тазарту реагентін («Thermo Fisher Scientific», V.A Graiciuno 8, LT-02241 Вильнюс, Литва) пайдаланып ферментативті тазарту әдісі қолданылды.
Секвенирлеу нәтижелері SeqA («Applied Biosystems», АҚШ) бағдарламасының көмегімен өңделді. 16S рРНҚ гендерінің гомологты нуклеотидтер тізбегін іздеу АҚШ Ұлттық биотехнологиялық ақпарат орталығының GenBank халықаралық дерекқорындағы BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) бағдарламасы арқылы жүзеге асырылды (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Филогенетикалық талдау MEGA6 бағдарламалық құралының көмегімен жасалды [207]. Нуклеотидтер тізбегін теңестіру ClustalW алгоритмі арқылы жүзеге асырылды. Филогенетикалық ағаштар NeiigborJoining (NJ) әдісі арқылы құрастырылды [208]. Зерттеу «Микробиология және вирусология ғылыми-өндірістік орталығы» ЖШС-нің молекулярлы-генетикалық зерттеу және талдау зертханасында жүргізілді.

2.3.4 E. amylovora қоздырғышының патогенділігін тексеру тесті
E. amylovora штамының патогенділігі піспеген алмұрт жемістерінде тексерілді. «Талғар сұлуы» алмұрт сұрыпының жеке піспеген жемістері Қазақстанның Алматы қаласының маңындағы бақтардан алынды. Сынақ шамалы өзгертулермен Gerami бастаған ғалымдар сипаттаған әдіске сәйкес орындалды [209]. Піспеген алмұрт жемістерінің кесінділері 70%-ды этанолмен дезинфекцияланды, содан кейін зарарсыздандырылған препарат инені пайдаланып E. amylovora патоген суспензиясымен (1 x 108 КТБ/мл) егілді. Піспеген алмұрт жеміс бөліктерінің бетін зарарсыздандырылған тазартылған сумен егу арқылы өңделмеген бақылау дайындалды. Алмұрт жемістерінің бөліктері 100%-ды салыстырмалы ылғалдылықта және фотопериод 16 сағат болған кезде бөлек ылғалды камераларға (t - 25°C) орналастырылды. Инокуляциядан кейін, 3-5 күн аралығында жемістерде некрозды дақтардың байқалуы мен ауруға тән сүтті ақ экссудат пайда болуына байланысты бағаланды. Сынақ үш қайталамада жүргілізді, олардың әрқайсысы бес қайталауды қамтыды.

2.3.5 Streptomyces sp. туысының актиномицетінен сығынды алу әдісі
Streptomyces sp. туысының актиномицет штамдарын тереңдетіп өсіру 2 кезеңде жүргізілді. Вегетативті тұқым материалы Эрленмейер колбаларында «Biosan ES-20/60» шейкер-инкубаторында 28°С температурада, платформалық тербеліс жиілігі 180 айн/мин және 48 сағат бойы өсірілді. Тұқымдық қоректік ортаны егуге жұмсалған егу мөлшері 1%, ал ферментациялау үшін жұмсалған қоректік ортаның мөлшері 3% құрады. Ферментациялау А4 қоректік ортада «Biosan ES-20/60» шейкер-инкубаторында платформалық тербеліс жиілігі 180 айн/мин және температурасы 28°С 96 сағат бойы жүргізілді. Алынған микробтық суспензияның титрі 2,7 х 108 КТБ/мл болды.
Дақылдық сұйықтық мицелийден 20 минут бойы 2000 айн/мин центрифугалау арқылы бөлініп, содан кейін рН 7,0 кезінде 3:1 қатынасында n-бутанолмен экстракцияланды. Экстракциялау магнитті араластырғышта бір сағат бойы араластыру арқылы жүргізілді. Сығынды нативті ерітіндіден бөлгіш шыны ыдыста бөлініп, сүзілді және «IKA RV 10 basic», айналмалы буландырғышта құрғақ қалдыққа дейін вакуумда концентрленді, содан кейін 70% этанолда ерітілген.
St. canofumeus K20/1 штамының сығындысының E. amylovora бактериялық күйік қоздырғышына қарсы ингибиторлық әсерін анықтау зертханалық жағдайларда (in vitro) жүргізілді. Стандарт ретінде Ресей мемлекетінде өндірілген стрептомицин негізіндегі «Фитолавин» препараты алынды. Тәжірибелер үш реттік қайталау арқылы жүргізілді.
E. amylovora-ның таза дақылының сулы суспензиясы Петри табақшаларындағы қатты қоректік ортаға тамызылды (әрқайсысына 0,1мл-ден), стерильді шыны шпательмен тегістелді. Қоректік орта ретінде сахароза-пептонды агары қолданылды.
Streptomyces sp. туысының актиномицет штамдарының сығындыларына малынған қалың сүзгі қағазының дискілері (диаметрі - 7 мм) зарарсыздандырылған жағдайда E. amylovora бактериясының жаңадан егілген көгалына орналастырылды. Сол сияқты, салыстыру үшін 4800 EA/мл концентрациясына дейін сұйылтылған «Фитолавин» (жеміс дақылдарының бактериялық күйік ауруына қарсы пайдалану үшін ұсынылған) препаратына малынған сүзгі қағазымен арнайы дайындалған дискілер қолданылды.
Бақылау нұсқаларында 70%-ды этанолға малынған дискілер (диаметрі - 7 мм) бактериялық көгалдарға орналастырылды. Петри табақшаларын термостатқа 28°С-та 24 сағатқа қойылды (патогеннің өсу уақыты). Сығындының ингибиторлық белсенділігі диск айналасында патогеннің өсуінің болмауымен бағаланды. Қоректік ортаға E. amylovora дақылын еккеннен кейін және тәжірибелік ыдыстарға зерттеліп жатқан сығындылары бар дискілерді орналастырып, 24 сағаттан соң дискілердің айналасында патоген дақылының өсуін тежейтін аймақтар байқалды.
2.3.6 Агарға диффузиялық әдісі
Микробтық дақылдардың антагонистік қасиеттері оларды E. amylovora бактериялық күйік қоздырғышы сынамалы дақылымен агарлы қоректік ортада (СПА) диффузиялық әдісі арқылы бірге өсіргенде патогеннің өсу аймағын тежеуін анықтау, мұнда қоздырғыштың тәуліктік дақыл алдын ала егіледі [210-212]. Бактерияларды екі күндік бірге өсіруден кейін өсу аймағының тежелу диаметрі анықталады (ұңғыманың диаметрін алып тастамай) және миллиметрмен өрнектеледі. Бақылау нұсқаларында стерильді қоректік орта қолданылды. Тәжірибелер үш рет қайталау арқылы орындалды. Ферментациялау үшін бактериялар 2-3 күн бойы 30-37°С температурада платформалық тербеліс жиілігі 180 айн/мин болатын «Biosan ES-20/60» шейкер-инкубаторында тереңдетілген өсіру арқылы инкубацияланды.
B. amyloliquefaciens MB40 штамының E. amylovora қоздырғышының өсуін тежеу қабілетіне сыналды. B. amyloliquefaciens MB40 дақылдық сұйықтығы (1 x 107 КҚБ/мл) СПА қоректік ортасына алдын ала 24 сағаттық E. amylovora дақылы (1 x 108 КТБ/мл) егілген агарлы пластиналардың ортасындағы ұңғымаларға (d = 8 мм) 100 мкл көлемде құйылады. Петри табақшалары 28°C температурада 24 сағат бойы инкубацияланды. Теріс бақылау ретінде стерильді қоректік орта пайдаланылды. Сынақ әрқайсысы бес көшірмеден тұратын екі рет қайталау арқылы орындалды және өсуді тежеу аймағының диаметрі Ayeni F.A. et al. сәйкес бағаланды. Тежеу аймақтарының ауданы келесідей бағаланды: тежеу жоқ (-), жолақ айналасындағы тежеу аймағы <4 мм; әлсіз басу (+), тежелу аймағы 4–10 мм; белсенді басу (++), тежелу аймағы 10–20 мм; және жоғары белсенді басу (+++), тежелу аймағы >20 мм [213].
L. plantarum 17M штамының E. amylovora қарсы антагонистік белсенділігіне қоректік ортаның әсерін зерттеу үшін келесі сұйық орталар қолданылды: MRS сұйық қоректік ортасы, «Спектр» Қазақстан компаниясы шығарған 1% майсыздандырылған «Спектолак» сүті және «Қазақ тағамтану академиясы» ЖШС-нен алынған «Амиран» сарысуы.
Әрбір Петри табақшасындағы сәйкес СПА қоректік ортасының (сахароза-пептонды агары) бетіне E. amylovora штамының 0,1 мл сулы суспензиясы жағылды және стерильді шпательмен таратылды. Содан кейін, зарарсыздандырылған тығынды бұрғымен (d = 8 мм) патоген егілген қоректік ортада ұңғымалар жасалды. Сынақ үшін ұңғымаларға әрбір тексерілген штамның ықтимал антагонизмін тексеру үшін бактерияның дақылдық сұйықтығы (107 КТБ/мл) қосылды, ол MRS сұйық қоректік ортасында, 1% майсыздандырылған сүтте және сарысуда 37°C температурада орбитальды шейкерде 180 айн/мин 2-3 күн өсірілді. Петри табақшалары 28°С температурада 24 сағат бойы термостатқа орналастырылды, содан кейін ұңғымалардың айналасындағы E. amylovora қоздырғышының өсуінің тежелу аймақтары өлшенді. Теріс бақылау ретінде стерильді қоректік орта пайдаланылды. Сынақ әрқайсысы бес қайталанатын екі реттік қайталамада жүргізілді және өсудің тежелу аймағының диаметрі алдын ала бағаланды .

2,3-бутандион, ацетоин, сірке және сүт қышқылының тежеу қасиеттері
Ацетоин (95%, «Sigma-Oldrich», Германия) және 2,3-бутандион (97%, «Meryer», Қытай) этанолда тиісінше 5%, 10%, 25% және 50% концентрацияда ерітілді, сірке қышқылы (99,8%, «Химреактивснаб», Ресей) және сүт қышқылы (98%, «Sigma-Oldrich,» Германия) дистилденген суда 1%, 5%, 10%, 30% және 50% концентрацияларында ерітілді және E amylovora қоздырғышына қарсы сыналды. Агарға диффузиялық әдіс бойынша жоғарыда сипатталған үлгідей жүргізілді. Теріс бақылау ретінде этанол (96%) және дистилденген су пайдаланылды. Әрбір талдау үш рет қайталанып орындалды.

2.3.7 Ультракүлгін сәулелерді қолдану арқылы индукцияланған мутагенез жүргізу әдісі
Мутагендік фактордың әсерінен табиғи және индукциялық морфологиялық өзгергіштікті зерттеуде 30 Вт 254 н.м. диапазондағы ультракүлгін сәулелер қолданылды, оның көзі «Хромотоскоп» бактерицидтік шамы болды. B. amyloliquefaciens және L. plantarum бір күндік дақылдық суспензиялары балық пептонды және MRS сұйық қоректік орталарына егілді, 28°C және 37ºC температураларда платформалық тербеліс жиілігі 180 айн/мин болатын «Biosan ES-20/60» шейкер-инкубаторында 6 сағат бойы өсірілді. Осыдан кейін колба 5 минутқа мұздатқышқа қойылды. Содан кейін 5 мл дақылдық сұйықтық стерильді пробиркаларға құйылып және 5 минут ішінде 5000-6000 айн/мин центрифугаланады. Әрбір пробиркадан алынған тұнбаны 2,5 мл 0,1М MgSO4 стерильді ерітіндісімен араластырылады. Бактериялық суспензия 104 КТБ/мл концентрациясына дейін сұйылтылып, дайын ерітінді Петри табақшасына құйылады. Сәулеленген қабаттың қалыңдығы 1 см, ал лампа мен ерітіндінің сәулеленген қабаты арасындағы қашықтық 40 см. Антагонист бактериялық дақылдық суспензиясының ультракүлгін сәулеленуінің әсер ету уақыты 15 минут, 30 минут, 35 минут, және 40 минутты құрады. Бақылау ретінде сәулелендіру болмаған дақылдық суспензиялар алынды [214-217].
Сәулелендіру екі рет жүргізілді. Алдымен B. amyloliquefaciens бастапқы штамы, содан кейін алынған MB40 мутант штамы қайта сәулелендірілді. L. plantarum 17M сүтқышқылды штамы бір рет сәулелендірілді.
Сәулелендіруден кейін дақылдық сұйықтықтар физиологиялық ерітіндіде сұйылтылды және әр серияның 103-105 сұйылтуынан 0,1 мл қатты қоректік ортасы (БПА және MRS) бар Петри табақшаларға егілді. Петри табақшалар 24 сағат бойы 28°C және 37ºC температураларда инкубацияланды. Термостатта инкубациялаудан кейін, бактериялардың тірі қалған жеке колониялары іріктеп алынды және 2 күн бойы шейкер-инкубаторда тереңдетілген өсіру арқылы ферментациялау үшін инкубацияланды.

2.3.8 Изоляттардың метаболиттерін талдау үшін масс-спектрометриялық газ хроматография әдісі
B. amyloliquefaciens MB40 және L. plantarum 17M штамдарының дақылдық сұйықтығындағы метаболиттерді талдау GC-MS арқылы анықталды. Ол үшін қосылыстар 100 мл дақылдық сұйықтыққа 20 мл этилацетаты көмегімен («AppliChem», Германия) 30 минут бойы екі рет экстракцияланды және екі сығынды біріктірілді. Содан кейін 1,5 мл сығынды 2 мл құтыға («Agilent», АҚШ) алынды және PTFE/силикон қалқалармен жабылды («Agilent», АҚШ) және GC-MS көмегімен талдау үшін ALS 7693A автосынағына («Agilent», АҚШ) орналастырылды. Талдау екі реттік қайталамада орындалды, олардың әрқайсысы үш қайталауды қамтыды.
Газ хроматографиялық талдау 5977A MSD масс-спектрометрімен («Agilent», Санта-Клара, АҚШ) қосылған 7890 газ хроматографы арқылы орындалды. DB-WAXetr бағанасы (30 м × 0,25 мм, пленканың қалыңдығы 0,25 мкм, «J&W Scientific Inc.», Фолсом, Калифорния, АҚШ), жылжымалы фаза (тасымалдаушы газ) – гелий (>99,995%, «Оренбург-Техгаз», Ресей) (1,0 мл) /мин). Инъекция көлемі 0,5 мкл болды, бөлу қатынасы 10:1 және еріткіште 1,5 мин ұстау қажет. GC пешінің температурасы 40°C бастапқы температурадан 200°C дейін 10°C/мин жылдамдықпен көтерілді. Инжектор мен тасымалдау желісінің температурасы сәйкесінше 250 және 280°C болды. MS анықтау m/z 34–550 м.а.б. масс сканерлеу диапазонымен 70 эВ кезінде орындалды.
Құралды басқару және нәтижелерді өңдеу үшін Agilent MSD ChemStation (1701EA нұсқасы) пайдаланылды. Мәліметтерді өңдеуге ұстау уақыттарын, ең жоғары аймақтарды анықтау және олардың массалық спектрлері негізінде шыңдарды анықтау кіреді. Масс-спектрлерді Wiley 7-ші басылымы және NIST'02 қор жинағы арқылы анықталды.
Зерттеу «Микробиология және вирусология ғылыми-өндірістік орталығы» ЖШС-нің «Химиялық зерттеу және талдау» зертханасында жүргізілді.

2.3.9 Зертханалық жағдайда антагонист-штамдардың тиімділігін піспеген алмұрт жемістерінде тексеру әдісі
Алма ағашының филлосферасынан бөлініп алынған белсенді антагонист штамдарымен E. amylovora қоздырғышының өсуін басу тиімділігін анықтау үшін зертханалық жағдайда піспеген алмұрт жемістерінде жүргізілді [209]. Ол үшін піспеген алмұрт жемістері 1 x 107 КТБ/мл концентрациядағы антагонист штамдарының дақылдық сұйықтығына бір сәтке батырылды, содан кейін Петри табақшаларына дымқыл сүзгі қағазына салынды. 6 сағаттан кейін алмұрт жемістері 1 х 108 КТБ/мл концентрациясында E. amylovora қоздырғышының сулы суспензиясымен бүрку арқылы егілді. Бақылау ретінде E. amylovora жұқтырған және тек тазартылған сумен өңделген піспеген алмұрт жемістері болды. Бақылау және сынақ үлгілері 25°C-ден 27°C-қа дейінгі температурада 7 күн бойы ылғалды камерада инкубацияланды. Эксперимент үш рет қайталанды, әрқайсысы бес үлгіде жүргізілді. Ауру жұқтырған алмұрт жемістерінің белгілерінің көрінісін есепке алу емдеуден кейін 7 күн ішінде тіркеліп отырды.
Симптомдардың пайда болуы бөлме температурасында 3, 5 және 7 күн инкубациядан кейін бағаланды. Келесі шкала қолданылды: 0 – симптомдар жоқ, 1 – экссудаттың бірнеше тамшысы, 2 – экссудат пен некроздың жартысына жуығы, 3 – некрозы және көп экссудаты бар кесіндінің жартысынан көбі, 4 – кесіндінің толық экссудатпен некроздың болуы (1 - сурет) [218, 219].
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0 – симптомдар жоқ, 1 – экссудаттың бірнеше тамшысы, 2 – экссудат пен некроздың жартысына жуығы, 3 – некрозы және көп экссудаты бар кесіндінің жартысынан көбі, 4 – кесіндінің толық экссудатпен некроздың болуы.

Сурет 1 – Піспеген алмұрт жемістеріне изоляттардың тиімділігін бағалау

2.3.10 Гүлденген алма ағашының бұтақтарына модельдік тәжірибе жүргізу
Тәжірибе in vitro жағдайында «Заря Алатауы» және «Апорт» сұрыпты алма ағаштарының гүлденген бұтақтарында жүргізілді. Тәжірибе үшін бірдей гүлдер саны бар бұтақтар таңдалды. Әрбір комбинацияға 20 гүлден тұратын он бұтақ тағайындалды (қосымша гүлдер алынып тасталды). Гүлденген бұтақтар суы бар колбаларға салынып, 1 х 107 КТБ/мл концентрациядағы сұйық қоректік ортада 48 сағат бойы бактерияларды өсіру нәтижесінде алынған антагонист штамдарының дақылдық сұйықтығымен бір реттік бүрку жүргізілді. 48 сағаттан өткен соң өңделген гүлшоғырлар E. amylovora қоздырғышының сулы суспензиясымен (107 КТБ/мл) бүрку жүргізілді. Бақылауда гүлденген бұтақтарға су немес тиісті сұйық қоректік ортамен, кейін E. amylovora сулы суспензиясымен өңделді. Гүлденген бұтақтар бірден 24 сағат бойы полиэтилен пакеттермен жабылған. Инокуляциядан кейін 5-ші және 7-ші күндерде аздап өзгертілген Pusey шкаласының [220] көмегімен бактериялық күйік қоздырғышының белгілерінің болуы тіркелді: 0 – анық сау гүл; 1 – гүл шоғырында немесе гүл жапырақшаларында және/немесе гүлдің төменгі бөлігінде көрінетін некроз; 2 – бүкіл аналық бездің некрозы; 3 – сабақтың ұзындығының қосымша жартысын қамтитын некроз; 4 – аналық без және сабақтың жалпы некрозы (2 - сурет). Эксперимент үш рет қайталау арқылы орындалды.
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0 – анық сау гүл; 1 – гүл шоғырында немесе гүл жапырақшаларында және/немесе гүлдің төменгі бөлігінде көрінетін некроз; 2 – бүкіл аналық бездің некрозы; 3 – сабақтың ұзындығының қосымша жартысын қамтитын некроз; 4 – аналық без және сабақтың жалпы некрозы.

Сурет 2 – Гүлденген алма ағашының бұтақтарына изоляттардың тиімділігін бағалау

Аурудың дәрежесі төменде келтірілген формула бойынша зардап шеккен гүлдердің пайызын есептеу арқылы анықталды:

              (1)

2.3.11 Биопрепараттардың тәжірибелік үлгілерінің биологиялық тиімділіктерін анықтау үшін далалық модельдік сынақ жүргізу
2020 жылы Алматы облысының Қарасай ауданында («Алатау» шаруа қожалығы) 0,5 гектар және Еңбекшіқазақ ауданында («Жеміс» шаруа қожалығы) 1 гектар жер телімдерінде алма бақтары бар екі шаруашылықта далалық модельдік сынақтар жүргізілді. Сынақтар 18 жылдық ауруға сезімтал «Апорт» және 10 жылдық төзімді «Srar Crimson» сұрыпты алма ағаштары таңдалды. Өңдеу 600 литрлік «Promar» бақша бүркігішімен жүзеге асты. Өңдеу жиілігі екі реттік (гүлдеу кезеңіне дейін және толық гүлденуден кейін) болды, өнімді тұтыну нормасы 4,0 л/га құрады. Бақылау ретінде шаруа қожалықтарда жүргізілетін стандартты бақша өңдеулері болды, яғни бірінші өңдеу бүршік ашылу кезеңінде құрамында мыс бар «Косайд» 2000 (2 кг/га) препаратымен, екіншісі - гүлдену кезеңінде стрептомицин негізіндегі Жапон елінің «Касумин» (тұтыну нормасы 2 л/га) биологиялық препаратымен жүргізілді. Өңделмеген ағаштар бақылау қызметін атқарды [221].
Биопрепараттардың тәжірибелік үлгілерінің биологиялық тиімділіктерін төменде келтірілген формула бойынша анықталды:

                                                                      (2)

Ескерту: БТ (%) - биологиялық тиімділік биологиялық өнімдерді қолданғаннан кейін алма ағашының бұтақтарында аурудың болмауының көрсеткіші болып табылады. Мұндағы А – өңдеусіз бақылау саны; Б – биопрепаратпен өңдеу жүргізілген саны [ 222].

2.3.12 Мәліметтерді статистикалық өңдеу
Әртүрлі әдістер арқылы алынған нәтижелердің статистикалық талдауы t-Test әдісін қолдана отырып жүргізілді. Статистикалық өңдеу Microsoft Excel 2010 («Microsoft Corporation», Redmond, Вашингтон, АҚШ) бағдарламалық жасақтамасының көмегімен жүзеге асырылды. Салыстырылған үлгілер арасындағы айырмашылықтар p <0,05 [223] кезінде айқын деп саналды.
























3 НӘТИЖЕЛЕР ЖӘНЕ ОЛАРДЫ ТАЛҚЫЛАУ

3.1 Қазақстанның жеміс ағаштарын өсіретін өнеркәсіптік аудандарына фитосанитарлық мониторинг жүргізу және микроорганизмдердің жаңа штамдарын бөліп алу
2018 жылғы мамыр айының екінші онкүндігінде Түркістан және Жамбыл облыстарында, Алматы облысында – маусым айының екінші онкүндігінде бақ ценоздарында фитосанитарлық мониторинг жүргізілді. Зерттеуге жеміс дақылдарының бактериялық күйік қоздырғышымен бұрын зақымдану ошақтары байқалған бақ шаруашылықтары қамтылды. Қазақстан Республикасы Ауыл шаруашылығы министрлігінің Агроөнеркәсіп кешеніндегі аумақтық мемлекеттік инспекциясының қызметкерлерімен бірлесіп, Түркістан, Жамбыл және Алматы облыстары бойынша алма және алмұрт ағаштарының зақымданған және сау мүшелерінен (жемістері, жапырақтары, бұтақтары) 59 сынама іріктеліп алынды. Зертханаға жеткізілгенде 12 сынамасы жарамсыз болып шықты. Қалған 47 үлгіден әртүрлі қоректік орталарда микробтық изоляттар бөлініп алынды.
Жамбыл, Түркістан және Алматы облыстарының өнеркәсіптік бақ аймақтарына фитосанитарлық мониторинг жүргізу барысында алма және алмұрт ағаштарының әртүрлі мүшелерінің (жемістері, жапырақтары, бұтақтары) үлгілерінен бөлініп алынған 216 изолят зерттелді. Микробиоценоз құрамын зерттеу нәтижесінде жалпы облыстар бойынша саны жағынан бактериялардың (142 изолят) басым екені анықталды. Микроорганизмдердің басқа топтарының саны азырақ кездесті: саңырауқұлақтардан – 37 және ашытқылардан – 37 изолят. Эпифитті микроорганизм изоляттарының ең көп саны Алматы облысының Қарасай, Талғар және Еңбекшіқазақ аудандарының бақ ценоздарынан бөлініп алынды [224].
Жамбыл, Түркістан және Алматы облыстарының бақ ценоздарынан бөлініп алынған эпифитті микроорганизмдердің түрлері классикалық микробиологиялық әдісі арқылы анықталды (1 - кесте).
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Кесте 1 – Қазақстанның әртүрлі экологиялық-географиялық аймақтарындағы алма және алмұрт ағаштарының мүшелерінен бөлініп алынған микроорганизмдердің морфологиялық сипаттамалары арқылы туыстық сәйкестендірілуі

	Сипаттамалары
	1 EMIV
	BC13
	MB40
	17M
	20М
	35M
	48M
	3М
	41М

	Грам реакицясы
	-
	+
	+
	+
	+
	-
	-
	-
	+

	Жасуша морфологиясы
	таяқша
	таяқша
	таяқша
	таяқша
	таяқша
	таяқша
	таяқша
	таяқша
	таяқша

	Спора түзу қабілеті
	-
	+
	+
	-
	+
	-
	-
	-
	+

	Тыныс алуы
	ФА
	А
	А
	ФА
	ФА
	ФА
	ФА
	ФА
	ФА

	Қозғалғыштығы
	+
	+
	+
	-
	+
	+
	+
	+
	+

	Оксидазалық белсенділігі
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	+
	-

	Каталазалық белсенділігі
	+
	+
	+
	-
	+
	+
	+
	+
	+

	Нитратты тотықсыздандыруы
	-
	-
	-
	-
	+
	-
	+
	+
	-

	Крахмалды гидролиздеуі
	-
	-
	-
	-
	+
	-
	-
	+
	-

	Көмірсутекті сіңіруі:
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	Глюкоза
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	Лактоза
	-
	
	
	+
	+
	-
	-
	-
	+

	Сахароза
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	Рафиноза
	-
	-
	-
	+
	-
	-
	-
	+
	+

	Маннит
	+
	-
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	Сорбит
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	-
	-
	+

	Мальтоза
	-
	+
	+
	+
	+
	+
	-
	+
	-

	Рибоза
	-
	+
	+
	+
	+
	+
	-
	+
	-

	Арабиноза
	+
	+
	+
	-
	+
	-
	+
	-
	+

	Манноза
	-
	+
	+
	+
	-
	-
	+
	-
	-

	Фруктоза
	+
	+
	+
	+
	-
	+
	+
	+
	+

	Целлобиоза
	-
	+
	+
	+
	+
	-
	-
	-
	-

	
	Erwinia sp.
	Bacillus sp.
	Bacillus sp.
	Lactobacillus sp.
	Lactobacillus sp.
	Pseudomonas sp.
	Pantoea sp.
	Pseudomonas sp.
	Paenibacillus sp.

	Ескертпе: + оң; - теріс; А – аэробтар; ФА – факультативті анаэробтар.



1-кестедегі мәліметтерден көрініп тұрғандай, зерттелетін микробтық қауымдастықтың құрамы өте алуан түрлі және келесі таксономиялық топтармен: бактериялардың 6 туысымен – Erwinia sp., Pseudomonas sp., Bacillus sp., Lactobacillus sp., Paenibacillus sp., Pantoea sp. ұсынылған (3 - сурет).
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	1 EMIV (Erwinia sp.)
	BC13 (Bacillus sp.)
	МВ40 (Bacillus sp.)
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	[image: Ð�Ð°Ñ�Ñ�Ð¸Ð½ÐºÐ¸ Ð¿Ð¾ Ð·Ð°Ð¿Ñ�Ð¾Ñ�Ñ� paenibacillus polymyxa]
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	17М (Lactobacillus sp.)
	41М (Paenibacillus sp.)
	35М (Pseudomonas sp.)



Сурет 3 – Алма мен алмұрт филлосферасынан бөлініп алынған бактериялық дақылдардың колониялары

1М (Monilia sp.) – колониялары ақшыл кілегейлі, шеттері тегіс емес, толқынды, орталықтан концентрлік шеңберлерге созылатын колониялар түзді, сирек мицелийлері бар, КГА қоректік ортасында спора түзбейді. Конидиялары лимон тәрізді, тізбектелген немесе бөлек екені анықталды.
4A (Aspergillus sp.) – колониялары тегіс, ұнтақ және барқыт тәрізді, кілегейлі түсті, ортасы көтеріңкі, үлпілдек, түкті, қатпарлы. Спора түзуі орташа. Конидияларының көлденең аралықтары бар.
6A/1 (Alnernaria sp.) – колониялар қоңыр-қара, ортасында үлпілдек, шеттері ашық сұр түсті. Конидиялары әр түрлі пішінді, бірақ көбінесе көлденең аралықтары бар, шоқпар тәріздес.
10MT (Trichoderma sp.) – колониялары үлпілдек, қатпарлы, шеттері тегіс емес, ортасы сәл көтеріңкі, түсі ашық жасылдан батпаққа дейін, спора түзетін, тығыз, мақта тәрізді, қою жасыл түсті мицелий түзеді.
15GF (Fusarium sp.) – колониялары ақ түсті, үлпілдек, шеттері тегіс емес. Ол орталықтан концентрлік шеңберлерде созылады, ортасы сәл көтеріңкі. 2-3 бөлімдері бар орақ тәрізді конидиялар.
Саңырауқұлақтардың 5 туысымен - Monilia sp., Aspergillus sp., Fusarium sp., Trichoderma sp., Alternaria sp. және ашытқылардың 3 туысымен Cryptococcus sp., Rhodotorula sp., Saccharomyces sp. ұсынылған (4, 5 - суреттер).
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	1М 
(Monilia sp.)
	4А (Aspergillus sp.)
	6A/1 (Alnernaria sp.)
	10MT (Trichoderma sp.)
	15GF (Fusarium sp.)



Сурет 4 – Картоп-глюкозды агарда алма және алмұрт филлосферасынан бөлінген микроскопиялық саңырауқұлақтар

Алмұрт ағашының зақымдалған жапырағынан кілегейлі, шырышты, жылтыр және беткі жағы тегіс, құрылымы ерекше жабысқақ колониялары бөлініп алынды. 18/2 (Cryptococcus sp.) изолятының морфологиялық және физиологиялық-биохимиялық сипаттамасы: грам оң, өлшемі 5,9-6,9 х 4,9-5,7 мкм, жеке немесе бүршіктері бар капсуланған сфералық немесе жұмыртқа тәрізді ашытқы жасушалары. Аэробтар. Өсу үшін оңтайлы температура 28-30°C. Глюкоза, рибоза, арабиноза, сахароза, мальтоза, целлобиоза, лактоза, рафиноза, манниттен қышқыл түзеді. Крахмалды гидролиздейді. 
Алма ағашының жапырағынан тегіс, ылғалды, жылтыр немесе күңгірт, кілегейлі түсті колониялар бөлініп алынды. 20/2 (Saccharomyces sp.) изолятының жасушалары грам оң, өлшемі 3,0-4,8 х 5,2-5,9 мкм, жеке жұмыртқа тәрізді, пішіні дөңгелек немесе жұмыртқа тәрізді, диаметрі 5-10 мкм. Аэробтар. Көміртегі көзі ретінде глюкоза, мальтоза және фрутозаны қолдануға қабілетті, ал лактоза және целлобиозаны сіңірмейді. Азоттың жалғыз көзі ретінде аммиак пен мочевинаны пайдалана алады, бірақ нитраттарды пайдалана алмайды. Өсу үшін оңтайлы температура 28-30°C болды.
22Н (Rhodoturula sp.) – Сабуро қоректік ортасында қызғылт сарыдан қызылға дейін грам оң, өлшемі 3,6-6,0 х 4,1-6,5 мкм, жеке немесе бүршіктері бар капсуланған сфералық немесе жұмыртқа тәрізді, пішіні дөңгелек, кілегейлі, сәл доғал және тегіс ашытқы колониялары бөлініп алынды, өсу температурасы 28-30°C. Глюкоза, арабиноза, сахароза, мальтоза, целлобиоза, лактоза, фруктоза, рафиноза, манниттен қышқыл түзеді.
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	18/2 (Cryptococcus sp.)
	22Н (Rhodoturula sp.)
	20/2 (Saccharomyces sp.)


Сурет 5 – Сабуро қоректік агарында алма және алмұрт филлосферасынан бөлініп алынған ашытқылар

Түркістан, Жамбыл және Алматы облыстарының алма және алмұрт жеміс ағаштарының мүшелерінен бөлініп алынған 142 бактериялық изолятардың таксономиялық орнын классикалық микробиология әдісімен анықтау кезінде морфологиялық белгілері мен патогенділігі піспеген алмұрт жемістерінде тексеріліп, 33 изолят Erwinia sp. фитопатогені деп танылды.
Үлгілер Қазақстанның Түркістан, Жамбыл және Алматы облыстарының бақ ценоздарына фитосанитариялық мониторинг жүргізу кезінде бактериялық күйікпен зақымдану жағдайлары бұрын тіркелген бақтардағы ағаштардан алынғандықтан, іріктеліп алынған алма және алмұрт ағаштарының зақымдалған мүшелерінің үлгілерінен Erwinia sp. бактериялық күйік қоздырғышы бөлініп алынып, піспеген алмұрт жемістеріне сынау арқылы аурудың бар екені расталды (6 - сурет).
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	а)
	ә)


а - Erwinia sp. қоздырғышымен зақымдану белгілерінің пайда болуы; ә – толықтай бактериялық күйік қоздырғышымен зақымдалған үлгі.

Сурет 6 – Піспеген алмұрт жемістеріндегі E. amylovora патогенділігін тексеру сынағы

Сонымен қатар, көптеген үлгілерде Erwinia sp. және Pseudomonas sp. туысына жататын бактериялары тығыз симбиотикалық байланыста кездесетіні анықталды (7 - сурет).
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	а)
	ә)



а - Erwinia sp. және Pseudomonas sp. туысына жататын бактериялары; ә - Erwinia sp. және Pseudomonas sp. туысына жататын бактериялардың колонияларын бөліп алу.

Сурет 7 – Қоректік ортада Erwinia sp. және Pseudomonas sp. бактерия колонияларының бірлесе өсуі

Жүргізілген зерттеу жұмыстар нәтижесінде Қазақстанның Жамбыл, Түркістан және Алматы облыстарындағы бақ ценоздарының эпифиттік микрофлорасы саны жағынан да, құрамы жағынан да алуан түрлілікпен сипатталатыны анықталды. Микробтық қауымдастықтың құрылымында бактериялар саны (142 изолят) басым, ал басқа таксономиялық топтардың саны айтарлықтай төмен болғаны – саңырауқұлақтар (37 изолят), ашытқылар және ашытқы тәрізді микроорганизмдер (37 изолят) екені көрсетілді. Алма мен алмұрт ағаштарының бактериялық күйікпен зақымданған мүшелерінен (жапырақтары, бұтақтары мен жемістерінен) алынған барлық дерлік үлгілерінде Erwinia sp. және Pseudomonas sp. туысына жататын фитопатогенді бактериялары кездесті, бұл олардың арасындағы тығыз симбиотикалық қарым-қатынасын көрсетеді [225].

3.2 Коллекциялық микроорганизм штамдарының бактериялық күйік қоздырғышына қарсы ингибиторлық белсенділіктерін тексеру
Жеміс дақылдарында кездесетін бактериялық күйік қоздырғышына қарсы «Микробиология және вирусология ғылыми-өндірістік орталығы» ЖШС-нің коллекциялық микроорганизм штамдарына скрининг жүргізілді. Оның ішінде, актиномицеттердің 20, бактериялардың 17 және саңырауқұлақтардың 9 штамы зерттелді.
Скрининг нәтижесінде зерттелген 20 актиномицет штамының [226] ішінен 8-де фитопатоген қоздырғышына қарсы бактерицидтік әсері бар екені анықталды. Ең үлкен антагонистік белсенділік St. canofumeus K20/1 штамында байқалды [227], патогеннің өсуін тежеу аймағының диаметрі 21,3±0,1 мм, айқын таза аймақты сақтау мерзімі 30 күнді құрады (8 - сурет).
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	а)
	ә)


a - Erwinia sp. бактериялық газонында St. canofumeus K20/1 штамының этанол сығындысына малынған дискілері бар Петри табақшасы (Бақылау - 70%-ды этанол, Петри табақшасының ортасында орналасқан); ә – St. canofumeus K20/1 штамының этанолды сығындысы.

Сурет 8 – St. canofumeus K20/1 штамының этанолды сығындысының әсерінен Erwinia sp. бактериялық күйік қоздырғышының өсуін тежеу аймақтары

№7 (18,3±0,2 мм) және №28 (14,2±0,5 мм) нұсқаларында біршама антагонистік белсенділік байқалды. N10кж, 17T6 N1, 22Tл, KZЖ және 3/2 нұсқаларында фитопатогеннің өсуін тежеу (10,8±0,5 мм-ден 12,0±0,5 мм-ге дейін) аймақтары төмендеу екені анықталды [228]. Негізінен, бактериялық күйік қоздырғышына қарсы ингибиторлық белсенділікті Алматы облысы, Іле ауданының құмды топырақтарынан бөлініп алынған стрептомицеттер көрсетті. Басқа нұсқаларда және бақылауда (70%-ды этанол) Петри табақшасындағы селективті қоректік ортаның беткі жағында тежелу белгілерінсіз Erwinia sp. қоздырғышының өсуі байқалды (9 - сурет, 2 - кесте).
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	а
	ә
	б


а - №7, ә - №28, б - «Фитолавин» препараты. Бақылау (70%-ды этанол) Петри табақшасының ортасында орналасқан.

Сурет 9 – Актиномицет штамдарының сығындыларын қолдану кезінде бактериялық күйік қоздырғышының өсуін басу аймақтары
Кесте 2 - Erwinia sp. бактериялық күйік қоздырғышына қарсы Streptomyces sp. туысына жататын актиномицет штамдарының сығындыларының тежегіш әсері

	Штамм нөмірі
	Микроорга-низм бөлінген топырақ түрі
	Топырақ үлгісін іріктеу орны
	Erwinia sp. өсуін тежеу аймағының диаметрі, мм
	Erwinia sp. өсуін тежеу аймағының сақталу мерзімі, күн

	1
	2
	3
	4
	5

	7
	құмды
	Алматы облысы, Іле ауданы
	18,3±0,2
	23

	KZ
	тақыр тәріздес
	Алматы облысы, Бақанас ауданы
	-
	-

	K20/1
	құмды
	Алматы облысы, Іле ауданы
	21,3±0,1
	30

	К7NA
	құмды
	Алматы облысы, Бақанас ауданы
	-
	-

	28
	құмды
	Алматы облысы, Іле ауданы
	14,2±0,5
	20

	12
	шалғындық
	Қостанай облысы, Меңдіқара ауданы
	-
	-

	К7
	шалғындық
	Қостанай облысы, Меңдіқара ауданы
	-
	-

	N10 КЖ
	тақыр тәріздес
	Алматы облысы, Бақанас ауданы
	12,0±0,5
	15

	К2N3
	құмды
	Алматы облысы, Іле ауданы
	-
	-

	Т1
	тақыр тәріздес
	Алматы облысы, Бақанас ауданы
	-
	-

	Т2
	тақыр тәріздес
	Алматы облысы, Бақанас ауданы
	-
	-

	N12
	шалғындық
	Қостанай облысы, Меңдіқара ауданы
	-
	-

	N14
	шалғындық
	Қостанай облысы, Меңдіқара ауданы
	-
	-

	N22
	шалғындық
	Қостанай облысы, Меңдіқара ауданы
	-
	-

	N23
	шалғындық
	Қостанай облысы, Меңдіқара ауданы
	-
	-

	N37
	шалғындық
	Қостанай облысы, Меңдіқара ауданы
	-
	-

	22Тл
	тұзды
	Алматы облысы, Іле ауданы
	10,9±0,1
	12

	17Т6N 1
	тақыр тәріздес
	Алматы облысы, Бақанас ауданы
	11,0±0,2
	11

	KZЖ
	құмды
	Алматы облысы, Іле ауданы
	11,3±0,3
	10



2-кестенің жалғасы

	1
	2
	3
	4
	5

	3/2
	тұзды
	Алматы облысы, Іле ауданы
	10,8±0,5
	7

	Эталон «Фитолавин» (Ресей)
	-
	-
	13,5±0,3
	13

	Бақылау (70% этанол)
	-
	-
	-
	-

	Ескерту: Тежеу аймақтарының ауданы келесідей бағаланды: жолақ айналасындағы тежеу аймағы <4 мм - тежеу жоқ; тежеу аймағы 4–10 мм - әлсіз басу; тежеу аймағы 10–20 мм - белсенді басу; тежеу аймағы >20 мм - жоғары белсенді басу; шынайылығы р<0,05.



Зерттеуге алынған коллекциялық Bacillus sp. туысына жататын бактерияларының (8 штамм) скрининг нәтижесі көрсеткендей, тек Bacillus sp. Вс1 штамында ғана бактериялық күйік қоздырғышына қарсы антагонистік потенциалы бар екені анықталды [229]. Жалпы патогеннің өсуін тежеу аймағының диаметрі 2-ші тәулікте 18±0,1 мм-ді, 10-шы тәулікте 21,3±0,2 мм-ді құрады (3 - кесте, 10 - сурет).
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	Вс1
	Бақылау (стерильді қоректік орта)



Сурет 10 – Bacillus sp. Вс1 штамының Erwinia sp. қоздырғышының өсуін тежеу аймағы

Кесте 3 – Erwinia sp. бактериялық күйік қоздырғышына қарсы Bacillus sp. туысына жататын бактериялардың коллекциялық штамдарындағы антагонистік белсенділікті зерттеу нәтижелері

	Штамдардың атауы
	Патогеннің өсуінің тежеу аймағының диаметрі, (мм)

	
	2 тәулік
	3 тәулік
	5 тәулік
	10 тәулік

	1
	2
	3
	4
	5

	Bacillus subtilis 101
	0
	0
	0
	0

	Bacillus subtilis 103
	0
	0
	0
	0

	Bacillus sp. Вс1
	18±0,1
	20±0,2
	21±0,1
	21,3±0,2

	[bookmark: _GoBack]Bacillus sp. Вс2
	0
	0
	0
	0


3-кестенің жалғасы

	1
	2
	3
	4
	5

	Bacillus sp. 90
	0
	0
	0
	0

	Bacillus sp. 19
	0
	0
	0
	0

	Bacillus subtilis 24
	0
	0
	0
	0

	Bacillus sp. 21
	0
	0
	0
	0

	Ескерту: Тежеу аймақтарының ауданы келесідей бағаланды: жолақ айналасындағы тежеу аймағы <4 мм - тежеу жоқ; тежеу аймағы 4–10 мм - әлсіз басу; тежеу аймағы 10–20 мм - белсенді басу; тежеу аймағы >20 мм - жоғары белсенді басу; шынайылығы р<0,05.



Бактериялық күйік қоздырғышына қарсы коллекциялық сүтқышқылды бактерияларының белсенділігін зерттеуге алынған Lactobacillus sp. туысына жататын 9 штамының ішінен, тек 2 штамның ғана антагонистік әсері бар екені анықталды. Патогеннің өсуін тежеу аймағының диаметрі L. casei 139 және L. casei 173 штамдарында 22,7±0,2 мм-ден 27,7±0,1 мм-ге дейінгі аралықта болды (11 - сурет). Ал, L. plantarum 48, 2, 26/2, 19, 22, 53/N, 14a/A17 штамдары Erwinia sp.-ға қарсы мүлде антагонистік белсенділік танытпады.
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	а)
	ә)
	б)



а) L. casei 173; ә) L. casei 139; б - бақылау (стерильді қоректік орта).

Сурет 11 – Коллекциялық L. casei 173 және 139 сүтқышқылды бактерияларының Erwinia sp. қарсы антагонистік белсенділігі

Сүтқышқылды бактерияларымен Erwinia sp. бактериялық күйік қоздырғышының өсуін басу динамикасы талданды. Фитопатогеннің өсуінің ең жоғары тежелу аймағы L. casei 139 және 173 штамдарында екінші күннен-ақ тіркелді (4 - кесте).
10 күндік инкубациядан кейін, екі штамда да патогеннің өсуінің тежеу аймағының диаметрінің L. casei 139-да 21,3±0,1мм-ге және L. casei 173-те 26,3±0,2 мм-ге дейін шамалы төмендегені байқалды [230].

Кесте 4 – Бактериялық күйік қоздырғышына қарсы сүтқышқылды бактерияларының коллекциялық штамдарындағы антагонистік белсенділікті зерттеу нәтижелері

	Штамдардың атауы
	Патогеннің өсуінің тежеу аймағының диаметрі, (мм)

	
	2 тәулік
	3 тәулік
	5 тәулік
	10 тәулік

	L. plantarum 48
	0
	0
	0
	0

	L. plantarum 2
	0
	0
	0
	0

	L. plantarum 26/2
	0
	0
	0
	0

	L. plantarum 19
	0
	0
	0
	0

	L. plantarum 22
	0
	0
	0
	0

	L. plantarum 53/Н
	0
	0
	0
	0

	L. plantarum 14а/А17
	0
	0
	0
	0

	L. casei 139
	22,7±0,2
	22±0,2
	21,7±0,4
	21,3±0,1

	L. casei 173
	27,7±0,1
	26,6±0,1
	26,3±0,3
	26,3±0,2

	Ескерту: Тежеу аймақтарының ауданы келесідей бағаланды: жолақ айналасындағы тежеу аймағы <4 мм - тежеу жоқ; тежеу аймағы 4–10 мм - әлсіз басу; тежеу аймағы 10–20 мм - белсенді басу; тежеу аймағы >20 мм - жоғары белсенді басу; шынайылығы р<0,05.



Дақылды Петри табақшаларды бір ай бойы сақтау кезінде таза аймақта патогеннің одан әрі өсуі байқалмағанын көрсетті. Осылайша, L. casei бактерияларының қорғаныс әсері 30 күн және одан да ұзақ уақытқа созылатынын айтуға болады. Бұл сипаттама табиғи жағдайларда жеміс дақылдарын бактериялық күйіктен қорғау үшін биологиялық препараттардың құрамында осындай антагонист бактерияларды пайдалану маңызды екенін дәлелдейді.
Trichoderma sp. туысына жататын саңырауқұлақтарға скрининг жүргізу барысында 9 коллекциялық штамның ешқайсысы бактериялық күйік қоздырғышына қарсы антагонистік белсенділік көрсеткен жоқ.

3.3 Бактериялық күйік қоздырғышына қарсы антагонистік белсенділігі бар микроорганизмдердің жаңа изоляттарын іріктеу
Түркістан, Жамбыл және Алматы облыстарының бақ ценоздарының алма және алмұрт жеміс ағаштарының филлосферасынан бөлініп алынған изоляттардың (бактериялар, саңырауқұлақтар, ашытқылар) Erwinia sp. бактериялық күйік қоздырғышының өсуін басу қабілеттері тексерілді.
In vitro жағдайында агарға диффузиялық әдісті қолдану арқылы жаңадан бөлініп алынған микроорганизмдердің дақылдарына зерттеу жүргізілді.
Осы зерттеу жұмыстарының нәтижелердің негізінде Pseudomonas sp., Bacillus sp., Lactobacillus sp.және Paenibacillus sp. туысына жататын 142 бактерия изоляттарының Erwinia sp.-ға қарсы антагонистік белсенділіктері тексерілді.
Bacillus sp. туысына жататын бактериялардың 45 изолятына скрининг жүргізу барысында, кейбір изоляттарда шамалы ингибиторлық қасиеттері бар екені анықталды, бірақ патогеннің өсуін тежеу аймағының диаметрі шамамен 9±0,5 мм ғана болды.
Қоздырғыштың өсуін максималды тежеу аймағы (диаметрі - 26±0,3 мм) MB40 изолятында ғана байқалды (12 - сурет).
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Сурет 12 – MB40 бактерия изолятының Erwinia sp. қоздырғышының өсуін тежеу қабілеті

[bookmark: _Hlk163526019]Paenibacillus sp. және Pseudomonas sp. туысына жататын изоляттар бактериялық күйік қоздырғышына қарсы ингибиторлық белсенділік танытпады.
Жүргізілген зерттеулер барысында Lactobacillus sp. туысына жататын сүтқышқылды бактерияларының 16 изоляты бөлініп алынды. Олардың антагонистік белсенділіктерін тексергенде, тек бір ғана - 17М изоляты (өсуді тежеу аймағының диаметрі – 33±0,1 мм) қоздырғыштың өсуін тежей алу қабілетін көрсетті (13 - сурет).
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Сурет 13 - 17М изолятының Erwinia sp. бактериялық күйік қоздырғышының өсуін тежеу аймағы

Польша мемлекетінде бөлініп алынған 48М изолятының Қазақстанда кездесетін бактериялық күйік фитопатогеніне қарсы ингибиторлық белсенділігі бар екені анықталды. Фитопатогеннің өсуінің тежеу аймағының диаметрі 19±0,2 мм құрады (14 - сурет).
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Сурет 14 – 48М изолятының Erwinia sp. бактериялық күйік қоздырғышының өсуін тежеу аймағы

Әртүрлі таксономиялық топтағы 37 саңырауқұлақ және 37 ашытқы изоляттарына скрининг жүргізу барысында бактериялық күйік қоздырғышына қарсы белсенді изоляттар анықталған жоқ.
Осылайша, Қазақстанның оңтүстігіндегі өнеркәсіптік бау-бақша аймақтарындағы алма және алмұрт жеміс ағаштарының филлосферасынан бөлініп алынған 142 табиғи Қазақстандық изоляттардың бактериялық күйік қоздырғышына қарсы антагонистік белсенділіктерін тексеру барысында 2 бактериялық МВ40 және 17М изоляттары Erwinia sp. патогенінің көбеюін in vitro жағдайында белсенді түрде басатыны анықталды [231]. Сонымен қатар, Польша мемлекеті, Скерневице қаласындағы Ұлттық бау-бақша ғылыми-зерттеу институтының фитопатология зертханасында бөлініп алынған 48M изоляты Қазақстанда кездесетін бактериялық күйік қоздырғышына қарсы антагонистік белсенділігі бар екені анықталды. Бірақ, қоздырғыштың өсуінің тежеу аймағының диаметрі Қазақстандық изоляттарға қарағанда біршама төмен болды.
Біздің зерттеу жұмыстарының барысында бөлініп алынған антагонист бактериялардың әсер ету механизмдерін одан әрі қарай зерттеуге және жеміс дақылдарында кездесетін бактериялық күйік ауруымен күресудің кешенді биологиялық құралдарына енгізуге перспективті болып табылатыны дәлелденіп отыр.

3.4 Іріктеп алынған микроорганизм штамдарын идентификациялау
3.4.1 Іріктеп алынған белсенді изоляттардың дақылды-морфологиялық сипаттамаларын зерттеу
[bookmark: _Hlk163526142]Қазақстанның Алматы облысы Қарасай ауданында өсірілетін «Заря Алатау» алма ағашының зақымдалған жемісінің экссудатынан 1Е IMIV изоляты бөлініп алынды. Изолят СПА қоректік ортасында шырышты қабықшалы колониялары бөлініп алынып, сақталды. 1E IMIV изолятының морфологиялық және физиологиялық-биохимиялық сипаттамалары: грам - теріс, қозғалғыш, споралары жоқ таяқшалар, жасуша мөлшері 1,15-1,78 мкм, факультативті анаэробтар. Өсу үшін оңтайлы температура 27-30°C. Желатинді сұйылтады, индол, пигменттер түзілмейді, оксидаза - теріс, каталаза - оң, глюкоза, сахароза, арабиноза, фруктозаны сіңіріп, қышқыл түзеді. Манноза, рибоза, целлобиоза және мальтозаны сіңірмейді. Крахмал мен мочевинаны гидролиздемейді. Bruker Quantax75 энергия-дисперсиялық спектрометрімен жабдықталған Hitachi TM 4000 Plus электрондық сканерлеу микроскопының (үлкейткіші – х6.00к) көмегімен штамның жасушалық морфологиясы анықталды (15 - сурет).
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Сурет 15 – 1EIMIV изолятының жасушалық морфологиясы

«Заря Алатау» алма ағашының ауру белгілері байқалмаған жапырақтарынан қоректік ортаға шеттері тегіс емес, кілегей түсті бактерия колониялары бөлініп алынды. Колониялардың диаметрі 2-5 мм-ді құрады. Бірнеше рет қайталап, тазартып егу нәтижесінде MB40 изоляты алынды. МВ40 изолятының морфологиялық және физиологиялық-биохимиялық сипаттамасы: грам оң, қозғалғыш, спора түзетін таяқшалар, жасуша мөлшері 1,39-2,50 мкм. Капсула түзілмейді. Аэробтар. Өсу үшін оңтайлы температура 28-30°C. Қоршаған ортаның рН: минимум - 5,7; максимум – 8,0; оңтайлы 7,0-7,2. Глюкоза, манноза, фруктоза, рибоза, арабиноза, целлобиоза, мальтозадан қышқыл түзеді. Каталазалық белсенділігі бар. Крахмал мен мочевинаны гидролиздейді. Bruker Quantax75 энергия-дисперсиялық спектрометрімен жабдықталған Hitachi TM 4000 Plus электрондық сканерлеу микроскопының (үлкейткіші – х5.00к) көмегімен штамның жасушалық морфологиясы анықталды (16 - сурет).
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Сурет 16 – MB40 изолятының жасушалық морфологиясы

MB40 антагонист-изоляты БПА қоректік ортасында бөлініп алынып, сақталды. Микроорганизм дақылдары 28°C температурада 24 сағат бойы инкубацияланды. MB40 изолятын тереңдетілген культивациялауды сахароза-пептонды сұйық қоректік ортада (құрамы СПА қоректік ортасы сияқты, тек агар қосылмайды) 48 сағат бойы 28°C температурада, тербеліс жиілігі 180 айн/мин болатын «Biosan ES-20/60» шейкер-инкубатор құрылғысында жүргізілді.
17M изоляты 2018 жылы Қазақстанның Алматы облысында өсетін алма ағашының филлосферасынан бөлініп алынды. Микроскопиялық талдау жүргізудің нәтижесінде бактериалды жасушалардың мөлшері 1,08-1,27 мкм құрайтын тұрақты ұзындықтағы тізбектерге жиналған немесе жеке/жұп болып орналасқан ұштары дөңгеленген грам оң таяқшалар байқалды. MRS Agar қоректік ортасында изолятты инкубациялаудан кейін 48 сағат ішінде дөңгелек, тегіс, жылтыр, кілегейлі түсті колониялар түзді. Колониялардың ортасы сәл жоғары көтеріңкі, жұмсақ, шырышты және талшықты болды. Факультативті анаэробтар. Сүтқышқылды бактериялардың өсуі үшін оңтайлы температура 35-37°С және ортаның рН 5,4-6,4 құрайды. Арабиноза, рибоза, целлобиоза, галактоза, глюкоза, рафиноза, мальтоза, мелибиоза, сахароза, лактоза, сорбит, маннит және маннозадан қышқыл түзеді. 17M изоляты сүтті тез ұйытады; казеинді ыдыратпайды. Желатинді сұйылтпайды, күкіртсутек пен индол түзбейді. Оның каталазалық және оксидазалық белсенділігі жоқ. Bruker Quantax75 энергия-дисперсиялық спектрометрімен жабдықталған Hitachi TM 4000 Plus электрондық сканерлеу микроскопының (үлкейткіші - х10.0к) көмегімен штамның жасушалық морфологиясы анықталды (17 - сурет).
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Сурет 17 – 17М изолятының жасушалық морфологиясы

Сүтқышқылды 17М изоляты MRS қоректік ортасында бөлініп алынды және сақталды, 37°C температурада 48 сағат бойы инкубацияланды. 17M изолятының тереңдетілген культивациялау MRS Broth сұйық қоректік ортада 37°C температурада, тербеліс жиілігі 180 айн/мин болатын «Biosan ES-20/60» шейкер-инкубаторында 5 күн бойы ферментацияланды.
Ұлттық бау-бақша ғылыми-зерттеу институтының «Фитопатология» зертханасында (Скерневице қаласы, Польша мемлекеті) алма ағашының жапырақтарынан қоректік ортаға жиектері сәл ойыс сары бактерия колониялары бөлініп алынды. Колониялардың диаметрі 4,0-5,0 мкм құрады. Бірнеше рет тазартып егу өту нәтижесінде 48М изоляты алынды. 48М изолятының морфологиялық және физиологиялық-биохимиялық сипаттамасы: спора түзбейтін, бірақ каталаза түзетін және көміртегі көзі ретінде глюкоза, маннит және сахарозаны қолдануға қабілетті грам - теріс перитрихты қозғалғыш талшықтары бар, ойыс орталықтары бар сары пигментті колонияларды құрайды. Аэробтар. Өсу үшін оңтайлы температура 28-30°C. Қоршаған ортаның рН: минимум - 5,7; максимум – 8,0; оңтайлы 7,0-7,2. Нитратты нитритке дейін денитрификациялайды, крахмалды гидролиздейді.
48M антагонист-изоляты ұзақ мерзімге NAG қоректік ортасында сақталды. Дақылдар 28°C температурада 24 сағат бойы инкубацияланды. 48М изолятының тереңдетілген культивациялау сұйық сахароза-пептонды қоректік ортада (құрамы СПА қоректік ортасы сияқты, тек агар қосылмаған) 48 сағат бойы 28°C температурада, тербеліс жиілігі 180 айн/мин болатын «Biosan ES-20/60» шейкер-инкубаторында жүзеге асты.

3.4.2 Молекулярлық-генетикалық әдіспен іріктеп алынған изоляттардың түрлерін идентификациялау
Зерттелетін патоген жеміс дақылдарының бактериялық күйік қоздырғышы болғандықтан, Erwinia sp. туысына жатады деп анықталған жаңадан бөлініп алынған 5 изолят және антагонист бактериялардың 3 изоляты (Bacillus sp. MB40, Lactobacillus sp. 17M, Pantoea sp. 48M) молекулярлық-генетикалық талдауға алынды. Бұл антагонист изоляттар алдыңғы скринингтік зерттеу жұмыстарында бактериялық күйік қоздырғышына қарсы максималды тежеу белсенділіктерін көрсеткен.
Микроорганизмдердің молекулярлық-генетикалық идентификациясы 16S рРНҚ генінің фрагментінің тікелей нуклеотидтер тізбегін анықтау арқылы жүзеге асты, содан кейін оларды халықаралық GenBank дерекқорында (NCBI, АҚШ) депонирленген референттік штамдардың 16S рРНҚ гендік тізбектерімен салыстыру, сондай-ақ филогенетикалық ағаштарды құру жұмыстары жүргізілді.
Зерттелетін штамдардың таксономиялық тиістілігін дәл анықтау үшін түрге тән праймерлер көмегімен идентификациялау әдісі қолданылды.
Оңтүстік және Оңтүстік-Шығыс Қазақстандағы бақша ценоздарына зерттеу жүргізу кезінде бөлініп алынған, классикалық әдістермен Erwinia sp. ретінде анықталған бактериялық күйік қоздырғышының изоляттарына молекулалық-генетикалық идентификациялау жүргізілді.
Жүргізілген филогенетикалық талдау нәтижесінде патоген деп анықталған табиғи 1E IMIV изоляты E. amylovora түріне жататын референтті штамымен бір кластерде орналасқанын көрсетті (18 - сурет).
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« 1E IMIV» белгісімен – анықталатын изолят белгіленді.

Сурет 18 – 16S рРНҚ генінің фрагментінің нуклеотидтер тізбегін талдау негізіндегі 1E IMIV табиғи изолятының филогенетикалық орны

1E IMIV изолятының гомологиялық дәрежесі ең жақын орналасқан E. amylovora BC228 штамымен 99%-ды құрады. Осыған сүйене отырып, изолят E. amylovora түріне жататыны анықталды.
Антагонист MB40 изолятының 16S рРНҚ генінің тікелей нуклеотидтер тізбегін анықтау арқылы талдау жүргізілді. Изоляттың ең жақын орналасқан B. amyloliquefaciens MPA 1034 штамымен гомологиялық дәрежесі 99%-ды құрады. Осының негізінде зерттеуге алынған изолят B. amyloliquefaciens түріне жатады деген қорытынды жасалды (19 - сурет).
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« МВ40» белгісімен – анықталатын изолят белгіленді.

Сурет 19 - 16S рРНҚ генінің фрагментінің нуклеотидтер тізбегін талдау негізінде MB40 табиғи изолятының филогенетикалық орналасуы

17M антагонист-изолятының 16S рРНҚ генінің фрагментінің нуклеотидтер тізбегіне филогенетикалық талдау жасалынды. Деректер нәтижесінде 17M изоляты L. plantarum түріне жататын эталондық штамымен бір кластерде орналасқанын көрсетеді (20 - сурет).
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«♦ М17» белгісімен – анықталатын изолят белгіленді.

Сурет 20 - 16S рРНҚ генінің фрагментінің нуклеотидтер тізбегін талдау негізінде құрылған 17М табиғи изоляттың филогенетикалық ағашта орналасуы

17М табиғи антагонист-изолятының L. plantarum CIP 103151 штамымен гомологиялық дәрежесі 99,83%-ды құрады. Осыған сүйене отырып, изолят L. plantarum түріне жататыны белгілі болды.
Жүргізілген талдаулар нәтижесінде 48М антагонист-изолятының 16S рРНҚ генінің фрагментінің нуклеотидтер тізбегін пайдаланыла отырып филогенетикалық талдау жүргізілді.
Филогенетикалық талдау жасалған 48M табиғи изоляты P. agglomerans түріне жататын эталондық штамымен бір кластерде орналасқанын көрсетті (21 - сурет).
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«♦ 48М» белгісімен – анықталатын изолят белгіленді.

Сурет 21 - 16S рРНҚ генінің фрагментінің нуклеотидтер тізбегін талдау негізінде 48М табиғи изолятының филогенетикалық ағашта орналасу орны

P. agglomerans DSM 3493 штамымен 48М изолятының гомологиялық дәрежесі 100%-ды құрады. Осының негізінде классикалық микробиологиялық әдістермен 48М деп анықталған изолят P. agglomerans түріне жатады деген қорытынды жасалды [232].
Қорыта келе, Қазақстанның оңтүстігіндегі өнеркәсіптік бау-бақша зоналарындағы алма және алмұрт жеміс ағаштарының филлосферасынан бөлініп алынған бактериялық күйік қоздырғышын, сондай-ақ антагонист бактерия изоляттарына молекулярлық-генетикалық талдау жүргізу нәтижесінде олардың таксономиялық орындары нақтыланды. Патоген деп іріктеп алынған 5 изоляттың тек 2-і (1E IMIV және 5E) E. amylovora түріне тиесілі екендігі анықталды. Қалған изоляттар Gluconobacter cerinus, Paenibacillus peoriae және P. ficuserectae түрлеріне жатқызылды.
Жүргізілген филогенетикалық талдаудың нәтижесінде MВ40 табиғи-антагонист изоляты B. amyloliquefaciens түріне жататындығы, 17М сүтқышқылды бактерия изоляты L. plantarum ретінде анықталғаны, сонымен қатар Польша мемлекетінде бөлініп алынған 48М изоляты P. agglomerans түріне жататыны нақтыланды.

3.5 Ультракүлгін сәулелер арқылы жеміс дақылдарының бактериялық күйік қоздырғышына қарсы антагонист-мутант штамдарын алу және олардың антагонистік белсенділіктерін тексеру
Ультракүлгін сәулелердің антагонистік белсенділікке әсерін бағалау үшін алма жеміс ағашының филлосферасынан бөлініп алынған және Астана қаласындағы «Республикалық микроорганизмдер коллекциясында» сақталған бастапқы – B. amyloliquefaciens және мутант – B. amyloliquefaciens MB40, сондай-ақ L. plantarum 17M антагонист-бактерия штамдары таңдалды.
Зертхана жағдайында мутагенезді антагонист бактериялардың әртүрлі уақыт экспозицияларында сәулелену жиілігін пайдаланып, E. amylovora бактериялық күйік қоздырғышына қарсы ингибиторлық белсенділіктері тексерілді [233].
Зерттеулер нәтижесінде мутагеннің (ультракүлгін сәулелердің) әсер ету уақытына (15, 30, 35 және 40 минут) байланысты B. amyloliquefaciens және мутант МВ40 дақылының тіршілік ету деңгейі өзгеретіні анықталды. УК-сәулесінің әсер ету уақытының 40 минутқа дейін ұлғаюымен барлық эксперименттік нұсқаларда тірі қалған колонияларының саны 9,6±05-ден 5±1,1-ге КТБ/мл дейін төмендеді. Ал бақылауда (сәулеленусіз) антагонист бактерия дақылы Петри табақшасының бүкіл беткі жағын алып өсті (22, 23 - суреттер).



Сурет 22 - B. amyloliquefaciens бактерия штамының (бастапқы штамм) ультракүлгін сәулеленуден кейінгі тірі қалу деңгейі



Сурет 23 - Қайта ультракүлгін сәулеленуден кейін B. amyloliquefaciens МВ40 мутант штамының колонияларының тірі қалу деңгейі

Бастапқы антагонист, УК сәулесімен бір реттік және қайта сәулелендіруден кейінгі штамдардың морфологиялық сипаттамаларын зерттеу барысында, мутагенезге дейін B. amyloliquefaciens дақылының жиектері біркелкі емес кедір-бұдырлы, күңгірт, ақшыл-сұр немесе ашық сары түсті дөңгелек пішінді, консистенциясы тығыз болып келетін колониялар түзген (24 - сурет).
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	А (мутацияға дейін)
	Ә (мутациядан кейін)



Сурет 24 - Ультракүлгін сәулелермен сәулелендіруден кейін БПА қоректік ортада B. amyloliquefaciens бактериясының колонияларының өсуі
Ультракүлгін сәулелерімен бір реттік сәулелендіруден кейін антагонист-бактерия дақылының бастапқы штамымен салыстырғанда морфологиялық сипаттамалары аздап өзгерді. Мутант штамының колониялары жалпақ, қатпарлы, шеттері біркелкі емес, толқынды, пішіні дұрыс емес. Колониялардың түсі ашық сұр, консистенция тығыздығы орташа болды.
Бірақ, B. amyloliquefaciens MB40 мутант штамын қайта сәулелендіру кезінде (40 минуттық экспозициядан кейін) колониялардың төрт түрі бөлініп алынды, олар морфологиясы бойынша бастапқы аталық штамнан айтарлықтай ерекшеленді [234].
Төмендегі кесте деректерінің нәтижелерінен көріп отырғанымыздай, мутант штамның морфологиялық өзгергіштігі әртүрлі болып келгенін байқауға болады (5 - кесте).

Кесте 5 – Ультракүлгін сәулесімен қайта сәулелендіруден кейінгі B. amyloliquefaciens MB40 бактериясының колонияларының түрлері

	Колониялардың сипаттамасы
	Колониялардың суреттері

	1 Колония кілегейлі-сұр түсті, жиектері түйіршіктелген, сәл толқынды, ортасы жоғарыға көтерілген, қатпарлы, ортасынан білікше түрінде шеңберлерге созылған.
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	2 Дерлік ашық кілегей түсті, жиектері толқынды, ойық, ортасы көтерілген, тостаған тәрізді, пішіні гүлге ұқсайды, консистенциясы тығыз болып келеді.
	[image: C:\Users\User\Desktop\мутанты\20190201_153022.jpg]

	3 Ашық сары түсті, дөңгелектелген, жиектері толқын тәрізді көтерілген, ортасынан қысылған қатпарлы толқындармен созылған, тығыз консистенциялы.
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	4 Басында ашық дерлік ақ, содан кейін сұрғылт, дөңгелектенген, көтерілген, сәл толқынды жиектері бар табақша тәрізді болды.
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L. plantarum 17M антагонист бактериясын ультракүлгін сәуле астында әртүрлі уақыт экспозицияларымен сәулелендіру дәл жоғарыда B. amyloliquefaciens штамына жүргізілген зерттеу жұмыстары сияқты орындалды.
Зерттеу нәтижелері көрсеткендей, L. plantarum 17M дақылының тірі қалған колонияларының УК-сәулелерімен 40 минут бойы сәулеленген кезде ең аз саны 3±1,4 х 105 КТБ/мл байқалды. Бақылауда бұл көрсеткіш 12±2,9 х 105 КТБ/мл болды. 40 минуттық экспозициядан кейін тірі қалған колониялар мүлде болмады (25 - сурет).



Сурет 25 - L. plantarum 17М антагонист-бактериясының жасанды мутагенезден кейін тірі қалған колониялар саны

L. plantarum 17M сүтқышқылды бактериясының мутант штамдарының морфологиялық сипаттамаларын зерттеу барысында, колониялардың бастапқы пішіндерімен салыстырғанда ешқандай өзгерістер байқалмады, олар тек мөлшері жағынан сәл үлкенірек болды.
Зерттеу жұмыстарының нәтижесінде, E. amylovora бактериялық күйік қоздырғышына қарсы ультракүлгін сәулесімен бірінші реттік сәулелендіруден кейін B. amyloliquefaciens бактериясының антагонистік белсенділігінің аймағы айтарлықтай жоғарылағаны анықталды (6 - кесте). Бір реттік сәулелендіруден кейін алынған мутант штам қоздырғыштың өсуін тежеу қабілеті сәулелендіру уақытына байланысты өзгергенін көруге болады. 40 минут бойы сәулелендіру нұсқасында қоздырғыштың өсуін тежеудің ең үлкен аймағы 56,6±0,2 мм СПА және 59,6±0,5 мм БПА қоректік орталарында байқалды, ал бақылауда (сәулелендіру жүргізілмеген бастапқы штамда) бұл көрсеткіш төмен 20,3±0,6 мм және 21,6±0,1 мм болды [235].

Кесте 6 – B. amyloliquefaciens МВ40 штамының E. amylovora бактериялық күйік қоздырғышына қарсы антагонистік белсенділігі

	Экспозиция уақыты, мин
	Әртүрлі қоректік ортадағы патогеннің өсуін тежеу аймақтары, мм

	
	1-реттік сәулелендіру

	
	СПА
	БПА

	15
	22,6±0,1
	22,6±2,1

	30
	25,3±0,5
	27,0±2,6

	35
	33,0±0,6
	40,6±0,6

	40
	56,6±0,2
	59,6±0,5

	Бақылау (сәулелендірусіз бастапқы штамм)
	20,3±0,6
	21,6±0,1

	Ескерту: Тежеу аймақтарының ауданы келесідей бағаланды: жолақ айналасындағы тежеу аймағы <4 мм - тежеу жоқ; тежеу аймағы 4–10 мм - әлсіз басу; тежеу аймағы 10–20 мм - белсенді басу; тежеу аймағы >20 мм - жоғары белсенді басу; шынайылығы р<0,05.



B. amyloliquefaciens MB40 бактериясының мутант штамын қайта сәулелендіруден кейін колониялардың жаңа түрлері алынғанына байланысты, олардың E. amylovora бактериялық күйік қоздырғышына қарсы антагонистік белсенділігі бағаланды. Талдау нәтижелері B. amyloliquefaciens бактериясының мутант колонияларының барлық 4 типінде де E. amylovora қоздырғышының өсуін тежеу аймағының күрт төмендегенін көрсетті (7 - кесте).

Кесте 7 - B. amyloliquefaciens MB40 мутант штамын қайта сәулелендіруден кейін алынған төрт типті колониялардың антагонистік белсенділіктерін сынау нәтижелері

	Колония түрлері
	Тежеу аймақтары, мм

	
	СПА
	БПА

	1
	17,5±0,1
	18,0±0,4

	2
	20,8±0,5
	22,3±0,2

	3
	19,2±0,2
	19,7±0,1

	4
	14,8±0,3
	15,6±0,5

	Бақылау (бастапқы штамм)
	24,2±0,2
	22,8±0,1

	Ескерту: Тежеу аймақтарының ауданы келесідей бағаланды: жолақ айналасындағы тежеу аймағы <4 мм - тежеу жоқ; тежеу аймағы 4–10 мм - әлсіз басу; тежеу аймағы 10–20 мм - белсенді басу; тежеу аймағы >20 мм - жоғары белсенді басу; шынайылығы р<0,05.



Жоғарыдағы келтірілген кесте деректерінде, B. amyloliquefaciens әртүрлі мутант штамдарының антагонистік белсенділігі СПА (14,8±0,3 мм-ден 20,8±0,5 мм-ге дейін) және БПА (15,6±0,5 мм-ден 22,3±0,2 мм-ге дейін) қоректік орталарында төмендегенін көрсетеді. Қоректік ортаға байланысты шамалы ауытқулар бар, бірақ қайта сәулелендіру кезінде антагонист-бактерияның белсенділігі төмендеп, бастапқы штамм деңгейінен төмен екенін байқауға болады.
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а) бақылау (су), ә) сәулелендіруге дейін, б) сәулелендіруден кейін, в) қайта сәулелендіруден кейін 3-ші типі колониясы.

Сурет 26 – Ультракүлгін сәулесінің B. amyloliquefaciens MB40 штамының антагонистік белсенділігіне әсері (E. amylovora қоздырғышының өсуін басу аймақтары)

26-шы суреттен ультракүлгін сәулесі әсерінен B. amyloliquefaciens MB40 антагонист бактерияның ингибиторлық белсенділігінің жоғарылағанын көруге болады. Ал, мутант штамға қайта сәулелендіру жүргізу нәтижесінде кері мутация (геномның бастапқы күйіне оралуы), штамның өзінің белсенді өсуі және антагонистік белсенділіктің төмендеуі есебінен қалыпты жалған-жабайы фенотипінің қалпына келуі байқалды.
Зерттеу жұмыстарының барысында алынған сипаттамалардың кері өзгеруі туралы деректер әдебиеттегі деректермен расталады. Бірқатар зерттеушілер ревертант деп аталатындардың пайда болуына әкелетін мұндай кері мутациялар (реверсиялар) полинуклеотидті тізбектерде болатынын анықтаған.
Осылайша, B. amyloliquefaciens бактерия штамының ультракүлгін сәуле көмегімен мақсатты мутагенез жүргізу нәтижесінде E. amylovora бактериялық күйік қоздырғышына қарсы белсенді B. amyloliquefaciens MB40 штамы алынды, ол антагонистік белсенділігі бойынша бастапқы штамынан 2,8 есеге белсенді екені анықталды. Мутант штамның ультракүлгін сәулесі арқылы қайта сәулелендіру реверсияға және оның ингибиторлық белсенділігінің төмендеуіне әкелді. Бұл кезде антагонист колониясының өзінің белсенді өсуі байқалды.
L. plantarum 17M штамына мутагенез жүргізу кезінде антагонист-бактерияның тірі қалған колонияларының саны болды. Бірақ мутагендік әсерден кейін колониялардың антагонистік белсенділігіне ешқандай әсері байқалған жоқ. Қоздырғыштың өсуін тежеу аймағы мутагенез жүргізілмеген бастапқы аталық штамның нұсқасымен бір деңгейде болды.
Іріктеп алынған L. plantarum 17M мутант штамының бактериялық күйік қоздырғышына қарсы антагонистік белсенділігіне скрининг жүргізу жұмыстары оң нәтиже бермеді.
Жоғарыда айтылғандай, B. amyloliquefaciens MB40 бактериясы негізіндегі биологиялық өнімді одан әрі дамыту үшін, антагонистік белсенділігін арттыру үшін тек бастапқы штамды ультракүлгін сәулесімен бір реттік сәулелендіруді пайдаланып мутагенез жүргізіп тұру қажет.
Мутагенез арқылы алынған, жоғары тежеу белсенділігі бар B. amyloliquefaciens MB40 мутант штамы зертханалық жағдайда піспеген алмұрт жемістерінде және далалық жағдайдағы модельдік бұтақтарда тексерілді.
Бактериялық күйік қоздырғышын жұқтырған және 1:2 қатынаста сұйылтылған антагонист штамның дақылдық сұйықтығымен өңделген піспеген алмұрт жемістерінде инкубацияның 7-ші күні экссудат пайда болған жоқ. Бұл ретте, бақылау ретінде тек E. amylovora қоздырғышымен зақымдалған піспеген алмұрт жемістерінде 48 сағат инкубациядан кейін аурудың ерекше симптомдары пайда болды, инемен инъекция жүргізген орындарында бактериялық күйік тіркелді  және толық жеміс түсінің қараюы, кейінірек сүтті-қоңыр экссудат пайда болғанын байқауға болады. Бақылау ретінде тек стерильді қоректік ортамен өңделген піспеген алмұрт жемістері алынды (27 - сурет).
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Сурет 27 - B. amyloliquefaciens МВ40 антагонист штамның зертханалық жағдайда алмұрттың бактериялық күйік қоздырғышына қарсы тиімділігі
Жоғарыда алынған нәтижелерді қорыта келе, антагонист B. amyloliquefaciens MB40 мутант штамының 1:2 қатынаста сұйылтылған және бастапқы таза дақылдық сұйықтығы E. amylovora бактериялық күйік қоздырғышын басуға қабілеті бар екені дәлелденді.
[bookmark: _Hlk163527090]Диссертациялық жұмыстың келесі кезеңі дақылдық сұйықтықтардың құрамдағы метаболиттерді анықтау және белсенді антагонистер үшін қолайлы өсіру жағдайларын таңдау, сондай-ақ жеміс дақылдарында кездесетін бактериялық күйік қоздырғышына қарсы сынау үшін, олардың негізіндегі биологиялық өнімнің зертханалық үлгісін алу болды.

3.6 E. amylovora-ға қарсы антагонист штамдардың метаболиттерінің ингибиторлық белсенділігін зерттеу
E. amylovora патогеніне қарсы ингибиторлық әсері бар, іріктеп алынған антагонист бактериялардың метаболиттерін анықтау мақсатында газ-сұйық хроматографы көмегімен бірқатар биохимиялық зерттеу жұмыстары жүргізілді.
Хроматографиялық талдау жұмыстары нәтижесінде B. amyloliquefaciens MB40 штамының дақылдық сұйықтығындағы негізгі метаболиттер - 2,3-бутандион және ацетоин екені анықталды. Дақылды ферментациялау барысында алғашқы күннен бастап қалыптасады және 2,3-бутандионның мөлшері 34,4±0,6% және ацетоинның мөлшері 53,7±0,8%-ды құрайды. B. amyloliquefaciens MB40 дақылдық сұйықтығында 2,3-бутандион мен ацетоиннен басқа: 2-метил-3-пентанол, 2-гидрокси-3-пентанон және құрамдық пайызы жағынан төмен басқа да қосылыстар анықталды (28 - сурет).
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Белгіленген шыңдар: 3,51 мин – 2,3-бутандион; 7,64 мин - ацетоин; 8,39 мин – 2-метил-3-пентанол; 8,59 мин – 2-гидрокси-3-пентанон; 8,82 мин – метил ɑ-метилацетат; 11,28 мин - пропан қышқылы, 2-метил: 12,53 мин - бутан қышқылы, 3-метил.

Сурет 28 - B. amyloliquefaciens MB40 штамының дақылдық сұйықтығында бөлінетін заттардың хроматограммасы
Кесте 8 - B. amyloliquefaciens MB40 штамының дақылдық сұйықтығындағы анықталған метаболиттер

	Қосылыстар саны
	Анықталған уақыты, мин
	Қосылыстар түрі
	Пайыздық құрамы, %

	1
	3.51
	2,3-Butanedione
	34,4±0,6

	2
	7.64
	Acetoin
	53,7±0,8

	3
	8.39
	2-methyl-3-pentanol
	2,1±0,5

	4
	8.59
	2-hydroxy-3-pentanone
	1,2±0,3

	5
	8.83
	Methyl α-methylacetoacetate
	0,4±0,2

	6
	11.28
	Propanoic acid, 2-methyl
	0,5±0,1

	7
	12.53
	Butanoic acid, 3-methyl
	0,8±0,2

	Ескерту: шынайылығы р<0,05.



Ацетоин мен 2,3-бутандионның E. amylovora қоздырғышына қарсы ықтимал тежеу белсенділігі зерттелді. Ацетоиннің әртүрлі концентрациясы E. amylovora қарсы антагонистік белсенділік танытпады. Алайда, этанолмен әртүрлі концентрацияларда ерітілген 2,3-бутандион - патогеннің өсуін өте тимді тежей алу қабілеті анықталды. E. amylovora қоздырғышының өсуінің айтарлықтай тежелуі 2,3-бутандионды 50% (A), 25% (B), 10% (C) және 5% (D) концентрацияларын қолданған кезде байқалды. Патогеннің өсуін тежеу диаметрі 2,3-бутандионның 50% - 37,3±0,5 мм, 25% - 34,6±0,1 мм, 10% - 33,0±0,6 мм және 5% - 11,0± 0,3 мм құрады (29 - сурет) [236].
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А) 50%, Ә) 25%, Б) 10%, В) 5%, (сол жақтағы ұңғымада – бақылау).

Сурет 29 – 2,3-бутандионды әртүрлі концентрацияларда қолданғанда E. amylovora өсуінің тежеу аймақтары
B. amyloliquefaciens бактериясындағы анықталған ацетоин мен 2,3-бутандионның синтезі туралы әдебиеттерге шолу жасаған кезде бұрыннан белгілі екені атап өтілген [237, 238]. Зерттеу жұмыстарының нәтижесінде бұл штам ацетоиннің потенциалды өнеркәсіптік өндірушісі ретінде ұсынылып отыр. B. amyloliquefaciens MB40 штамының дақылдық сұйықтығының құрамында көп мөлшерде шыққан ацетоин E. amylovora қоздырғышына қарсы ингибиторлық белсенділігін анықтайтын компоненттерінің бірі болуы мүмкін.
Осылайша, E. amylovora бактериялық күйік қоздырғышымен күресу үшін биологиялық бақылау агенті ретінде B. amyloliquefaciens MB40 штамында анықталған ацетоин мен 2,3-бутандион өндіруге үлкен потенциалы бар механизмдердің біріне негізделгенін байқауға болады.
Бактериялық күйік қоздырғышына қарсы тағы бір белсенді антагонист – L. plantarum 17M сүтқышқылды бактериясы. CG-MS-SPME әдісін қолдана отырып, антагонист штамының дақылдық сұйықтығындағы метаболиттері анықталды. Көп мөлшерде кездесетін негізгі метаболит - сірке қышқылы екені белгілі болды (9 - кесте).

Кесте 9 - CG-MS-SPME әдісі арқылы L. plantarum 17M штамының дақылдық сұйықтығындағы анықталған метаболиттер

	Қосылыстар саны
	Анықталған уақыты, мин
	Қосылыстар түрі
	Пайыздық құрамы, %

	1
	3.03
	2,3-Butanedione
	14,84±0,1

	2
	4.90
	1-Butanol
	1,65±0,2

	3
	5.71
	1-Butanol, 3-methyl-
	1,09±0,3

	5
	6.34
	3-Buten-1-ol, 3-methyl-
	1,36±0,1

	6
	6.93
	Acetoin
	4,30±0,2

	8
	8.87
	Acetic acid
	53,20±0,3

	9
	10.21
	Propanoic acid
	2,28±0,5

	10
	10.58
	Propanoic acid, 2-methyl-
	1,41±0,2

	12
	11.31
	Butanoic acid
	1,30±0,1

	13
	11.81
	Butanoic acid, 3-methyl-
	1,10±0,3

	14
	12.60
	Pentanoic acid
	0,10±0,2

	15
	13.34
	Pentanoic acid, 4-methyl-
	0,23±0,1

	19
	14.89
	Hexanoic acid, 2-ethyl-
	0,06±0,5

	20
	14.93
	Heptanoic acid
	0,19±0,3

	21
	16.02
	Octanoic acid
	0,11±0,2

	22
	17.04
	Nonanoic acid
	0,17±0,1

	23
	17.45
	L-Lactic acid
	16,30±0,2

	24
	19.60
	Benzoic acid
	0,31±0,4

	Ескерту: шынайылығы р<0,05.



Жоғарыдағы кестедегі нәтижелерді көріп отырғанымыздай, L. plantarum 17M штамының дақылдық сұйықтығында бактериялық күйік қоздырғышының өсуін басуға қабілетті негізгі метаболит - сірке қышқылы болуы мүмкін, оның жалпы мөлшері 53,20±0,3% құрады. Ал, тағы да анықталған сүт қышқылының пайыздық құрамы (16,30±0,2%) сірке қышқылына қарағанда біршама төмендеу болды. Үшінші анықталған метаболит - 2,3-бутандион. Оның дақылдық сұйықтықтағы мөлшері 14,84±0,1%-ды құрады [239, 240].
L. plantarum 17M штамының дақылдық сұйықтығы және оның құрамында пайыздық үлесі жоғары қосылыстардың әртүрлі концентрациясы жеміс дақылдарында кездесетін бактериялық күйік қоздырғышына қарсы сыналды. E. amylovora қоздырғышының өсуін өте жақсы тежей алу қабілеті, зерттелген L. plantarum 17M штамының және дақылдық сұйықтығының құрамындағы қосылыстардың 50% концентрациясында байқалатынын көрсетті (10 - кесте).

Кесте 10 - L. plantarum 17M штамының, 2,3-бутандионның, сірке және сүт қышқылының әртүрлі концентрацияларында E. amylovora-ға қарсы антагонистік белсенділігі

	Концентрациясы, %
	Патогеннің өсуін тежеу аймақтары, мм

	
	Сірке қышқылы
	Сүт қышқылы
	2,3-бутандион
	L. plantarum 17М

	50
	82,7±0,5
	60,8±0,4
	38,3±0,2
	33,0±0,3

	30
	69,9±0,4
	55,3±0,1
	31,6±0,1
	26,5±0,2

	10
	51,2±0,2
	43,6±0,2
	35,3±0,2
	22,4±0,1

	5
	30,4±0,3
	28,9±0,7
	14,3±0,3
	10,0±0,1

	1
	11,6±0,5
	10,3±0,5
	7,5±0,1
	6,1±0,1

	Ескерту: Тежеу аймақтарының ауданы келесідей бағаланды: жолақ айналасындағы тежеу аймағы <4 мм - тежеу жоқ; тежеу аймағы 4–10 мм - әлсіз басу; тежеу аймағы 10–20 мм - белсенді басу; тежеу аймағы >20 мм - жоғары белсенді басу, шынайылығы р<0,05.



L. plantarum 17M штамының, сірке, сүт қышқылдары және 2,3-бутандионның 50% концентрациядағы дақылдық сұйықтығының патогеннің өсуін тежеу аймақтары тиісінше 33,0±0,3 мм, 82,7±0,5 мм, 60,8±0,4 мм және 38,3±0,2 мм болды. Сұйылтулардың жоғарылауымен E. amylovora-ға қарсы ингибиторлық қабілеттері төмендей берді. Минималды 1% концентрациясы кезінде E. amylovora қоздырғышының өсуін тежеу аймақтары L. plantarum 17M нұсқасында - 6,1±0,1 мм, сірке қышқылында - 11,6±0,5 мм, сүт қышқылында - 10,3±0,5 мм, 2,3-бутандионда -7,5±0,1 мм құрады [241].
Қорытындылай келе, L. plantarum 17M штамының негізгі метаболиттері болып табылатын 2,3-бутандион, сірке және сүт қышқылдары E. amylovora қоздырғышының өсуіне кедергі келтіретіні анықталды, сонымен қатар, ең жоғары антагонистік белсенділік сірке және сүт қышқылы бар нұсқаларында байқалды (30, 31 - суреттер).
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Сурет 30 - Сірке қышқылының E. amylovora қоздырғышына қарсы антагонистік белсенділігі
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Сурет 31 - Сүт қышқылының E. amylovora қоздырғышына қарсы антагонистік белсенділігі

3.7 Белсенді антагонист штамдарына қолайлы өсіру жағдайларын таңдау және олардың негізінде жеміс дақылдарының бактериялық күйігіне қарсы сынау үшін биологиялық өнімнің зертханалық үлгісін алу
Эксперименталды түрде мутация жүргізу әртүрлі биологиялық әсерлері бар химиялық қосылыстар мен биологиялық белсенді заттарды синтездеуге қабілетті, жоғары өнімді штамдарды құрудың шексіз мүмкіндіктері ашылады және оларды биотехнология саласында қолдану үшін жаңа заттардың потенциалды көзі ретінде қарастыруға болады.
Физикалық мутагендік факторлардың антагонистік белсенділікке әсерін зерттеу мақсатында жүргізілген зерттеулер барысында патогеннің өсуін ең жоғары тежеу белсенділігі бар B. amyloliquefaciens MB40 бактериялық штамы іріктеліп алынды.
Белсенді антагонистерді өсіру үшін қолайлы жағдайларды таңдау және олардың негізінде жеміс ағаштарының бактериялық күйігіне қарсы сынау үшін биологиялық өнімнің зертханалық үлгісін алу бойынша зерттеу жұмыстары жүргізілді [242]. Төменде келтірілген кесте нәтижелерден көрініп тұрғандай, B. amyloliquefaciens MB40 штамының бактериялық күйік қоздырғышының өсуін тежеу қабілетінің ең жоғары аймағы (33±0,1 мм) құрамында 13 г NB сорпалы қоректік ортасы + 20 г сахарозасы бар нұсқасында байқалды (11 - кесте). 13 г NB сорпалы қоректік ортасы + 20 г фруктоза және 5г пептон + 20 г сахарозасы бар нұсқаларында сәл төмендеу болды (28,0±0,5 және 26,5±0,1 мм). Басқа нұсқаларда E. amylovora қоздырғышының тежеу аймақтары шамалы ғана болғаны анықталды. Құрамында 5 г пептон + 20 г глюкозасы бар қоректік ортаны пайдаланған кезде бактериялық күйік қоздырғышын басу аймақтары мүлдем жоқ болғаны байқалды.

Кесте 11 - B. amyloliquefaciens MB40 бактериясының E. amylovora қарсы ингибиторлық белсенділігіне әртүрлі қоректік орталар мен қанттардың композицияларының әсерін зерттеу нәтижелері

	Тәжірибе нұсқалары
	Патогенді тежеу аймағы, мм

	5 г пептон + 20 г сахароза
	26,5±0,1

	Бақылау (стерильді қоректік орта)
	Толықтай қоздырғыштың өсуі

	5 г пептон + 20 г фруктоза
	12±0,5

	Бақылау (стерильді қоректік орта)
	Толықтай қоздырғыштың өсуі

	5 г пептон + 20 г глюкоза
	0

	Бақылау (стерильді қоректік орта)
	Толықтай қоздырғыштың өсуі

	13 г NB сорпалы қоректік ортасы + 20 г сахароза
	33±0,1

	Бақылау (стерильді қоректік орта)
	Толықтай қоздырғыштың өсуі

	13 г NB сорпалы қоректік ортасы + 20 г фруктоза
	28,0±0,5

	Бақылау (стерильді қоректік орта)
	Толықтай қоздырғыштың өсуі

	13 г NB сорпалы қоректік ортасы + 20 г глюкоза
	0,55±0,03

	Бақылау (стерильді қоректік орта)
	Толықтай қоздырғыштың өсуі

	Ескерту: шынайылығы р<0,05. Тежеу аймақтарының ауданы келесідей бағаланды: жолақ айналасындағы тежеу аймағы <4 мм - тежеу жоқ; тежеу аймағы 4–10 мм - әлсіз басу; тежеу аймағы 10–20 мм - белсенді басу; тежеу аймағы >20 мм - жоғары белсенді басу.



B. amyloliquefaciens MB40 бактериясының антагонистік белсенділігіне әртүрлі қоректік орталар мен қант әсерін бағалауда ең жақсы көрсеткіш - 13 г NB сорпалы қоректік ортасы + 20 г сахарозасы бар нұсқада екені белгілі болды.
Қоректік ортаның құрамына сахарозаны қосудың оңтайлы дозасын анықтауға әрекет жасалынды. Салыстыру үшін бастапқы B. amyloliquefaciens және мутант B. amyloliquefaciens MB40 антагонист-штамдары алынды (32 - сурет).
Антагонистік белсенділік қасиеттерін оңтайландыру үшін NB сорпалы қоректік ортаға сахарозаның әртүрлі дозалары (5 г, 10 г, 20 г, 50 г және 70 г) қосылды.
Сорпалы қоректік орта құрамына 20 г сахароза қосылған нұсқасында қоздырғыштың өсуін максималды тежеу аймағы – мутант штамында 52±0,5 мм және бастапқы штамда 20±0,2 мм құрағаны анықталды. 10 г және 50 г сахароза қосқан үлгілерде мутант штамм 49±0,5 мм және 48±1,0 мм құраса, бастапқы штамда сәйкесінше 17±0,5 мм және 12±0,3 мм біршама төмендегені байқалды. Ал, 70 г дейін концентрациясы жоғарылағанда B. amyloliquefaciens MB40 штамында антагонистік белсенділік 20±0,2 мм-ге дейін күрт төмендеген, және де бастапқы штамда бактериялық күйік қоздырғышының өсуін тежеу аймағы мүлде байқалмады [243].



Сурет 32 – Бастапқы B. amyloliquefaciens және мутант B. amyloliquefaciens MB40 штамдарының тежеу белсенділіктеріне қоректік ортадағы сахарозаның мөлшеріне тәуелділігі

L. plantarum 17M сүтқышқылды бактериясының ингибиторлық белсенділігіне қоректік орталардың әсерін зерттеу үшін келесі қоректік орталар тексерілді: MRS сорпасы, сүт және сарысу. MRS сорпалы қоректік ортасында (35,6±0,5 мм) өсірілген антагонист-штамның бактериялық күйік қоздырғышының өсуін тежеу аймағы максималды болғаны анықталды. Ал, сарысуда төмен (30,3±0,2 мм) болды. Сондықтан, бұл екі қоректік ортаны да L. plantarum 17M сүтқышқылды бактериясы негізіндегі биологиялық өнімнің үлгісін жасау үшін ұсынуға болады (12 - кесте, 33 - сурет).

Кесте 12 – E. amylovora қоздырғышына қарсы L. plantarum 17M штамының антагонистік белсенділігіне әртүрлі қоректік орталардың әсері

	Қоректік орта түрлері
	Патогеннің өсуін тежеу аймақтары, мм

	МRS сорпасы
	35,6±0,5

	Сүт
	22±0,1

	Сарысу
	30,3±0,2

	Ескерту: шынайылығы р<0,05. Тежеу аймақтарының ауданы келесідей бағаланды: жолақ айналасындағы тежеу аймағы <4 мм - тежеу жоқ; тежеу аймағы 4–10 мм - әлсіз басу; тежеу аймағы 10–20 мм - белсенді басу; тежеу аймағы >20 мм - жоғары белсенді басу.
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Сурет 33 – Әртүрлі қоректік орталарда өсірілген L. plantarum 17M бактериясының E. amylovora-ға қарсы антагонистік белсенділігі


3.8 E. amylovora-ға қарсы әзірленген биологиялық өнімдердің тиімділігін бағалау үшін зертханалық жағдайда жеміс ағаштарының модельдік үлгілеріне тәжірибе жүргізу
E. amylovora-ға қарсы бактерицидтік белсенділігі бар B. amyloliquefaciens MB40 және L. plantarum 17M штамдарының дақылдық сұйықтықтары мен коллекциялық St. canofumeus K20/1 актиномицетінің этанолда ерітілген сығындысының әртүрлі концентрациясының биологиялық тиімділіктері зерттелді. Зерттеу жұмыстары алма және алмұрт жеміс ағаштарының меристемді дақылдарына және модельдік бұтақтарында жүргізілді.
E. amylovora-ға қарсы бактерицидтік белсенділігі бар коллекциялық St. canofumeus K20/1 актиномицет штамының этанолда ерітілген сығындысының биологиялық тиімділігі меристемді алма дақылдарында әртүрлі концентрацияларды қолдану арқылы тексерілді.
Бактериялық күйік қоздырғышының дамуын басу үшін ең тиімді нұсқа 1:50 қатынаста сұйылту кезінде екені анықталды. Бұл нұсқадағы алма ағашында өсімдіктің зақымдану белгілері анықталмады, ал бақылауда өсімдік толығымен дерлік тіршілігін тоқтатты. 1:100 және 1:1000 қатынаста сұйылту кезінде өсімдіктің жеке мүшелерінде ішінара зақымданулар байқалды (34 - сурет).
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сол жақта - антагонистпен бүркусіз бақылау; оң жақтағы нұсқа - 1:50 қатынаста сұйылтылған препараттың этанолды ерітіндісімен бүрку жүргізілген. Алма ағашы, «Апорт» сұрыпы.

Сурет 34 – Бактериялық күйік қоздырғышына қарсы қолданылған коллекциялық St. canofumeus K20/1 актиномицет штамының 5% этанолды сығындысының меристемді алма дақылдарындағы тиімділігі

Коллекциялық St. canofumeus K20/1 актиномицет штамының этанолда ерітілген сығындысының биологиялық тиімділігі анықтау барысында жақсы нәтижелер алынғанымен, болашақта оның негізіндегі биологиялық өнімді шығару өте көп уақыт пен біршама экономикалық шығындарды қажет етеді. Сондай-ақ, көптеген ғалымдардың еңбектерінде E. amylovora қоздырғышының стрептомицинге төзімді түрлері пайда болғаны дәлелденген, ол өз кезегінде қоршаған ортаға зиянын тигізуі мүмкін. Тіпті, бұл өнімді өндіріске шығарған күннің өзінде де препарат өзіндік құнын ақтамайды және шаруа қожалықтарының иелеріне қымбатқа түседі.
Бактериялық күйік ауруының қоздырғышына қарсы B. amyloliquefaciens MB40 штамының негізіндегі дақылдық сұйықтығымен гүлденген алма ағашының жеке модельдік бұтақтарына өңдеу жұмыстары жүргізілді.
E. amylovora қоздырғышын жасанды жолмен жұқтырған бақылау нұсқасында (тек қоздырғыш) 3 күннен кейін аурудың алғашқы белгілері пайда болды. Тұғырлары қоңыр түсті болып, майысып, кейіннен бүршіктері ашылмай, жапырақтардың шеттері қарайып, некрозды қоңыр дақтар пайда болды. Патоген және антагонист бактериясымен инокуляцияланған модельдік гүлді бұтақша нұсқаларында бактериялық күйік қоздырғышының белгілері пайда болмады.
Бақылау нұсқасында тек қоздырғышпен инокуляцияланғаннан кейін 7 күн өткен соң тіндердің некрозы және түтікшелердің қараюы үдемелі жүріп, қоңыр некрозды дақтар шетке жайылып, жапырақтары бүрісіп оралып қалды, бірақ түспеді. Қоздырғыш + B. amyloliquefaciens MB40 нұсқасында кейбір өскіндердегі қараюы сияқты өзгерістер байқалды, бірақ жапырақтары сау болып қалды. B. amyloliquefaciens MB40 штамының негізіндегі дақылдық сұйықтығымен өңдеуден кейінгі аурудың жиілігі біршама төмен болды.

Кесте 13 - Алма ағашының гүлденген бұтақтарында B. amyloliquefaciens MB40 штамы негізіндегі дақылдық сұйықтығын сынау нәтижелері

	Бактериялық штамм/өнім
	B. amyloliquefaciens MB40 ДС
	Бақылау
E. amylovora

	Бұтақтағы солған гүлдердің саны
	11,67±0,1
	11,67±0,5

	Бір бұтақтағы зардап шеккен гүлдердің саны
	1,0±0,01
	11,00±0,7

	Аурудың жиілігі, %
	8,8±0,5
	93,9±0,5

	Биологиялық тиімділігі, %
	90,6±0,1
	-

	Ескерту: Бір бұтақтағы гүлдердің жалпы саны = 20, шынайылығы p <0,05.



13 - кестеден көріп отырғанымыздай, бұтақтағы зақымдалған гүлдердің саны бақылау және дақылдық сұйықтықпен өңделген нұсқаларда айтарлықтай ерекшелік бар екені байқалады. Сонымен, егер бақылауда барлық дерлік гүлдерге E. amylovora қоздырғышы әсер етсе, ал B. amyloliquefaciens MB40 штамымен емдеу нұсқасында орта есеппен біреуі ғана зақымдалғанын көруге болады. Бұл ретте бақылаудағы аурудың жиілігі 93,9±0,5%-ды құраса, емдеу шаралары жүргізілген нұсқада 8,8±0,5% ғана болғаны анықталды. Бақылау мен емдеу шаралары қолданған нұсқалардағы гүлдердің жалпы саны өзгерген жоқ, өйткені бұл тәжірибеге бірдей гүлдер саны бар бұтақтар таңдалған, ал артық гүлдері басында алынып тасталған. B. amyloliquefaciens MB40 штамының негізіндегі дақылдық сұйықтығының зертханалық жағдайдағы биологиялық тиімділігі - 90,6±0,1%-ды құрады.
[bookmark: _Hlk155520804]Алматы облысы Қарасай ауданындағы «Еңбек» саяжайының бағында «Талғар аруы» сұрыпты алмұрт ағашының модельдік бұтақтарында B. amyloliquefaciens MB40 штамының тиімділігін бағалау үшін зерттеу жұмыстары жүргізілді. Бастапқыда бұтақтарға мутант штамның дақылдық сұйықтығының әртүрлі дозалары, 2 сағаттан кейін оларға E. amylovora қоздырғышының споралары бар суспензиясымен бүрку жүргізіліп болған соң, 24 сағат бойы полиэтилен пакеттерін жауып, ылғалды камера жасалды. Зерттеу жұмыстарының нәтижелері 7-ші күні тексеріліп, алмұрт жеміс ағаштарының модельдік бұтақтарына жүргізілген сынақта бактериялық күйік қоздырғышына қарсы B. amyloliquefaciens MB40 штамының дақылдық сұйықтығымен бүрку өте тиімді екені расталды. Бастапқы дақылдық сұйықтықты және оны 1:2 қатынаста сұйылту арқылы қолдану, бақылау нұсқасымен салыстырғанда қоздырғыштың дамуын жақсы тежегені белгілі болды. Тәжірибе E. amylovora қоздырғышымен жасанды инфекциялық фонында жүргізілді. 15 күннен кейін бақылау нұсқасында жапырақтардың солып, жемістердің қараюы байқалса, B. amyloliquefaciens MB40 дақылдық сұйықтығымен өңделген екі нұсқада да ауру белгілері байқалмады (35 - сурет).
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а - B. amyloliquefaciens MB40 бастапқы дақылдық сұйықтығымен өңдеу нұсқасы; ә – B. amyloliquefaciens MB40 бастапқы дақылдық сұйықтығын 1:2 қатыныста сумен сұйылту нұсқасы; б – бақылау нұсқасы (өңдеу жүргізілмеген).

Сурет 35 – B. amyloliquefaciens MB40 антагонист-штамының алмұрт ағашының модельдік бұтақтарында бактериялық күйік қоздырғышына қарсы тиімділігі

Алма және алмұрт жеміс ағаштарының модельдік бұтақтарына жүргізілген сынақтардың нәтижесінде, жаңадан бөлініп алынған B. amyloliquefaciens MB40 штамының E. amylovora патогеніне қарсы тиімді антагонистік белсенділігі бар екенін сенімді түрде көрсетті. Bahadou бастаған ғалымдар B. amyloliquefaciens SP18 антагонист бактериясы жеке гүлденген бұтақтарда патогенді тежеудің ең жоғары көрсеткіштерге ие болғанын анықтаған.
Зертханалық жағдайда алма жеміс ағашының модельдік бұтақтарына құрамында 53,2% сірке қышқылы бар L. plantarum 17M штамының бастапқы дақылдық сұйықтығы және оның 1:2 қатынаста (сірке қышқылының мөлшері 26,6% дейін төмендейді) сұйылту арқылы сынақ жүргізілді, бірақ бұл мөлшердегі өнімдердің өсімдікке фитоуытты екені анықталды.
Өсімдікке фитоуыттылық дақылдық сұйықтығының бастапқы концентрациясы (100%) және сұйылту (30%) кезінде болғаны белгілі болды. Бұл L. plantarum 17M штамының құрамындағы әртүрлі қышқылдар мен 2,3-бутандионның мөлшері жоғары болуына байланысты болуы мүмкін. Ары қарай бұл өнімнің тиімділігін анықтау үшін 10% және 20% сұйылтулар деңгейінде бағаланды. Жоғарыда, B. amyloliquefaciens MB40 штамына жүргізілген зерттеу жұмыстарының нәтижесіндегідей мәліметтер алынды. Сонымен, L. plantarum 17M штамы негіздегі биологиялық өнімнің тиімділігі бар екені анықталды (36 - сурет).
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1) 100% - L. plantarum 17M бастапқы дақылдық сұйықтық, 2) 30% дақылдық сұйықтығы, 3) 20% дақылдық сұйықтығы, 4) 10% дақылдық сұйықтығы, 5) бақылау таза MRS сұйық қоректік ортасы (бактериясыз).

Сурет 36 – Гүлдеген алма ағашының бұтақтарына L. plantarum 17M штамының дақылдық сұйықтығының фитоуыттылығын тексеру

Осылайша, L. plantarum 17M бастапқы және 30%-дық дақылдық сұйықтықтарды гүлдеу кезінде пайдалануға болмайтыны белгі болды. Ағаштарды профилактикалық емдеу үшін бұл сұйықтықтарды бүршік жармай тұрып, ерте көктемде ғана қолдануға ұсынуға болады.
Модельдік гүлді бұтақтарда жүргізілген тәжірибеде L. plantarum 17M сүтқышқылды бактериясының негізіндегі 10 және 20% концентрациясындағы дақылдық сұйықтықтармен бүрку, бактериялық күйік ауруының белгілерін өте жақсы төмендете алатын қабілетін көрсетті. 10% L. plantarum 17M дақылдық сұйықтығымен емдеуден кейін аурудың жиілігі 16,7±0,09% болса, 20% - 5,0±0,05% ғана болды, ал бақылау кезінде - 93,3±0,6%-ды құрады (14 - кесте).

Кесте 14 - Гүлдеген алма ағашының модельдік бұтақтарында L. plantarum 17M әртүрлі концентрациядағы дақылдық сұйықтығын (10% және 20%) сынау нәтижелері

	Бактериялық штамм/өнім
	Бақылау
E. amylovora
	L. plantarum 17М 10% ДС
	L. plantarum 17М 20% ДС

	Бұтақтағы солған гүлдердің саны
	18,7±0,5
	3,3±0,06
	1,0±0,02

	Аурудың жиілігі, %
	93,3±0,6
	16,7±0,09
	5,0±0,05

	Биологиялық тиімділігі, %
	-
	76,7±0,8
	88,3±0,6

	Ескерту: Бір бұтақтағы гүлдердің жалпы саны = 20, шынайылығы p <0,05.



Жоғарыдағы кесте мәліметтеріне сәйкес, бір бұтақтағы зардап шеккен гүлдердің саны мен ауруға шалдығу жиілігі тәжірибелік және бақылау нұсқалары арасында айтарлықтай ерекшеліктер байқалды. Бақылаудағы модельдік гүлдер E. amylovora қоздырғышын жұқтырса, L. plantarum 17M штамының 10 және 20% концентрациясындағы дақылдық сұйықтығымен емдеу нұсқаларында орта есеппен ауру жұқтырған бірнеше гүл ғана болды.
Қорыта келе, алма жеміс ағашының модельдік гүлді бұтақтарын жаңадан бөлініп алынған L. plantarum 17M штамы E. amylovora қоздырғышына қарсы тиімді антагонистік белсенділігі бар екенін сенімді түрде көрсетті. Зертханалық жағдайда L. plantarum 17M штамының 10% дақылдық сұйықтығының биологиялық тиімділігі - 76,7±0,8%-ды құраса, ал 20% нұсқасында - 88,3±0,6% болды [244].

3.9 Бактериялық күйік қоздырғышына қарсы B. amyloliquefaciens MB40 және L. plantarum 17M штамдары негізіндегі биопрепараттардың тәжірибелік үлгілерінің биологиялық тиімділігін анықтау
B. amyloliquefaciens MB40 және L. plantarum 17M штамдары негізіндегі биопрепараттардың тәжірибелік үлгілерінің биологиялық тиімділігін анықтау үшін далалық жағдайда сынақтар Алматы облысының Еңбекшіқазақ және Қарасай аудандарында жүргізілді.
B. amyloliquefaciens MB40 штамының негізіндегі биопрепараттың сынақ үлгісінің биологиялық тиімділігін анықтау бойынша модельдік тәжірибе төмендегі сызба (37 - сурет) арқылы жүргізілді.
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Сурет 37 - B. amyloliquefaciens MB40 штамы негізіндегі биопрепараттың тәжірибелік үлгісін қолданудың модельдік сызбасы
L. plantarum 17M сүтқышқылды штамының негізіндегі биопрепараттың сынақ үлгісінің биологиялық тиімділігін анықтау бойынша модельдік тәжірибе төмендегі сызба (40 - сурет) арқылы жүргізілді.
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Сурет 40 - L. plantarum 17М сүтқышқылды штамы негізіндегі биопрепараттың тәжірибелік үлгісін қолданудың модельдік сызбасы

Қарасай ауданындағы «Алатау» шаруа қожалығында B. amyloliquefaciens MB40 1,6 х 107 КТБ/мл (рН 5,9-6,5) және L. plantarum 17М 1,8 х 108 КТБ/мл (рН 4,61-5,1) концентрациясындағы бактериялық штамдары негізіндегі биопрепараттардың тәжірибелік үлгілерімен бактериялық күйік ауруына қарсы тиімділігін анықтау үшін, ауруға сезімталдығы жоғары алма жеміс ағашының «Апорт» сұрыпы өсірілетін бақта далалық тәжірибе жүргізілді. Тәжірибе учаскесінің ауданы - 0,5 га. Жеміс ағаштарының ара қашықтығы – 6х4 м (қатар арасы мене ағаштар арасының ені). Екі реттік өңдеу жиілігі (гүлдеуге дейін және толық гүлдеу кезеңінде) қолданылды, ал өнімді тұтыну нормасы - 4,0 л/га болды. Биологиялық өнімдерді салыстыру үшін шаруа қожалықта жүргізілетін стандартты өңдеулері алынды. Бұл нұсқадағы бірінші бүрку бүршік жару кезеңінде тұтыну нормасы 2 кг/га мыс өнімі бар «Косайд» препараты, екіншісі - гүлдену кезеңінде, 2 л/га «Касумин» (20% касугамицин антибиотигіне негізделген) биологиялық өнімі пайдаланылды. Ешқандай қорғау шаралары жүргізілмеген ағаштар бақылау қызметін атқарды. Бүрку «Promar» 600 л вентиляторлы бау-бақша бүркігішінің көмегімен жүргізілді (38 - сурет).
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Сурет 38 – Биопрепараттардың тәжірибелік үлгілерінің тиімділігін анықтау бойынша ауруға сезімталдығы жоғары «Апорт» сұрыпы өсірілетін алма бағында далалық тәжірибе жүргізу барысы

Зерттеу жұмыстарының барысында B. amyloliquefaciens MB40 және L. plantarum 17М штамдары негізіндегі биопрепараттардың тәжірибелік үлгілерімен ауруға сезімталдығы жоғары «Апорт» сұрыпты алма жеміс ағаштарын екі реттік өңдеуден кейін биологиялық тиімділіктері шаруашылық нұсқа деңгейінде екені анықталды. Шаруашылық нұсқада химиялық заттар антибиотиктермен бірге қолданылды.
Бактериялық күйік қоздырғышына қарсы сыналған B. amyloliquefaciens MB40 штамы негізіндегі биопрепараттың тәжірибелік үлгісімен екінші реттік өңдеуден кейінгі биологиялық тиімділігі - 70±0,2% болса, шаруашылық нұсқада бұл көрсеткіш - 78±0,3%-ды құрады (15 - кесте, 39 - сурет). Бірақ, химиялық препараттардың зияндылығын ескерген жөн. Ал, L. plantarum 17M сүтқышқылды штамы негізіндегі биопрепараттың тәжірибелік үлгісімен екінші реттік өңдеуден кейінгі биологиялық тиімділік - 83,4±0,4%-ды құраса, шаруашылық нұсқада – 85,2±0,3% болды (16 – кесте).
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	Бақылау
	Тәжірибелік нұсқа



Сурет 39 – «Апорт» сұрыпты алма ағашында B. amyloliquefaciens MB40 бактериясы негізіндегі биопрепаратпен екі реттік өңдеуден кейінгі тәжірибелік нұсқасының бактериялық күйікке қарсы көрінісі

Кесте 15 - Алатау ш/қ, Қарасай ауданы, «Апорт» сұрыпының бактериялық күйік қоздырғышына қарсы B. amyloliquefaciens MB40 штамы негізіндегі биопрепараттың тәжірибелік үлгісін қолданудың тиімділігін анықтау нәтижелері

	Тәжірибе түрлері
	Ауру көрсеткіштері, %
(бір реттік өңдеуден кейін)
	Ауру көрсеткіштері, %
(екінші реттік өңдеуден кейін)

	
	Р
	R
	Бт
	Р
	R
	Бт

	Тәжірибелік нұсқа
	20±0,3
	3,8±0,6
	66,7±0,1
	30±0,4
	6,9±0,3
	70,0±0,2

	Шаруашылық нұсқасы (эталон)
	16±0,2
	1,0±0,3
	73,3±0,2
	22±0,2
	3,7±0,6
	78,0±0,3

	⃰Бақылау
	60±0,1
	34±0,5
	-
	99,9±0,3
	30±0,1
	-

	Ескерту: Р – аурудың таралуы; R – аурудың дамуы; Бт – биологиялық тиімділігі; шынайылығы p <0,05.





Кесте 16 - Алатау ш/қ, Қарасай ауданы, «Апорт» сұрыпының бактериялық күйік қоздырғышына қарсы L. plantarum 17М сүтқышқылды штамы негізіндегі биопрепараттың тәжірибелік үлгісін қолданудың биологиялық тиімділігін анықтау нәтижелері

	Тәжірибе түрлері
	Ауру көрсеткіштері, %
(бір реттік өңдеуден кейін)
	Ауру көрсеткіштері, %
(екінші реттік өңдеуден кейін)

	
	Р
	R
	Бт
	Р
	R
	Бт

	Тәжірибелік нұсқа
	15±0,4
	2,6±0,5
	77,5±0,2
	21±0,3
	3,4±0,5
	83,4±0,4

	Шаруашылық нұсқасы (эталон)
	19±0,1
	1,8±0,1
	78,4±0,1
	24±0,5
	4,3±0,8
	85,2±0,3

	⃰Бақылау
	52±0,3
	28±0,2
	-
	93,1±0,2
	25,5±0,3
	-

	Ескерту: Р – аурудың таралуы; R – аурудың дамуы; Бт – биологиялық тиімділігі; шынайылығы p <0,05.



Еңбекшіқазақ ауданындағы «Жеміс» шаруа қожалығының бағында бактериялық күйік ауруына қарсы B. amyloliquefaciens MB40 1,6 х 107 КТБ/мл (рН 5,9-6,5) және L. plantarum 17М 1,8 х 108 КТБ/мл (рН 4,61-5,1) концентрациядағы штамдары негізіндегі биопрепараттардың тәжірибелік үлгілерінің тиімділігін анықтау бойынша далалық сынақ алма ағашының төзімді «Star Crimson» сұрыпы өсірілетін бақта жүргізілді (41 - сурет). Зерттеу жұмыстары жүргізілген аумақтың жалпы көлемі 1 гектарды құрады. Жеміс ағаштарының ара қашықтығы – 6х4 м (қатар арасы мене ағаштар арасының ені). Тұтыну нормасы 4,0 л/га, екі реттік өңдеу жиілігі (гүлденге дейін және гүлденуден кейін) қолданылды. Биопрепараттарды салыстыру үшін (эталон ретінде) шаруа қожалықта жүргізілетін стандартты өңдеулері алынды. Бұл нұсқадағы бірінші бүрку бүршік жару кезеңінде тұтыну нормасы 2 кг/га мыс өнімі бар «Косайд» препараты, екіншісі - гүлдену кезеңінде, «Касумин» (20% касугамицин антибиотигіне негізделген) 2 л/га биологиялық өнімі қолданылды. Ешқандай қорғау шаралары жүргізілмеген ағаштар бақылау қызметін атқарды.
E. amylovora бактериялық күйік қоздырғышының дамуына 2020 жылдың ерте көктемдегі ауа-райы өте қолайлы болды. 16-дан 23°С-қа дейінгі қалыпты температура және жауын-шашынның көп болуы алма және алмұрт жеміс ағаштарында аурудың эпифиттік дамуына себеп болды.
B. amyloliquefaciens MB40 штамы негізіндегі биопрепараттың тәжірибелік үлгісімен бірінші реттік өңдеуден кейін 69,4±0,5%-ды құрады; ал шаруашылық нұсқада - 78,5±0,1% болды. Толық гүлдену кезеңінде екінші реттік өңдеу жүргізілгеннен кейін биопрепараттың тиімділігі - 75,3±0,5% болса, шаруашылық нұсқада – 89,2±0,3%-ды құрады (17 - кесте).
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Сурет 41 – Биопрепараттардың тәжірибелік үлгілерінің тиімділігін анықтау бойынша төзімді алма ағашының «Star Crimson» сұрыпы өсірілетін бақта далалық тәжірибе жүргізу барысы

Кесте 17 - Бактериялық күйік қоздырғышына қарсы B. amyloliquefaciens MB40 штамының негізіндегі биопрепараттың тәжірибелік үлгісін қолданудың тиімділігін анықтау нәтижелері, «Жеміс» шаруа қожалығы, Еңбекшіқазақ ауданы, «Star Crimson» сұрыпы

	Тәжірибе түрлері
	Ауру көрсеткіштері, %
(бір реттік өңдеуден кейін)
	Ауру көрсеткіштері, %
(екінші реттік өңдеуден кейін)

	
	Р
	R
	Бт
	Р
	R
	Бт

	Тәжірибелік нұсқа
	18±0,1
	3,6±0,3
	69,4±0,5
	22±0,2
	8,1±0,5
	75,3±0,5

	Шаруашылық нұсқасы (эталон)
	7,8±0,6
	1,4±0,2
	78,5±0,1
	6,2±0,3
	3,9±1,0
	89,2±0,3

	⃰Бақылау
	40±0,2
	15±0,4
	-
	53±0,5
	20±0,3
	-

	Ескерту: Р – аурудың таралуы; R – аурудың дамуы; Бт – биологиялық тиімділігі; шынайылығы p <0,05.



L. plantarum 17M сүтқышқылды штамының негізіндегі биопрепараттың тәжірибелік үлгісімен бірінші реттік өңдеуден кейінгі нұсқасында биологиялық тиімділік - 77,7±0,2%-ды құраса, шаруашылық (эталонды) нұсқада - 86,7±0,6% болды. Екінші реттік өңдеуден кейін биопрепараттың бактериялық күйік ауруына қарсы биологиялық тиімділігі - 89±0,1%-ды құраса, шаруашылық нұсқада бұл көрсеткіш - 92±0,4% болды (18 - кесте).


Кесте 18 - E. amylovora бактериялық күйік қоздырғышына қарсы L. plantarum 17M сүтқышқылды штамының негізіндегі биопрепараттың тәжірибелік үлгісін қолданудың тиімділігін анықтау нәтижелері, «Жеміс» шаруа қожалығы, Еңбекшіқазақ ауданы, «Star Crimson» сұрыпы

	Тәжірибе түрлері
	Ауру көрсеткіштері, % (бір реттік өңдеуден кейін)
	Ауру көрсеткіштері, % (екінші реттік өңдеуден кейін)

	
	Р
	R
	Бт
	Р
	R
	Бт

	Тәжірибелік нұсқа
	10±0,2
	2,8±0,5
	77,7±0,2
	7±0,4
	6,9±0,5
	89±0,1

	Шаруашылық нұсқасы (эталон)
	6±0,4
	1,0±0,2
	86,7±0,6
	5±0,7
	3,7±0,6
	92±0,4

	⃰Бақылау
	45±0,1
	12±0,3
	-
	60±0,2
	17±0,4
	-

	Ескерту: Р – аурудың таралуы; R – аурудың дамуы; Бт – биологиялық тиімділігі; шынайылығы p <0,05.



Диссертациялық жұмыста алынған барлық оң нәжилерге сүйене отырып, B. amyloliquefaciens MB40 және L. plantarum 17M бактериялық штамдарының негізіндегі биопрепараттардың тәжірибелік үлгілерімен екі реттік өңдеуді қолдану жеміс ағаштарын E. amylovora бактериялық күйік қоздырғышынан тиімді қорғайтыны анықталды. Бактериялық күйік ауруына сезімталдығы жоғары алма жеміс ағашының «Апорт» сұрыпында B. amyloliquefaciens MB40 штамы негізіндегі тәжірибелік биопрепарат үлгісінің биологиялық тиімділігі - 70±0,2% болса, L. plantarum 17M штамы негізіндегі биопрепаратпен өңделген нұсқада - 83,4±0,4%-ды құрады. Сондай-ақ, төзімді алма ағашының «Star Crimson» сұрыпында B. amyloliquefaciens MB40 штамы негізіндегі биопрепаратпен өңделген нұсқада - 75,3±0,5% болса, L. plantarum 17M сүтқышқылды штамы негізіндегі тәжірибелік биопрепарат үлгісінің биологиялық тиімділігі - 89±0,1%-ды құрағаны анықталды [245]. Биопрепараттардың тәжірибелік үлгілерінің тиімділіктері шаруашылық нұсқа деңгейінде болды. Бірақ, шаруашылық нұсқада қолданылған химиялық препаратпен антибиотикке негізгенделген өнімнің қоршаған ортаға зиянды әсерін ескеру қажет.









ҚОРЫТЫНДЫ

Бақ микробиоценозының табиғи құрамдас бөлігі болып табылатын антагонист микроорганизмдер негізіндегі препараттардың көмегімен жеміс дақылдарында кездесетін бактериялық күйік ауруына қарсы биологиялық бақылау жүргізу, өсімдіктерді қорғаудағы химиялық заттарды қолданудың заманауи баламасы болып табылады. Жеміс ағаштарымен байланысты эпифитті микроорганизмдер өсімдіктерді қажетті қоректік заттармен, дәрумендермен және өсу факторларымен қамтамасыз етуге қатысу арқылы, олардың дамуында маңызды рөл атқарады. Олардың көпшілігі патогенді микрофлораны басатын қосылыстарды синтездейді, мысалы, сидерофорлар, антибиотиктер, токсиндер. Осыған байланысты, E. amylovora бактериялық күйік қоздырғышына қарсы ингибиторлық белсенділігі бар эпифитті микроорганизмдердің жаңа табиғи изоляттарын бөліп алу, сондай-ақ антагонист бактериялардың да, патогеннің де биологиялық ерекшеліктерін зерттеу өзекті мәселе болып табылады. E. amylovora қоздырғышы және оның антагонистері арасындағы өзара әрекеттесу механизмдерін түсінумен қатар, бағыттың өзектілігі биобақылау қасиеттері бар биологиялық өнімдерді қолдану әдісін жасау жоғары мүмкіндіктерге ие болады.
Диссертациялық жұмысты орындау барысында алынған нәтижелер бойынша келесідей қорытындылар жасауға болады:
1. Жамбыл, Түркістан және Алматы облыстарының бақ ценоздарына фитосанитарлық мониторинг жүргізу барысында алма және алмұрт жеміс ағаштарының филлосферасынан жиналған 47 сынамадан (жемістері, жапырақтары, бұтақтары) келесі таксономиялық топтарға жататын 216 изолят бөлініп алынды: бактериялар саны - 142, саңырауқұлақтар - 37 және ашытқылар - 37.
2. Коллекциялық және жаңадан бөлініп алынған микроорганизм штамдарына скрининг жүргізу барысында E. amylovora бактериялық күйік қоздырғышына қарсы L. casei 139, L. casei 173, St. canofumeus K20/1, B. amyloliquefaciens MB40, L. plantarum 17M және Польша мемлекетінде бөлініп алынған P. agglomerans 48M штамдары ең үлкен антагонистік белсенділікті көрсетті.
3. Ультракүлгін сәулесі арқылы жасанды мутагенез жүргізу нәтижесінде белсенді B. amyloliquefaciens MB40 мутант штамы алынды, ол бастапқы аталық штамның белсенділігінен 2,8 есе асып түсті.
4. Іріктеп алынған штамдардың дақылдық сұйықтықтарындағы E. amylovora-ға қарсы ингибиторлық белсенділікті айқындайтын негізгі метаболиттері анықталды. B. amyloliquefaciens MB40 штамының дақылдық сұйықтығында ацетоин және 2,3-бутандион, ал L. plantarum 17M сүтқышқылды штамында 2,3-бутандион, сірке және сүт қышқылдары анықталды.
5. Жеміс дақылдарының бактериялық күйік қоздырғышына қарсы B. amyloliquefaciens MB40 және L. plantarum 17M штамдары негізіндегі биопрепараттардың тәжірибелік үлгілерін қолдану әдісі жасалынды. Тұтыну нормасы 4 л/га дақылдық сұйықтықтарымен екі реттік өңдеу жеміс ағаштарын бактериялық күйіктен тиімді қорғауға мүмкіндік береді. Алма ағашының сезімтал «Апорт» сұрыпында B. amyloliquefaciens MB40 және L. plantarum 17M штамдары негізіндегі биопрепараттардың тәжірибелік үлгілерінің биологиялық тиімділігі сәйкесінше 70±0,2% және 83,4±0,4%, төзімді «Star Crimson» сұрыпында - тиісінше 75,3±0,5% және 89±0,1%-ды құрады.
Диссертациялық жұмыста қойылған барлық міндеттер толық орындалды.
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AKT
BHEJIPEHHS B IIPOM3BOACTBO HAY4YHBIX Pa3paboTOK
PhD noktopanTa Kasaxckoro HaMOHAIBHOTO YHHBEPCHTETA HIMEHH alb-Dapabu
MomxurutoBoit A.E.

1. HaumenoBanue BHeApsieMOi Hay4HOH pa3paboTku
Pa3paboTka croco6a pUMeHeHH s OIBITHOTO 0Gpasia 6HompenapaTa Ha OCHOBE ITaMMa
Bacillus - amyloliquefaciens MB40 1potns Bo3GymuTens GaKTepHATBHOTO 0XOTra
TIIOAOBBIX KYJIBTYD.

2. MecTo BHepeHHs (HANMeHOBAaHHE X0351HCTBA, paiiona, 061acTH)

Anmatuackoit o6macts, Kapacaiickuit paiion, KX «Anaray».

3. Conepxanue paGoTs
Ha BocnipunmumBom copre si6morn «Amopt» KX «Anaray» mpuMenera o6paGoTka
OmbITHOTO ~ ofpasia OuWompemapata Ha OCHOBe [mTamMma Gaktepuu  Bacillus
amyloliquefaciens MB40 B xonuentpamun 10’ KOE/mn ¢ HoOpMo#t 06paboTku 4 1/ra
IPOTHB BO3OY/MTENS GAKTEPHATEHOTO 0%o0ra Erwinia amylovora. DTaloHOM CIyKuTH
06paboTkH cajia, MPOBOMMEIE B X03sHcTBe. Mebcozepkammii nperapar Kocaiin, 2000
B.I.T. C HOPMOH pacxoza 2 Kr/ra. bronpenapar (Ha 0CHOBE aHTHOMOTHKA KACYTAMHUIIAHA,
20%) Kacymus, 2% B.p. ¢ HopMoit 211/Ta.

4. Cpoxu (Haua/i0 M OKOHYaHHe PaGoT) BHEAPEHHS
Anpens-mait 2020r.

5. ®akrTuyeckuii 00beM BHeAPEHHS
[Tnomans BHEpeHHs HaydHOl paspaGoTku — 0,5 (1o rekTapa) ra.

6. PesyabTaThl oT BHEApeHHs (MOBBIMIEHHE IPOAYKTHBHOCTH, IPYTOE)

UcernenoBanus mokasany, 9To mpH o6paboTKe OMBITHBIM 06pasioM Guompenapara
Guomoruyeckas dQ(EKTHBHOCTh HE CYIIECTBEHHO OTIMYANACH OT XO3SHCTBEHHOTO
BAapHAHTA, I7le UCIIOJB30BAIMCH XMMHYECKHE TIPENapaThl B COYETAHUH C aHTHOMOTHKOM.
Bronornyeckas d(hekTHBHOCTh HCIBITYeMOro ONBITHOTO o06pasna Guompenapata
NPOTUB BO30ymuTeNs GakTepHanbHOro oxora cocraBuia 70%, a B XO3SHCTBEHHOM
(3TaJIOHOM) BapHaHTe ITOT [OKA3aTeNb COCTaBHI 78%.

7. XossiicTennas 5 GeKTHBHOCTD OT BHEAPEHHS HAYYHOMN Pa3paGoTKH
PaspaGotanubie  MepONpHATHS MOKasand  S(GEKTHBHOCTH  OMBITHOTO — 0Opasma
GuompenapaTta OT GaKTEpPHANBHOrO O0XOra IUIOJOBBIX JEpeBbeB. XO03siCTBEHHAs
3 EeKTHBHOCTH COCTaBHIIA B OIIBITHOM BapuaHTe 26%, 3TaoHHOM 29,8%.

16 cens6pst 2020 r.
Toanucu: m;
Jupextop KX «Amnaray» N 75 T.O. KocyHoB

Z,

. LS
HayuJsbIii pyKOBOIHTEb, K.G.H. j O.H. Ilemmypa
Notecen £

CHC naGopaTopuu 9K0JI0THIECKOH 1
CENbCKOXO3SIHCTBEHHON MHKPOOHOIOTHHI //44/ 3.T. Ucmannosa

PhD noxropant KasHY um. anb-®apabu ,ﬁa/ﬁ/, A.E. Momxururosa
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AKT
OLIEHKH [IPOM3BO/ICTBEHHOIO MCIIbITaHUs GUoNpenapara Ha OCHOBE LITaMMa
Gaktepun Lactobacillus plantarum M17 nipotiB GakTepuabHOro 0xkora s6J10HH.

Mbl, pykoBoautesib KX «Kemue»  HKamuen AIK. u orTBeTCTBEHHBIE
uenondutenan corpyanukn  TOO  «HIILL MUKpoOHOIOrHH M BUPYCOJIOTHH»
Hemaunosa D.T., Mosskurutosa A. E. cOCTaBH/IM HACTOSILIMH aKT O TOM, 4TO Ha
semnsx KX «llnarunosbiil cany, Enbekiikazaxckoro paiioHa, AJMaTHHCKOH
obnactv, ObUIM  [POBEACHBI  MPOW3BOJCTBEHHbIE  OMBITHI MO  OLEHKE
sbdextuBHOCTH  GHonpenapara Ha ocHoBe Oakrepun Lactobacillus plantarum
M17 B konuentpauuu 10% KOE/Ma npotus GakrepuanbHoro oxora s610H1. Onbit
Obl1 3a70keH Ha ycToituuBom copre sGnonn «Crapkpumcon (Star Crimson)».
[Lrowaas noa onpitoM coctaBuia | ra. OnpblcKUBaHHE NPOBOAMIIOCH C OMOLLBIO
C MOMOLLBIO BEHTHIISITOPHOIO, HABECHOrO Ca/loBOr0 ornpbickuBatens «Promar).
Kpartocts 06paboTku jiBykpartHas (B 1epHO/L LBETEHHS W MOCJIE IBETEHHUS) €
HOPMOI#t pacxojia npenapata 4,0 ji/ra.

B srasonHom Bapuante (00paboTKM, NPOBOAMMBIC B XO03siCTBE) MepBoe
ONpBICKMBAHKWE  TPOBOJIMJIOCH B TEPHOJI PaclyCKaHHs MOYEK MeAbCOJEPIKALIMM
npenaparom Kocaita, 2000 B.a.r. ¢ HOpMOIi pacxoja 2 Kr/ra, BTopas - B [€PHOJ
lBeTeHUs Ouompenapatom (Ha OCHOBe aHTHOMOTHKA Kacyramuuwuna, 20 %)
Kacymunom,2% B.p. ¢ HOpmoii 2n1/ra.

YcTaHoBjieHo, 4TO  Ouojorudeckas I(GGEKTHBHOCTb, MPUMEHEHHOrO
onbITHOro obpasiia Guonpenapara Ha OCHOBe wiTamma Oaktepuu Lactobacillus
plantarum M17 npotus Bo3GyuuTes GakTepraibHOro 0xkora coctapuia 89%, B
XO3sHCTBEHHOM BapHaHTe STOT [0Kasatesib coctaBua 92 %. XosaicTBeHHas

Pykosoautens KX «Kemuc » &

OrBeTCTBEHHbIC HCIOJIHUTEIIH:
Crapuinii Hay4HbIH COTPYIHUK

1a60paTOPUH KOJIOrHYECKOH
U CeIbCKOXO03SHCTBEHHOH MUKPOOHOJIOTHH -/ é«/ 2.T. Ucmannosa

Jlokropant PhD M A.E.Moskururosa.
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OJIOTHH H
MOH PK
ananoB A.K
2018r.
3AKJIIOYEHHUE
06 HCCIEIOBAHNH KJ1ACCA ONACHOCTH ¥
Streptomyces canofumeus K20/1
19.04.2018r. r.AmMarsl

Hanvenosanue  Buaa: Streptomyces canofumeus mramyv K20/1. Vnentuduuuposan
cornacho onpezenureno - Fayse I.®. u coasT., 1983, M.
KyasTypaabHo-Mopdoaoruueckue 0COGeHHOCTH:
1. MunepansHsii arap 1 Tayse: poct xopounii. Bos/y b MU yMEPEHHBIH, cepelif, 10
TemHO-ceporo. CyGCTpaTHBIH MHLEMHH cepblif. PacTBOPUMBIH MUIMEHT He 0Gpasyer.
2.0BestHoit arap (ISP 3) Poct xopouwmit. Bo3mymHbIi MHUeTHi Cepbld, 10 TeMHO-CEPOro.
3.Munepansubit arap 2 [ayse. Poct ymepeHHBIH. BosiyluHblii Muuemit CKyZIHbI Oenblii,
PacTBOPHMBIif ITHTMEHT He 00pasyer.
@usnosornyeckne cpoiicTpa: CrocoGHOCTE K POCTY B aHadPOOHBIX yCIOBHAX — Ha cpeie
Hpuareiiva. Poct npu 55°C. Hamuuue cnop, Beurepkwuparomux 10 MEHYT MporpeBaHUS.
Tporpesasue npu 70°C - He NPOBOJUIOCE.
Msyuyenue BupyiaentHocrn mTamma (JI[ls): Mccienosanne BHPYICHTHOCTH LUTAMMa
Streptomyces canofumeus K20/1. npoBomioch o6mmenparsTEM MeToz0M /buprep M.O.,1982/
Ha 8 TPyIIax JKUBOTHBIX (IO 5 GENBIX MBIIIEH B KaXIOH, BecoM 16-18r) B KOHIEHTpAIHAX OT
10° 7o 10" KOE/Mn
Pe3y 1bTAaThI HCCIETOBAHNS 0CTPOii TOKCHYHOCTH WTamMMma Streptomyces canofumeus
K20/1 npu BHYTPHOPIONMIMHHOM M 1€POPAJIbHOM BBE/ICHHH.

NeNe K-Bo Croco6 Joza 3abosneno | JleranpHOCTH Kon-Bo
JKMBOTHBIX |  BBEJICHHUS KOE/mn. | KHBOTHBIX JKUBOTHBIX | BBDKHBIIMX
B OIIBITE JKHBOTHBIX
1 5 B/6promuHHEO 10° 0 0 )
2 > B/6promuHHO 10 0 0 S
3 ) B/6promuaHO 10 0 0 5
4 5 B/GpromuHHO 107 1 0 5
Konrposns k) B/6pronmuno | Pus.p-p 0 0 )
5 S Ilepopanbro 10 0 0 5
6 5 Tlepopanbho 10 0 0 5]
7 5 Ilepopanbsro 107 0 0 -]
8 5 TlepopansHO 10" 0 0 5
Konrpons 5 [Mepopansio | Dus.p-p 0 0 5

Anneprennoe eiictBue no cencnOmamsupyromemy dSddexry: YcTaHOBICHHE
ayteprenHoro feficTus mravMma Streptomyces canofumeus K20/1 mpoBOImMIHCE Ha MOPCKHX
CBHHKax, KOTOpbIM Ha BBICTPHIKEHHBIC YYaCTKH TeJia ONBITHBIX JKHUBOTHBIX ITYTEM allllIMKallul
HAHOCHJIH HCCIIEYEMYIO KyIbTypy B KOHIIEHTPALUAX 10%,10°,10° KOE/M1 Ha 0/1HO HBOTHOE, @
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KOHTPOIIBHBIM JKHBOTHBIM HAHOCHJIH HA BBICTPHIKEHHBIE yJAaCTKH METOYKOH (PU3HOIOrHIeCKHi
pacTBOp HccenyeMas KyJbTypa B J03ax: 10°, 10%, 10°, 10° KOE/Mma. KoHTponeM ¢y
(U3KONIOrHYeCKH PacTBOP. YUeT peakiuH IPOBOJMIICS Yepe3 12 [IHeH mo JuaMeTpy SpUTeMBbl.
PesyibTaT OLEHHBATH B GallIax 110 CIeIyIONIeH mKae:

0 — BUAMMOH peaKuu HET;

1 — 671e1HO-pO30Bast HpUTEMA I10 BCEMY YYacTKy HJIH IO ero nepudepuu;

2 - KpacHasi 5pHTeMa 110 BCEMY y4acTKy;

4 - yHdUIBTPAaUMs M OTeK KOXH (YTOJIIEHHE KOXKHOW CKIaJIKH) NPU HATHYAK HIH
OTCYTCTBHH 3PHTEMEI;

5 — spuTema, BHIPAXKeHHas HHHIBTPALNS, 0YarOBbIe H3BABICHHS (HEKPO3), BO3MOIKHBI
reMopparus, 06pa3oBaHHe KOpOYeK.

B namem onbite — 1 Gamn. Takum 0o6pasoM, 3TOT ITaMM 007NafaeT yMEpEHHBIM
aepreHHbIM JeHCTBUEM.

MecTHo-pa3apakatomee aeiictBue: [IpH BBeJCHMM HCCIEIYyeMOH KyJIbTYphl B
KOHBIOHKTHBY TJIa3 KpOJMKa B JI03€ 1x10° KOE/Mn Habmoganach crabas MOJOKHTENbHAS
peakius B BUJe HHBEKIHH COCYIOB CKJIEPhl H POTOBHIIbI, CTTU3UCTBIX BBIIETECHHUH B yIiIax rias.
Ha BrOpble CyTKH HaONIOACHHI BBINICHA3BAHHBIE SBJIEHHA Yy JKHUBOTHOTO IOJHOCTBIO
KYNHPOBAIMCH W IOC/IEAYIOIIHe 7 CYTOK OTKJIOHEHHH OT ()H3MONOrMYECcKOH HOPMBI He
nabmonanocs. Takum 06pa3oM, HccieayeMblil mTaMM 061a1aeT ¢abo BHIPaXKEHHBIM MECTHO-
pa3IpaKaroIUM JeHCTBHEM.

3ak/04eHne:

CornacHo cymecTByroulel kiaccupukanuu mramymos (Metoanyeckue ykasanus «Iloctanoska
uccnenoBanuit juist obocHoBaHus [1JIK mpouM3BOJCTBEHHBIX INTAMMOB M Ha OCHOBE TOTOBBIX
(op™ TpenapatoB B Bo3ayxe paGoueil 30HbIY), mTamM Streptomyces canofumeus K20/1 ne
SIBJIIETCSI TIATOTEHHBIM, M OTHOCHTCS K 4-KJacCy OmacHOCTH. VccienoBaHHs MaTOr€HHOCTH
mTamMMa POBOJUIIA COITIACHO «METONMYeCKHM PeKOMEHIAMAM K IIOCTAHOBKE MCCIIEI0BAHUH
10 OLIEHKE BHPYJICHTHOCTH LITAMMOB MPOIYIEHTOB MHKPOOPTaHU3MOB, MPEIHA3HAYECHHBIX IS
THOJyYeHns: IPOAYKTOB MUKpoOHoIorayeckoro cuutesa» (M.,1982), MeTonmueckux ykasaHui
«[TocranoBka uccinepoBanuit s obocHoBauus ITJIK HpOM3BOACTBEHHBIX IITAMMOB M Ha
OCHOBE TOTOBBIX ()OPM MpenapaToB B Bo3myxe paGoueil 3ombD» (M.,1983), mMerommueckux
ykazanuii «ITo skcrepumeHTanbHOMY oGocHoBaHMIO [TJJK MHKpPOOPraHW3MOB-IIPOJYLIEHTOB U
COJepKAlNX MX FOTOBBIX (OPM MperapaToB B 0OBEKTaX MPOU3BOACTBEHHON M OKpy)Karowlei
cpeas» (M,1993), Buprep M.O. «CnpaBoyHHK M0 MHKPOOHOTIOTHYECKHM U BHPYCOIOTHYECKHM
MeToaam ucciemoBanus (M.,1982)

C.H.c,K.0.H.
PI'TI «<MHCTHTYT

Baiinamiaos A.J.
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«YTBEPXIAIO»

OTUM U BUPYCOJIOTHH»
JK.K.Mycabexos
2018r.

3AK/IIOYEHUE
00 HCCIEIOBAHMM KIACCA OMACHOCTH KYJIBTYpPbI
Bacillus amyloliquefaciens
JlaGopatopust onpe/ieieH s NaTOreHHOCTH MHKPOOPTaH3MOB
050060;Pecrry6imka Kasaxcran, r.AnMarsl, nip.ane-Papabu, 89/31
Ten.8 (727) 245-51-88, e-mail: lipm2013@inbox.ru

—

JlaGopaTopHsi 9KOTOrHYECKOMH, ¢/X035HCTBEHHOI H TeXHHIECKO MHKPOOHOIOrHI

Hayunoe Ha3Banne mramma [ Homep mramma u 06o3nauenne

Bacillus amyloliquefaciens l Bacillus amyloliquefaciens B40

ABTOpBI U roxx onucanust: Viemaunopa D.T., [emmypa O.H.,Cananos A.K.,2017r.
Iponcxoxnenne mramma: Kapacaiickuii p-ou,AnvaTtuackas o011,

Herounux Benenenns: punocdepa 161001 :

Kem Brinenen: Memaunnosoii 3.T., 2018r.

Hponyuel-rr OHOJIOrHYeCKH AKTHBHBIX BeLIECTB: allCTOMH

KyabtypansHo - mopgosornueckne ocobeHHOCTH:

Ha cpene MITA o6pasyeT miepoXoBaThle KOJOHHH KpeMOBOIo mseta. @ KOJOHHH 2-5MM.
I'pamniosnioxuTebHBIE HaN0YKH, | KIeTKH-2,0-3,8MKmM, uprna-0,5-1,0MKM. Anpo6. O6pasyer
KHCIIOTY M3 [JIOKO3bI, MAHHO3BI, (PPYKTO3BI, pHOO3bI, ManbTO3bl. IIpomymupyer aneTouH,
001a71aeT KaTaNa3Hylo aKTHBHOCTB, Pa3iaraeT Kpaxmar, MOYEBHHY U 3CKYIIHH.

B pabote ucnonb3oBanbl 1aG0paTopHbe KHBOTHDIE: HETMHCHHbIC GBI MbIIIA maccoit 18-
22 r B xommuectBe 120 ocobeit o6oero noa, MOpPCKHE CBHHKH Maccoit 250-350 r, kposuku.
Onpenesienne BUPYJEHTHOCTH ITAMMA (LDsg):

OKCTIEPUMCHTANILHBIM ~ 5KHBOTHBIM, COCTOSIUMX M3  HEJMHEHHBIX OelbIX MBI,
PasiCICHHBIX  Ha 4 Tpynmel M | rpynma KOHTponbHas, mo 12 ocobeil B KauIoi,
HHTPANCPUTOHEANLHO  BBOMWIM  KynbTypy  Bacillus — amyloliquefaciens B40 &
onnentpaunsx 10°,10°,107,10° KOE/wr. Ilpu nose 10° ma 3 CyTKH 3a00J1eN10 1 KUBOTHOE.
HaGmonanocs ymeHblesye anmeTnra, moaBHKHOCTH, KHIKHI cryn. Ha 5 cyTku xuBoTHOe
BE30poBeno. Ha 25 cyTkn ruGemn HBOTHBIX He OTMeueHO. KOHTPONBHBIM JKHBOTHBIM
BBOJMIIA (DU3HOJIOTHYECKHIT pacTBop.

Jlsi BBISIBIEHHS NPORMKHOBEHHS GAKTEPHH B Oprambl IKCIIEPUMEHTAIBHBIX KHBOTHBIX
KUBOTHBIM 3 ONBITHBIX IPYIIL, Pa3JefieHHbIX Ha 4 rpynrbl, 110 12 ocobeil B Kak1oil. Ha
npoTsiKennn 20 CyToK MepopaibHo BBOJMIM CYTOUHYIO KYJIbTYPAILHYIO  KHIKOCTD
OakTepuil, MONYuEHHYIO IyTeM  KyJIbTHBHPOBAHUS HCCIIE/lyeMOro  [iTaMma  Ha
MSCOTIEIITOHHOM OYJIbOHE B KOHIIEHTPAIIMSX 103,105,107,109,10]1 KOE/mn na xuBotHOe. Ha
2 CYTKH TOC/e BBEIEHHS KyJIBTYPEI 3a001€N0 2 JKHBOTHBIX B nosze 10°, mabmomanocs
YMCHBIICHHE AMNETHTA, MOIBHXHOCTH, B3bEPONICHHBNI Mex. Ha 4 CyTKu IKHBOTHBIE
BbI3I0poBenn. Ha 25 cyTku ruGenu sKHBOTHEIX HE OTMEUEHO.

KOHTPONMBHBIM KUBOTHBIM, COCTOSIIHX U3 12 MBILIEH, BBOAHIH (H3HOTOTHYECKHH PacTBop.
[locte mpoBesenust BCKpBITHA,  MOCEB OPramoB (Cepile, Jerkoe, MeucHs, ceNie3eHKa) |
KPOBH TIPOM3BOLMIM Ha MSCONCNTOHHOM M KPOBSHOM arape B waiikax Ilerpu metogom
ortneuarkos. Iocesnl nikyGuposann B Tepmoctate npu temneparype 37+1°C B Teuenue 24
acoB. PesylbTaT yuMTHIBAIM 1O  HATMUMIO/OTCYTCTBHIO KOMOHWH Ha TOBEPXHOCTH
[IUTATebHON  cpetbl B vauike Ilerpu. B pesyibrate 1npoBefeHHBIX  HCCITEIOBAHHI
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YCTAHOBJCHO, 4YTO, B TEYCHUC OIbITa HE 3aperucTpupoBaHo rubenn KuBOTHBIX. He
OTMEUeHO KaKMX-IH00 TaTOJIOrHYeCKHX H3MEHEHHH B MOBEJICHHH. Hpﬂ MﬂKpOCKOl’IH‘IeCKOﬁ
OlICHKE BHYTPEHHHX OPraHOB BO BCE IIEPUOJIbI MPOBE/ICHHUA BCKpr'FMf’i ATOJIOTHYECKUX
H3MEHEHUH He 06Hapy>[<euo. MM]\’pO6HO.TIOFM'~{€CKHﬁ aHaju3 [OoKasajl, 4YTO BHYTPCHHHE
opraHbl ¥ KpOBb ObUTH CTEPHUJIBHBIMH B OIBITHOM H KOHTPOJBHOM BapHaHTax BO BCE
MEepuo/Ibl NIPOBEIACHHUSA HCCIIe/IOBAaHUM.

7 | MccorenoBanne Ha ajliieprenHoe aeicTeue:

UcceioBanys MPOBOJMIN HAa MOPCKHX CBHHKaX, Becom 250-350 rp. Ha pa3sBENEHMSAX
KYJIBTYpPBI 10%, 10°,10°. B kauecTBe KOHTPOIS MCIOIb30BATH (H3HOIOTHYECKHEH PacTBOP.
Peakuuio Haboxand depes 10 CyTOK MO HAIMYHIO AMaMeTpa SputeMbl. HesHauutenbHas
JpHTEMa OTMEYEHa B JI03€ 10°.COOTBETCTBEHHO, 3TOT IITAMM He O0JafaeT aliepreHHbIM
JIEHCTBHEM.

8 | U3syyeHHe mwTaMMa Ha CHOCOOHOCTH TMOBPEAKIATH KOHBIOHKTHBAJIbLHYIO 000109KY
riasa.

HccnenoBanus IPOBOMIIM HA KPOJMKAX, BecoM 2,5-3Kr. Jlis HCCIeN0BaHHs HCIIOIB30BAIA
B3BECh, B | MJI KOTOPOH COIEPIKHTCS 10° KOE. Ha 3 - cyTku HaGmosenus 3adukcupoBana
peakuysi B BUIE HE3HAYMTENBHBIX CIM3HMCTBIX BBINCNCHHI H3 Iiasa KPOIIHKOB, 3aTeM
PeaKIus MONHOCTBIO HeYesIa B Teuenne 7 CYTOK, OTKJIOHEHHU T OT HOPMBI He HAGIIOANOCk.

9 | 3akmouenue:

Ha oCHOBAHMH OTCYTCTBHS THOE/IH JKHBOTHBIX H KAKHX-THOO0 NATONOrMYECKHX H3MCHCHHH B
HX BHEIIHEM BHJIE M OOLIEM MOBEJCHHH, Ha MPOTSDKEeHHe 25-THEBHOrO HAOMIOACHHS,
OTPHIATENBHBIX PE3YJIbTATOB MHKPOOHOJONHUECKOrO aHAlM3a Cepiiila, JICIKUX, [eYeHH,
CeIe3CHKM M KPOBH, W IO pe3yibTaTaM HCCJIEJOBAHHH HA aUICPreHHOe M MECTHO-
paszmpaxkarolmiee  AeHcTBHE, CIENaH  BBIBOJ, yro wramm  Oaktepun  Bacillus
amyloliquefaciens B40 ue sBISETCS 11ATOrGHHBIM, H OTHOCHTCS K 4-KJIaCCy OMACHOCTH.
UccneoBanye Kiacca OMAacHOCTH KylsTypbl Bacillus amyloliquefaciens B40 npoBoauiy
cornacio MY «Ilo akcrnepumenTanbHoMy obocHoBarmio [1JIK  MHKpoOpraHH3MOB-
PONYLEHTOB M  CONEPKAMX HX TOTOBBIX (opM mpemaparto B 00BEKTAX
IPOM3BOJCTBEHHON K OKpykaiomeil cpemsn (M,1993), MY Ne2955 ot 23.12.83
«IToCTaHOBKa HCCIEIOBAHUH T 0GOCHOBAHHS IPENENbHO JOMYCTHMBIX KOHLEHTPALHii
MPOU3BOACTBEHHBIX INTAMMOB MHKPOOPTaHM3MOB M Ha HX OCHOBE TOTOBBIX bopm
npenapatos, buprep M.O. «CrpaBo4HHK M0 MHKPOOHOIOTHYECKHM H BHPYCOJIOTHYECKHM
MeTonam uccnaenosanusy» (M.,1982).

[Ipi BBINOTHEHWH OKCIIEDHMEHTOB Ha JKHBOTHBIX DYKOBOJCTBOBantuCh «lIpaBmiamu
rymasHoro obparenus ¢ aboparopHsu xkuBoTHEMEY (CTT Ne1045-73, 2003).

Z

CHic; RIOHE. Ve Baiinamuaos AW

C.H.c., PhD AunpibaeBa A.
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Hanvenosanme mravma: Lactobacillus plantarum

Kyautypadtbuo-mopgoaorimecicne ocobemmoctn: Ha cpexe MRS mras ofpasyer xpyre,
FIAIKHE KOTOHIH KPEMOBOTO bera. JUHaveTp Kookt 1-3 v, TpaMmooxTens e naosn
AMANCTPOM 0,6-0.8, X 0,8-2,8 Miov.  Trn passmowernst — Gunapoe senente. Gaxysrarnsss
anaspoS. Ilirawn pactet npw 28-30°C , omrrivatsmsili poer HaGmozaeTes mpi Tewmeparype 30°C.
lpn pocre » wauwolt miratensrioit cpenc MRS mpn 28°C w Teverme 18-24 u mpovexomr
TIOMYTHESHe CPEIst ¢ MPO3PANHBIM KOTBLOM B BepXHeM ciioe. [Ipit SToM MPOHCXOTHT HoTKHCICHIE
cpersi 0 pH 3.8

Dusmooro-Guonmecie ocofiennocti: B xavectne nctownka yriepota nerossyer
SpaGI03y, PHGo3Y IEILTOBHOSY, FATaKTOSY, KTIOKDSY, FIOKOMAT, padipinosy, Marsroay, MenGosy,
CANIPOSY, JIAKTOR, COPOHT, JYAHIUNT. Mawhn, Mansosy.MIponymupyer: MorouHyto Kicaory w
YKCYCHYIO Kie101Y. BOSICHCTBME Ha HKETATHH W KPRXMAN He OKAJHIBACT, CepOBOTOPO H HILION e
oSpasyer. Briepusic Bucten. AwTop(sr) u ron omwcans: Howanosa 5.T. lewrypa OH.,
Caanos A.K., KeSexGaena K.M., Moxxnritona A.E., 20191

Mayenue  wupyaewtwocrn wrawva (LDw ): Hecnenonane  wnpyrenmiocts mrania
TIPOBOILIOCE OGEnpiiTHM MeToxom /Buprep M.0.,1982/ wa 8 rpymmax momssix (1o 6 Gensnx
MBI B K101, 3 camoK 1 3 cammia Becom 16-181) s kommerrpammsx or 10° 10 101! KOE/gn

PeRyLTATL! Wece onaMIN 0CTpOi TowcrmocTH Ky1bTy b1 Lactobacllus plantarum mpw
BHYTPHOPIOIIMINOM 1 1Iepopa.TLHOM BBCTEHMI.

Noxe | Kompo | CnocoS | Kommewr | 3soneso | Merammoer | KO0
© [ KmmoTHEX | pmexemnx | pawns | awommx | xmsoriix it
1 6 B/Gprommms 10° 0 0 6
o
2 3 B/oprownmn | 10° 0 0 6
o
3 6 B/6piommun 107 0 0 6
o |
4 6 Bl6piommmn | 107 0 0 6
o
Konpors 6 Blopiom. | ®mpp 0 0 6
s 6 IlepopasHo 105 0 0 6
6 6 Tlepopamsro 107 0 0 6
i 6 Tepopamsio | 107 0 0 6
8 6 TepopasbHo 107 0 0 6
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PesybTarE! OBITOB TIOKASAIH, HTO KaK TpH BHYTPHOPIOLIHHHON, TaK 1 DH IEPOPATHOM
BRestenIH nee necenOBaRHbe 1035t Lactobacillus plantarum. THGE: TOTOHITHb KABOTHSIX He
Bubman. Bee O OCTARATIHCS aKTHBHEINI H 3I0DOBBIH.

Aneprennoe aeiicTaie o cencubnmampyiomeny Hpibeiry: ONBITE TPOBOTILIH Ka MOPCKHX
CBUHKAX B KOI-Be 2 TOJIOB, KOTOPEIM Ha BHICTPIKCHHEIC YUQCTIGH KOKHOTO OKPOBA HAHOCHIH
nyTeM ammKAIMA HecTenyeMylo KymsTypy B KommemTpamax 1010510° KOE wa omno
sammoToe. KOHTpo7ew cryski (msnonorimieckii pacTaop. YT peaxiuii npoBoMuics depes 24
“aca W B Tesenme Tel. PeayTsTaT OICHHBATH B GanaX N0 CrenyiomeH mKate:

0 - Bumvolf peakin He;

1 - G1eHO-O30BA IPHTEM 10 BCEMY YHACTKY HIIH 10 €TO TepHGEpHH;

2 - SpKO-PO30BAS SPHTEMA 11O BCMY YHACTKY HTH 110 €10 repibepHi:

3 - KpaCHas JPHTEMA 10 BEeMY YIACTKY;

4 - URQWILTPANNA W OTEK KOXH (YTONINEHHE KOKHOH CKIATKM) DI HATHSHI WIH OTCYTCTBUM
aprTeNs;

5 - opuTeMa, BMpaKeHHAH MHQWIBTDALNA, OMATOBHE WIBIBICHHA (HEKDO3), BOIMOKHEL
TeMopparHH, 0GpasoBaRTe KOpOteK.

B mauew onbire — 0 Ganios, BiOf peaxiin Her. Tak 0Gpazow, STOT mITaMM He o6TatacT
atepreHE ecTRHEM.

Meerno-pasapaaiomee aelicrue: [pi BBEHHI HCCTEAYEMOIH KYBTYPS! B KOHBIOHKTHBY T3
Kpomkos B ose 1x10° KOE mabmonaiach caGas MOTOAHTETSHAR PEKINA B BT HIEKINT
COCY/IOB CKIIEPBI H POTORHIIEL C/HIHCTEIX BBULeI et B yriax rias. Ha BTopsie cyTki Habmonenwit
BHIICHA3ANHbIE SBICHIS Y BCEX KMBOTHBIX TTOTHOCTBIO KYHPOBATHCE H TIOCTCAYIONIHE 5 CYTOK
OTKIOEHHH OT (HIHONOTHUCCKOR HOMBI He abmonaiock. Takwy oGpazoM, Mecrexyesbiit
WTaMM He OOMAtGCT  MeCTHO-paiipmAouM AeicTiem. Mopdogormaeckme wivenenns
BHYTDEHHIX OrAMOB: DESY/STATH BCKDHITHA JKMBOTHBIX MOKAJATH: TEWCHE TEMHO-KPACHOTO
UBCTa, MOBEPXHOCTH Faikas. Jlerkite 10 CTPOCHHIO A0eH W oOBeMy OOBMHHIE, MOBEPXHOCTH
IIIKHE, IETKO OTACTSIOTCS YT OT JPYTA, CTIACK He OTMENEHO.

Cornacho cymectayiomedi wracendurammn mravmion (Metoxmieckne ykasanns [ locranopka
weeaezoBanii 1% oGocoBais TIIK IPOWSBOICTRERHBIX TITAMMOR H Ha OCHOBE TOTOBHX (JopM
nipenapaton B BoMIyXe paGouc somsy M.,1983) Janmas KyTbTypa PHRRIIEAWT K d-naccy
ONIACHOCTH, i € SBSETCS NATOTERHON 1S TETUIOKPOBHHIX OPAHH3MOB.

Hcele0BaMMS NATOTCRHOCT WITAMMA TIPOBOMATH B COOTBETCTRHH «MeTOmIsecKin
DEKOMEH AN K MOCTAHOBKE HCCTENOBANHH 110 OLIEHKe BHY/IEHTHOCTH UITAMMOB IpOTYTIEHTOB
MHKPOODFaHIIMOB, NDEIHAHATCHHEX JUIS TIOTYHCHMS NPOAYKTOB  MHMKPOGHOTOTHYECKOTO
cmesay (M.,1982), Meromreckix yxasammit «[1o aKcriepivenTansHoMy o6ocopaniio TIK
MHKPOOPTAHHIMOB-TIPOAYIIEHTOR 1 COTEPAGNIX WX TOTOBHIX (OPM MPEMaparoB B 0GbeKTax
npowsBOICTRERKOR W OKpy’aiomeli cpexsy (M,1993), Buprep M.O. «Crpasownmk 10
MHKPOGHOIOTHHECKHM H BHPYCOIOTHHECKHM MeToam Heeezonarmisy (M.,1982)

TIpH BHINOTHEHIN JKCTICPHMCHTOR HA HBOTHBIX PYKOBOICTROBHCH «[IDABIIANH TYMHHOTO
oGpautenys ¢ naGoparopw KwBoTHEND (CI1 Nel 045-73, 2003)
3AKTIONEHHE COCTARIEHO B COOTRETCTRHE MPEAOCTARTEHHOMY NACTIOPTY Ha LITAMM.

Cure, k6.0 I% Baiinamsos A1
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 1E IMIV

 NR 114520.1 Erwinia amylovora strain BC228 

 NR 113598.1 Erwinia amylovora strain NBRC 

 NR 118854.1 Erwinia amylovora strain ATCC 

 NR 116753.1 Erwinia amylovora strain CFBP 

 NR 116754.1 Erwinia pyrifoliae strain DSM 12163 

0.0002
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NR 0414551 Bacillus amyloliquefaciens strain NBRC 15535

NR 112685.1 Bacillus amyloliquefaciens strain NBRC 155635

NR 116022.1 Bacillus amyloliquefaciens strain BCRC 11601

NR 117946.1 Bacillus amyloliquefaciens strain MPA 1034

MB40

001
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 NR 029133.1 Lactobacillus pentosus strain 124-2 

 NR 113338.1 Lactobacillus plantarum strain NBRC 15891 

 NR 042394.1 Lactobacillus plantarum strain NRRL B-14768 

 NR 117813.1 Lactobacillus plantarum strain JCM 1149 

 M17

 NR 104573.1 Lactobacillus plantarum strain CIP 103151 
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