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МОЛЕКУЛЯРНАЯ ДИАГНОСТИКА  
И БИОЛОГИЧЕСКИЙ КОНТРОЛЬ 

ФИТОПАТОГЕННЫХ 
МИКРООРГАНИЗМОВ 



1. Быстрый рост численности населения мира 

2. Урбанизация населения, сокращение резервов 
наращивания сельскохозяйственного производства  

1997 

5 млрд. 

1999 

6 млрд. 

2011 

7 млрд. 9,1 млрд* 

2050 

3. Рост доходов населения → увеличение калорийности питания, 
ориентация на повышение качества и безопасности продуктов 

2014 -  
2050 
 

54% → 70%* 

 
46% → 30%* 

Обеспечение продовольственной безопасности – 
глобальная задача современности 

4. Изменение климата → снижение устойчивости 
сельскохозяйственного производства 

* По прогнозам экспертов 

Мировое производство продукции растениеводства к 2050 
году должно увеличиться на 70%* 
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Болезни растений приносят значительный 
экономический ущерб 

 По данным ФАО, ежегодное снижение урожая 
сельскохозяйственных культур от болезней  
достигает 20-40% 

 Потери, связанные с заболеваниями и снижением качества 
сельскохозяйственной продукции в процессе хранения, 
составляют 30–40% 

 Экономические потери от болезней растений превышают 
220 млрд долл. США в год 
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Быстрая и точная диагностика патогена – 
необходимое условие борьбы с болезнями растений 

 индивидуальный подбор эффективного средства защиты 
растений 

 

 предотвращение распространения патогена и развития 
эпифитотий 

 

 повышение продуктивности сельскохозяйственных 
культур и качества получаемой продукции 
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Методы диагностики  
фитопатогенных микроорганизмов 

По симптомам 
заболевания 

Культуральный метод ИФА-диагностика 

ПЦР-диагностика Преимущества: 
 Прямое обнаружение возбудителя по 

наличию его генетического материала 
 Высокая специфичность 
 Высокая чувствительность 
 Высокая производительность 
 Высокая скорость получения результата 

(4-5 ч) 

Тест-системы для ПЦР-диагностики: 
 ФИТОСКРИН («Синтол»)(Российская Федерация) 
 ООО «АгроДиагностика» (Российская Федерация) 
 Институт леса НАН Беларуси (Республика Беларусь) 
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Определение спектра и создание коллекции 
фитопатогенных микроорганизмов 

Фитопатогенные грибы Фитопатогенные бактерии 

Род, вид Болезнь растения 

Alternaria sp. альтернариоз (сухая 
пятнистость листьев)  

Botrytis cinerea серая гниль  

Cladosporium 
cladosporoides  

кладоспориоз  
(бурая оливковая 
пятнистость) 

Didymella bryoniae аскохитоз (черная 
стеблевая гниль) 

Fusarium sp. фузариоз (увядание, 
трахеомикоз)  

Plectosphaerella 
cucumerina 

пятнистость листьев  

Sclerotinia 
sclerotiorum 

белая гниль  

Род, вид Болезнь растения 

Clavibacter 
michiganensis 

бактериальный рак  

Pectobacterium 
carotovorum 

водянистая гниль 
плодов  

Pseudomonas 
corrugata 

некроз сердцевины 
(пустостебельность)  

Pseudomonas 
syringae 

бактериальная 
пятнистость  

Xanthomonas 
campestris pv. 
vesicatoria 

черная бактериальная 
пятнистость 

Agrobacterium 
tumefaciens 

корневой рак  
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Анализ геномов патогенов растений и дизайн  
таксон-специфичных праймеров 

Название 
праймера 

Целевой 
фитопатоген 

Диагностический 
локус 

Размер 
продукта, п.н. 

Alt-sp1F 
Alternaria sp. ITS 310 

Alt-sp1R 
BC-bot2-F 

Botrytis cinerea ген BcBOT2, кодирующий терпенциклазу 600 
BC-bot2-R 
CClad4F 

Cladosporium cladosporioides ITS 433 
Cclad4R 
DB17F 

Didymella bryoniae ген, кодирующий гипотетический белок 556 
DB17R 

Fus-F 
Fusarium sp. ITS 380 

Fus-R 
Pcuc1F 

Plectosphaerella cucumerina ITS 446 
Pcuc1R 
Ssaspr-F 

Sclerotinia sclerotiorum ген aspS, кодирующий аспартилпротеазу 588 
Ssaspr-R 
At-virD-F 

Agrobacterium tumefaciens 
ген virD, кодирующий компонент 

системы секреции IV типа 
1126 

At-virD-R 

Cm-celA-F 
Clavibacter michiganensis ген celA, кодирующий эндо-1,4-глюканазу 858 

Cm-celA-R 
Pc-pelB-F 

Pectobacterium carotovorum ген pelB, кодирующий пектатлиазу 452 
Pc-pelB-R 
rfi-chek-F 

Pseudomonas corrugata ген rfiA, кодирующий транскрипционный регулятор 1012 
rfi-chek-R 
Ps-flgL-F 

Pseudomonas syringae ген flgL, кодирующий флагеллин 329 
Ps-flgL-R 
Xc-hrpF-F7 Xanthomonas campestris pv. 

vesicatoria 
ген hrpF, кодирующий компонент 

системы секреции III типа 
573 

Xc-hrpF-R10 
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Проверка специфичности и чувствительности  
ПЦР-диагностики 

1 – отрицательный контроль;  
2 –  БИМ В-88; 3 – P. wasabiae БИМ В-90; 

4 – БИМ В-560, 5 – БИМ В-629,  
6 – БИМ В-631, 7 – 2.8, 8 – JN42, М – маркер  

Электрофореграмма продуктов ПЦР  
с праймерами Pc-pelB-F и Pc-pelB-R, 

специфичными к Pectobacterium carotovorum 

1 – отрицательный контроль, 2 – 102 гэ/мл, 3 – 103 гэ/мл,  
4 – 104 гэ/мл, 5 – 105 гэ/мл, 6 – 106 гэ/мл, 7 – исходный образец  

(8,19 • 107 гэ/мл), М – маркер 
Электрофореграмма продуктов ПЦР с праймерами  

Pc-pelB-F и Pc-pelB-R на матрице геномной ДНК  
штамма P. carotovorum БИМ В-88Д 

Применение разработанных праймеров и оптимизированных условий ПЦР 
обеспечивает высокую специфичность и чувствительность (103 гэ/мл) 

детекции фитопатогенных микроорганизмов целевого вида 

М – маркер; 1 – отрицательный контроль; 2 – B. cinerea 7; 
 3 – 5; 4 – 12; 5 – 14; 6 – 15;  7 –16 

Электрофореграмма продуктов ПЦР с праймерами 
DB17F и DB17R, специфичными к Didymella bryoniae  

М – маркер; 1 – отрицательный контроль; 2 – 102 гэ/мл;  
3 – 103 кп/мл; 4 – 104 гэ/мл; 5 – 105 гэ/мл; 6 – 106 гэ/мл;  

7 – 108 гэ/мл 
Электрофореграмма продуктов ПЦР с праймерами  

Fus-F и Fus-R на матрице геномной ДНК 
 F. oxysporum KO  
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Подбор методики выделения ДНК  
из биологического материала 

Выбранные методы: 
-из растений и семян – набор «Нуклеосорб-С» («Праймтех», 
Республика Беларусь) или ЦТАБ-метод; 
-из воды (поливочного раствора) – набор «Нуклеосорб-С» 
(«Праймтех», Республика Беларусь) после предобработки; 
-из почвы (корневого субстрата) - DNeasy PowerSoil Pro Kit («Qiagen»)  

Анализируемые параметры: 
 концентрация и чистота ДНК; 
 времязатратность и трудоемкость; 
 стоимость; 
 доступность 
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Оптимизация условий мультиплексной ПЦР для детекции 
фитопатогенных микроорганизмов 

Возбудители «гнилей» 

Томат: Botrytis cinerea,  
Sclerotinia sclerotiorum,  
Pectobacterium carotovorum 

Огурец: Botrytis cinerea,  
Sclerotinia sclerotiorum,  
Didymella bryoniae 
Pectobacterium carotovorum 

Возбудители «пятнистостей» 

Томат: Cladosporium cladosporioides,  
Alternaria sp.,  
Pseudomonas syringae, 
Xanthomonas campestris  
pv. vesicatoria 

Огурец: Plectosphaerella cucumerina 
Alternaria sp.,  
Pseudomonas syringae  
pv. lachrymans Возбудители «увяданий» 

Томат: Fusarium sp.,  
Clavibacter michiganensis,  
Pseudomonas corrugata 

Огурец: Fusarium sp. 

М – маркер, ОК – 
отрицательный контроль, 
2 – P. carotovorum,  
3 – P. syringae, 
4 – C. michiganensis, 
5 – X. campestris,  
6 – мультиплекс  
(P. carotovorum + 
P. syringae +X. campestris 
+ C. michiganensis) 

Электрофореграмма продуктов ПЦР с праймерами 
Pc-pelB-F/Pc-pelB-R, Ps-F/Ps-R, Cm-celA-F/Cm-celA-R,  

Xc-hrpF-F7/Xc-hrpF-R10 c ДНК фитопатогенных бактерий  

Бактериоз томата 

Pseudomonas syringae, 
Pectobacterium carotovorum, 
Clavibacter michiganensis, 
Xanthomonas campestris 

Выявление фитопатогенов 3-4 видов «в одной пробирке», высокая  
специфичность, чувствительность (103 гэ/мл), воспроизводимость анализа 
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Оптимизация условий ПЦР в реальном времени  
для детекции фитопатогенных микроорганизмов 

 
Методом ПЦР в режиме 
реального времени патогенные 
грибы и бактерии достоверно 
выявляются при исходных 
концентрациях матричной ДНК 
от 100 гэ/мл (например, 
патогенные грибы Pl. cucumerina, 
Alternaria sp., Fusarium sp., 
C. cladosporioides) до 106 гэ/мл 
(например, С. michiganensis). 
  

  

Накопление продуктов аплификации  
при проведении ПЦР в реальном времени 

с праймерами FusF / FusR,  
специфичными к Fusarium sp. 
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широкий спектр идентифицируемых 
фитопатогенных грибов и бактерий 

низкая стоимость в сравнении с зарубежными 
аналогами 

высокая специфичность, чувствительность и 
производительность анализа 

 

мультиплексный анализ: одновременная 
детекция 3-4 патогенов в «одной пробирке» 

 

сокращение времени и снижение стоимости 
фитопатологической экпсертизы  

Основные преимущества ПЦР-диагностикума 
возбудителей заболеваний огурца и томата  
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СПАСИБО ЗА ВНИМАНИЕ! 


