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ДоступныеДоступные методикиметодики длядля
тестированиятестирования растительныхрастительных

патогеновпатогенов

ИФАИФА
ПЦРПЦР
ГибридизацияГибридизация нуклеиновыхнуклеиновых кислоткислот
БиоиндикаторныеБиоиндикаторные тестытесты
ЭлектроннаяЭлектронная микроскопиямикроскопия
АнализАнализ клеточныхклеточных включенийвключений ((длядля
некоторыхнекоторых вирусоввирусов))
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ПреимуществаПреимущества ИФАИФА

УдобствоУдобство использованияиспользования
СтоимостьСтоимость
СкоростьСкорость
ДоступностьДоступность
УниверсальныйУниверсальный форматформат
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НедостаткиНедостатки ИФАИФА

НеспецифическаяНеспецифическая тканеваятканевая реакцияреакция
ВозможностьВозможность тестированиятестирования ограниченаограничена
наличиемналичием антителантител кк данномуданному патогенупатогену
ЗависимостьЗависимость свойствсвойств ии качествакачества антителантител
отот конкретнойконкретной партиипартии
НеНе всегдавсегда возможновозможно независимоенезависимое
подтверждениеподтверждение
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ПреимуществаПреимущества
использованияиспользования тестовтестов нана

основеоснове ПЦРПЦР

ШирокаяШирокая распространенностьраспространенность
ВысокаяВысокая чувствительностьчувствительность
ВысокаяВысокая специфичностьспецифичность
ОтсутствиеОтсутствие проблемпроблем сс неспецифическойнеспецифической
тканевойтканевой реакциейреакцией
ВысокаяВысокая скоростьскорость полученияполучения результатарезультата
анализаанализа
РезультатыРезультаты могутмогут бытьбыть подтвержденыподтверждены
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СравнениеСравнение чувствительностичувствительности
методовметодов ИФАИФА ии ПЦРПЦР--диагностикидиагностики

нана примерепримере карлавирусовкарлавирусов
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НедостаткиНедостатки использованияиспользования
тестовтестов нана основеоснове ПЦРПЦР

ВысокиеВысокие требованиятребования кк квалификацииквалификации
персоналаперсонала
ВозможноеВозможное наличиеналичие ингибиторовингибиторов ПЦРПЦР
ПроблемыПроблемы сс контаминациейконтаминацией
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ЭкспоненциальнаяЭкспоненциальная амплификацияамплификация
методомметодом ПЦРПЦР
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Симптомы заболевания вызываемые вирусом
шарки сливы на косточковых
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L 1          2          3          4          5           6       7          8          9          10        11       12          L

M 1          2          3          4          5           6       7          8          9          10        11       12       M

Gel 1

Gel 2

Оптимизация ПЦР-диагностики потивирусов

Lane Sample
L 100bp Ladder
M 500bp Ladder
1. Healthy Scarlet O’Hara 
2. Sweet potato feathery mottle virus (SPFMV)

FMV-C Common Strain 
3. Sweet potato feathery mottle virus (SPFMV)

95-2 Russet Crack Strain 
4. Sweet potato virus G (SPVG) LSU-1 
5. Sweet potato virus G (SPVG) LSU-3 
6. Ipomoea vein mosaic virus (IVMV) LSU-2 
7. Ipomoea vein mosaic virus (IVMV) LSU-5   
8. Negative Potato Tubers 
9. PVV 
10. PVY-c 
11. Water RT Control
12. Water PCR Control

Method:
1. The samples in Gel 1 were run by using the primer set Poty-F1/Poty-R1. The test was performed by using a PCR profile containing the following conditions:

denature 94°C, 1 minute; annealing 45°C, 2 minutes; elongation 72°C, 4 minutes - 35 cycles.
The samples in Gel 2 were run by using the primer set Poty-F2/Poty-R2. The test was performed by using a PCR profile containing the following conditions:
denature 94°C, 1 minute; annealing 50°C, 2 minutes; elongation 72°C, 4 minutes - 35 cycles.

Results:
1. In Gel 1, sample number 1 tested negative while the rest of the other samples tested positive for potyvirus(es) based on the Potyvirus Group RT-PCR Test.

In Gel 2, sample number 1 tested weakly positive while the rest of the other samples tested positive for aphid-transmitted potyvirus(es) based on the aphid-
transmitted Potyvirus RT-PCR Test.

2. Sweet potato feathery mottle virus (SPFMV), Sweet potato virus G (SPVG), and Ipomoea vein mosaic virus (IVMV) can now be 
added to the list of  pathogens that can be detected by using the Potyvirus Group primers.
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Уничтожение деревьев,
пораженных вирусом шарки сливы
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FLFLuorescentuorescent
AAmplificationmplification basedbased

SSpecificpecific
HHybridizationybridization

FLASHFLASH
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СхемаСхема детекциидетекции результатоврезультатов ПЦРПЦР вв
форматеформате FLASHFLASH
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ОсновныеОсновные стадиистадии детекциидетекции вв форматеформате
FLASHFLASH--ПЦРПЦР

1. 1. ВыделениеВыделение тотальнойтотальной ДНКДНК

2. 2. АмплификацияАмплификация

3. 3. ДетекцияДетекция ии анализанализ результатоврезультатов ((занимаетзанимает околооколо 1 1 минмин))
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Последствия, вызванные инфекцией
вирусом тристезы цитрусовых
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СимптомыСимптомы ожогаожога плодовыхплодовых
((ErwiniaErwinia amilovoraamilovora))
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Обнаружения генома бактерии
Erwinia amylovora, 

возбудителя ожога плодовых

М 1       2         3 

1 – ДНК из культуры клеток, зараженных
Erwinia amylovora

2 – ДНК из здорового растения
3 – ДНК из больного растения
М – 1 kb ДНК маркер

844 п.н

187 п.н



18

СимптомыСимптомы буройбурой ии
кольцевойкольцевой гнилигнили

картофелякартофеля ((Ralstonia Ralstonia 
solanacearumsolanacearum))

Бурая гнильКольцевая гниль



19

1. ДНК из стебля здорового картофеля
2. ДНК из стебля здорового картофеля (разведение 1:10).
3. ДНК из клубенька картофеля, ифицированного

Ralstonia solanacearum.
4.  ДНК из клубенька картофеля, ифицированного

Ralstonia solanacearum (разведение 1:10).
5. ДНК из бурых, одеревеневших стеблей картофеля,

инфицированного Ralstonia solanacearum
М – ДНК маркеры

1   2   3   4  5 М

300 п.н

200 п.н

Обнаружения генома бактерии
Ralstonia solanacearum, 

возбудителя бурой гнили картофеля
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SS. . triticitritici and and S.nodorumS.nodorum detection with detection with 
specific primers by gel electrophoresisspecific primers by gel electrophoresis

SS. . triticitritici 5/2125/212
SS. . triticitritici ВВ--7/2937/293
SS. . triticitritici ВВ--35/35/ЧИЧИ 44
SS. . triticitritici ВВ--885885
SS. . triticitritici 55--136136
SS. . triticitritici 55--9797
SS. . nodorumnodorum ВВ--28/28/КГЗКГЗ 88
SS. . nodorumnodorum NBCPNBCP--66--2929
SS. . nodorumnodorum NBONBO--110110
SS. . nodorumnodorum BB--88111111
SS. . nodorumnodorum NMONMO--111212
SS. . nodorumnodorum PP--88

SS. . triticitritici

SS. . nodorumnodorum

SS. . nodorumnodorum

SS. . triticitritici

SS. . TriticiTritici specific primersspecific primers

SS. . nodorumnodorum specific primersspecific primers
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FLASH based diagnostic
of Septoria tritici and Stangospora nodorum

Septoria tritici

Stangospora nodorum

specific fragment (blue)

internal control (green)
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FLASH-PCR detection of
Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus
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ГрибыГрибы родарода FusariumFusarium являютсяявляются широкошироко распространеннымираспространенными патогенамипатогенами, , 
поражающимипоражающими огромноеогромное количествоколичество разнообразныхразнообразных растенийрастений ии приносящиеприносящие

значительныйзначительный ущербущерб сельскохозяйственномусельскохозяйственному производствупроизводству. . НаиболееНаиболее
серьезнымисерьезными заболеваниемзаболеванием, , вызываемымвызываемым этойэтой группойгруппой грибовгрибов, , являетсяявляется фузариозфузариоз
зерновыхзерновых культуркультур. . ВредоносностьВредоносность заболеваниязаболевания проявляетсяпроявляется нене толькотолько вв прямыхпрямых
потеряхпотерях -- уменьшенииуменьшении урожаяурожая зерназерна, , ноно ии вв ухудшенииухудшении егоего качествакачества –– накоплениинакоплении
опасныхопасных микотоксиновмикотоксинов, , продуктовпродуктов жизнедеятельностижизнедеятельности грибовгрибов. . АктуальностьАктуальность

изученияизучения ии определенияопределения токсигенныхтоксигенных грибовгрибов ии продуцируемыхпродуцируемых имиими микотоксиновмикотоксинов
вв медицинемедицине ии агропромышленнойагропромышленной индустриииндустрии признанапризнана вово всемвсем миремире ии связанасвязана сс ихих

чрезвычайночрезвычайно ссерьезнойерьезной опасностьюопасностью длядля здоровьяздоровья человекачеловека ии сс//хх животныхживотных

ВВ РоссийскойРоссийской ФедерацииФедерации предельнопредельно допустимыедопустимые
концентрацииконцентрации нана содержаниесодержание фузариотоксиновфузариотоксинов введенывведены вв
1996 1996 годугоду ии имеютимеют максимальныемаксимальные значениязначения ((мгмг нана кгкг
зерновогозернового сырьясырья): ): ДОНДОН –– 1, 1, ТТ--2 2 токсинтоксин –– 0.1, 0.1, зеараленонзеараленон –– 1.0 1.0 
ии афлатоксинафлатоксин ВВ11–– 0.0050.005
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ГлавнымиГлавными факторамифакторами, , определяющимиопределяющими загрязнениезагрязнение зерназерна
микотоксинамимикотоксинами, , являютсяявляются степеньстепень заражениязаражения ии видовойвидовой составсостав
развивающихсяразвивающихся нана немнем грибовгрибов. . -- продуцированиепродуцирование токсиновтоксинов имеетимеет

выраженныйвыраженный видоспецифичныйвидоспецифичный характерхарактер . . 

ПоэтомуПоэтому, , анализируяанализируя комплекскомплекс патогеновпатогенов вв партиипартии зерназерна, , можноможно
прогнозироватьпрогнозировать, , какиекакие именноименно токсинытоксины могутмогут присутствоватьприсутствовать илиили
накопитьсянакопиться вв этомэтом зернезерне припри измененииизменении условийусловий храненияхранения подпод

воздействиемвоздействием биотическихбиотических илиили абиотическихабиотических стрессовстрессов. . 
МикологическийМикологический анализанализ зерназерна, , основанныйоснованный нана морфологическихморфологических

признакахпризнаках ии характерехарактере ростароста грибовгрибов, , требуеттребует достаточнодостаточно
длительногодлительного периодапериода временивремени, , высокойвысокой квалификацииквалификации ии

практическихпрактических навыковнавыков.  .  

ШтаммыШтаммы раиболеераиболее токсигенныхтоксигенных грибовгрибов родарода FusariumFusarium относятсяотносятся кк
тремтрем секциямсекциям: : DiscolorDiscolor ((F. F. graminearumgraminearum, F. , F. culmorumculmorum), ), 

SporotrichiellaSporotrichiella ((F. F. poaepoae, F. , F. sporotrichioidessporotrichioides, F. , F. llangsethiaeangsethiae, , FF. . 
tricinctumtricinctum) ) ии RoseumRoseum ((F. F. avenaceumavenaceum). ). ВидыВиды однойодной секциисекции сходнысходны попо

морфологическимморфологическим критериямкритериям ии профилямпрофилям продуцируемыхпродуцируемых
токсиновтоксинов ии, , следовательноследовательно, , часточасто ошибочноошибочно идентифицируемымидентифицируемым

микробиологическимимикробиологическими методамиметодами
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ПЦР-диагностика Fusarium spp.

F. graminearum

F. sporotrichioides

1. F.graminearum – g.91
2. F.graminearum – g.51
3. F.graminearum – g.29
4. F.graminearum – g.48
5. F.culmorum – c.9
6. F.culmorum – c.10
7. F.culmorum – c. 8
8. F.sporotrichioides – s.2
9. F.sporotrichioides – s.11
10. F.sporotrichioides – s.8
11. F. sambucinum
12. F.avenaceum
13. F.roseum
14. F.equseti
15. F.solani
16. F.sporotrichioides
17. F.graminearum
18. F.culmorum
19. F.nivale
20. water

F. culmorum

internal control

specific 
fragment
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Электрофореграмма результатов ПЦР ДНК различных
видов грибов Fusarium с праймерами к F. sporotrichioides

1-4 F. graminearum, 5-7 F. culmorum, 8-10 F. sporotrichioides,  
11-15 F. tricinctum, 16-20 F. poae, 21-26 F. avenaceum
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ПЦР в формате FLASH различных видов Fusarium с
праймерами к F. sporotrichioides
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АгроБиологический
(растения, животные)

Продовольственный
(резкое уменьшение запасов)

Экологический
(природа, водоемы и др.)

Биологический
(человек)

БиоТерроризмБиоТерроризм
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СредняяСредняя оценкаоценка мировыхмировых
потерьпотерь урожаевурожаев ии, , каккак

следствиеследствие, , продовольствияпродовольствия, , 
вызваннаявызванная болезнямиболезнями ии
насекомыминасекомыми, , вв 19861986 годугоду

оцениваетсяоценивается вв пределахпределах 48% 48% --
ии этоэто безбез всякоговсякого

БИОтерроризмаБИОтерроризма!!!!!!
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ГотовыеГотовые наборынаборы::
1. 1. RalstoniaRalstonia solanacearumsolanacearum
2. 2. ErwiniaErwinia amylovoraamylovora
3. 3. ClavibacterClavibacter michiganensismichiganensis subspsubsp. . 

ssepedonicusepedonicus
4. 4. PotatoPotato cystcyst nematodanematoda GloboderaGlobodera

rostochiensisrostochiensis
5. 5. Potato cyst nematoda Potato cyst nematoda Globodera Globodera 

pallidapallida
6. Potato virus Y  6. Potato virus Y  
7. Potato Virus X  7. Potato Virus X  
8. Potato Mop Top virus 8. Potato Mop Top virus 
9. Potato leaf roll virus  9. Potato leaf roll virus  

10. Potato virus S  10. Potato virus S  
11. Potato virus M  11. Potato virus M  
12. Potato virus A 12. Potato virus A 
13. 13. NematodaNematoda BursaphelenchusBursaphelenchus

mucronatusmucronatus
14. 14. NematodaNematoda BursaphelenchusBursaphelenchus

xylophilusxylophilus
15. Potato spindle tuber 15. Potato spindle tuber viroidviroid
16. 16. Plum pox virusPlum pox virus
17. Potato 17. Potato actinactin mRNAmRNA
18. 18. PantoeaPantoea stewartiistewartii subsp. subsp. stewartiistewartii (maize wilt)(maize wilt)
19. 19. Beet necrotic yellow vein virus (Beet necrotic yellow vein virus (RhizomaniaRhizomania))

ВВ процессепроцессе::

20. Septoria tritici 20. Septoria tritici 
21. 21. Stagonospora nodorum
22. Fusarium graminearum 22. Fusarium graminearum 
2233. . FusariumFusarium culmorumculmorum
2244. . FusariumFusarium sporotrichioidessporotrichioides
25. 25. DidymellaDidymella spp.spp.
26. 26. PhytophthoraPhytophthora infestansinfestans
27. 27. PectobacteriumPectobacterium carotovorumcarotovorum

subsp. subsp. CarotovorumCarotovorum
28. 28. PhomaPhoma sp.sp.
29. 29. ClavibacterClavibacter michiganensismichiganensis

subspsubsp. . MichiganensisMichiganensis
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Мобильная ПЦР-лаборатория
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