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ние технологии микроклонального размножения, 
поскольку данный способ получения посадочного 
материала позволяет в промышленном объеме полу-
чать генетически однородные, свободные от возбу-
дителей заболеваний микрорастения (рис. 1).

Независимо от того, что является целью лесо-
культурных работ – обычные лесные культуры берез 
или специализированные плантационные (рис. 2), 
для предотвращения возникновения и развития 
инфекции при выращивании посадочного мате-
риала (как семенного происхождения, так и веге-
тативно размноженного) наряду с соблюдением 
всех норм агротехнологии необходимо проведе-
ние оценки фитосанитарного состояния растений. 
Наиболее современными и перспективными спо-
собами диагностики и идентификации различных 
видов фитопатогенов выступают методы, основан-
ные на использовании технологии ДНК-анализа. 
В области фитопатологии их преимущества перед 
остальными группами методов заключаются в ран-
ней диагностике болезней, точности определения 
и быстроте выполнения анализов [2]. Особые досто-
инства их применения связаны с возможностью 
непосредственной оценки зараженности выращива-
емого материала, анализа эффективности проведе-
ния профилактических и защитных мероприятий, 
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Береза повислая (Betula pendula Roth) и береза 
пушистая (Betula pubescens Ehrh.) – одни из наиболее 
распространенных лесообразующих видов в Бела-
руси, занимающие 23,4% лесопокрытой площади [1]. 
Кроме их массового использования в лесовосстанов-
лении и лесоразведении в последнее время особое 
внимание уделяется селекционной работе по отбору 
и выведению форм с особыми хозяйственно цен-
ными признаками. Однако семенное размноже-
ние элитных деревьев и декоративных форм зача-
стую сопряжено со снижением уровня проявления 
или утратой в потомстве селектируемых призна-
ков вследствие их полигенной природы. Наиболее 
оптимальное решение данного вопроса – примене-
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(почвы, воды, насекомых и др.).

Одним из широко используемых фрагментов 
ДНК для проведения диагностики и видовой иден-
тификации микромицетов являются локусы рибо-
сомальной ДНК (рДНК) [3]. В первую очередь это 
связано с их мультикопийностью – в каждой клетке 
содержится от 50 и более копий данных локусов, что 
увеличивает разрешающую способность ПЦР-ана-
лиза, то есть вероятность выявления патогена при 
его низкой концентрации в ткани. Вторым поло-
жительным моментом выступает их консерватив-
ность в пределах одного вида, которая дает возмож-
ность определять таксономическую принадлеж-
ность инфекции. В-третьих, данные локусы хорошо 
изучены и их нуклеотидные структуры для разных 
видов широко представлены в генных банках, что 
также весьма важно для идентификации.

Проведенные широкомасштабные молекулярно- 
генетические исследования различных грибных 
организмов позволили установить консервативные 
области рДНК и на их основе разработать наборы 
универсальных праймеров для ПЦР-амплификации 
рибосомальных генов и межгенных спейсеров [4]. 
На основании особенностей нуклеотидной струк-
туры созданы способы видовой идентификации 
грибов без проведения предварительного секвени-
рования образцов – на основе электрофоретиче-
ской оценки размеров регионов ДНК, используе-
мых в качестве маркеров.

Следует отметить, что большинство предло-
женных протоколов проведения анализа не уни-
версальны и имеют ограничения при выполне-
нии фитопатологической диагностики различного 
типа. Так, использование в качестве ДНК-маркера 

межгенного спейсера (IGS) может быть ограничено 
при работе с патогенными базидиомицетами вслед-
ствие широкого диапазона варьирования данного 
региона и невозможностью амплификации локусов 
размером, превышающим 3 тыс. пар нуклеотидов 
(в частности, при анализе деградированных тка-
ней) [5]. SSCP-анализ не позволяет напрямую при-
бегать к данным нуклеотидной структуры локу-
сов, что, соответственно, сужает возможности элек-
тронных баз данных в качестве диагностикумов [6]. 
В случае работы в сложных условиях пробоподго-
товки и электрофоретического фракционирования 
возрастает вероятность возникновения методиче-
ских ошибок и получения разного рода артефак-
тов [7]. Кроме того, применение многокомпонент-
ных методик ограничивает возможности ДНК-мар-
кирования вследствие высокой себестоимости ана-
лизов и необходимости наличия соответствующей 
лабораторной базы.

В настоящей работе в качестве маркерных локу-
сов для анализа предложено рассматривать вну-
тренние транскрибируемые спейсеры ITS1 и ITS2, 
изменчивость которых с диагностической точки 
зрения информативна и достаточна для идентифи-
кации доминирующих видов патогенов. При этом 
внутривидовой полиморфизм, связанный с вари-
абельностью размера транскрибируемых спейсе-
ров микромицетов, практически отсутствует, что 
исключает получение ложноотрицательных резуль-
татов. Анализ размера ампликонов осуществляется 
в условиях денатурирующего полиакриламидного 
гель-электрофореза, что позволяет проводить видо-
вую идентификацию с применением стандартных 
ДНК-образцов (диагностикумов), а также исполь-
зовать материалы электронных баз данных.

НАУЧНАЯ ПУБЛИКАЦИЯ

Рис. 1. Микроклонально размноженный 
посадочный материал берез

Рис. 2. Лесные культуры берез
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68 Разработка метода ранней диагностики и иден-
тификации доминирующих грибных фитопато-
генов посадочного материала березы повислой 
и березы пушистой включала в себя следующие 
этапы исследований:
�	определение перечня доминирующих типов забо-

леваний посадочного материала берез, включая 
видовую идентификацию возбудителей;

�	анализ и установление видоспецифических осо-
бенностей (размера) маркерных регионов доми-
нирующих видов фитопатогенов;

�	описание предлагаемого способа диагностики 
и интерпретация получаемых результатов.
Посадочный материал берез с признаками раз-

личных типов поражения (рис. 3а, б) был собран 
в условиях закрытого и открытого грунта на терри-
тории Кореневской экспериментальной лесной базы 
Института леса НАН Беларуси и лесхозов Мини-
стерства лесного хозяйства Республики Беларусь.

В ходе фитопатологического мониторинга был 
определен доминирующий состав заболеваний, 
наносящих наибольший урон в условиях промыш-
ленного производства. Среди них можно выделить 
болезни листьев – охряную, бурую и черную пятни-
стость, мучнистую росу, ржавчину; побегов – некро-
тические и раковые патологии; корней и сосудистой 
системы – гниль, вилт [8]. Типы болезней устанав-
ливались на основании диагностируемой симпто-
матики в соответствии с общепринятой системой 
фитопатологического анализа [9]. Частоты встре-
чаемости различных типов заболеваний от общего 
числа инфицированных растений приведены 
в табл. 1.

Определение видового состава фитопатоген-
ных микромицетов было выполнено на основа-
нии молекулярно- генетических методов [10], кото-
рые использовались для идентификации грибов 
в условиях in planta. Для диагностики возбудите-

лей болезней в растительном материале отбира-
лись ткани на начальной степени поражения, что 
связано с меньшим содержанием сопутствующей 
сапротроф ной микрофлоры, усложняющей диагно-
стику. Все растительные образцы фиксировались 
в стерильных полипропиленовых пробирках, содер-
жащих 70%-ный спирт. В ходе пробоподготовки 
пораженные части растений извлекались из про-
бирок, тщательно промывались проточной водой, 
затем для дальнейшей обработки отделялись наи-
более типичные по форме поражения фрагменты. 
Выделение суммарной ДНК осуществлялось на осно-
вании модифицированного CTAB-протокола [10]. 
Полимеразную цепную реакцию проводили с помо-
щью ПЦР-смеси 2×DreamTaq™ Green PCR Master 
Mix (Thermo Fisher Scientific). Для секвенирования 
ампликонов использовался генетический анализа-
тор ABI Prism 310 (Life Technologies) в соответствии 
с рекомендациями компании- производителя. Видо-
вая идентификация последовательностей осущест-
влялась с применением онлайн- сервиса BLAST в базе 
данных GenBank NCBI.

В ходе молекулярно- генетического анализа 
в большинстве (>80%) инфицированных расти-
тельных образцов тканей были диагностированы 
мультивидовые спектры микромицетов. Несмо-
тря на наличие видовых ассоциаций, наибольшим 
количеством обычно характеризовался  какой-либо 
один или несколько видов грибов. В результате 
молекулярно- фитопатологического анализа был 
установлен видовой перечень доминирующих фито-
патогенных грибов, представленный 12 наименова-
ниями (табл. 2). При этом самые распространенные 
возбудители заболеваний встречались как в составе 
видовых ассоциаций (в превалирующем количе-
стве), так и по отдельности, что указывает на веду-
щую роль данных грибов в формировании патоге-
неза. В то же время оставшиеся минорные микро-
мицеты наблюдались нерегулярно и исключительно 
в составе сообществ. По результатам видовой иден-
тификации они относились к группам вторичных 
патогенов или сапрофитных грибов.

Анализ нуклеотидной структуры ампликонов 
для доминирующих фитопатогенов, получаемых 
в ходе ПЦР с использованием праймеров ITS1-ITS4 
и представленных регионом рДНК (18SRNA(фраг-
мент)-ITS1–5,8SRNA-ITS2–28SRNA(фрагмент)), 
показал, что все виды характеризуются уникаль-
ным нуклеотидным составом и размером маркерной 
области. При этом наибольшим уровнем варьирова-
ния размера ДНК-последовательностей характеризу-
ются внутренние транскрибируемые спейсеры ITS1 

Тип болезни Встречаемость, %

Мучнистая роса листьев 23,2

Ржавчина листьев 18,9

Вилт растений 14,6

Некроз побегов 11,5

Гниль корней 8,3

Рак побегов 6,9

Бурая пятнистость листьев 4,8

Охряная пятнистость листьев 5,7

Черная пятнистость листьев 5,2

Другие заболевания 0,9

Таблица 1. 
Встречаемость 
инфекционных 
типов заболева-
ний в изученном 
инфицированном 
посадочном 
материале 
березы повислой 
и березы 
пушистой
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и ITS2. Размеры гена 5,8S RNA и фрагментов генов 
18S RNA и 28S RNA различались в незначительной 
степени, а основные типы межвидовых отличий 
были связаны с нуклеотидными замещениями.

Исходя из полученных на предыдущих этапах 
исследований результатов, связанных с опреде-
лением перечня доминирующих видов фитопато-
генных микромицетов и их генетических харак-
теристик, был предложен следующий алгоритм 
молекулярно- генетической диагностики, основан-
ный на анализе длины маркерных локусов ITS1 
и ITS2 доминирующих фитопатогенов и позволя-
ющий проводить идентификацию микромицетов 
без дополнительной расшифровки нуклеотидной 
структуры и ее сопоставления с генетическими 
базами данных:
�	выделение суммарной ДНК из инфицированных 

растений сеянцев и саженцев березы;
�	ПЦР-амплификация суммарной ДНК с использова-

нием следующего сочетания праймеров: ITS1-ITS2 
(18SRNA-ITS1–5,8SRNA) или ITS3-ITS4 (5,8SRNA-
ITS2–28SRNA). В случае применения генетиче-
ских анализаторов каждый прямой праймер дол-
жен быть помечен флюоресцентным красителем;

�	электрофоретический анализ в денатурирую-
щем геле с использованием дискретной системы 
(не менее 1 нуклеотида) типирования;

�	видовая идентификация на основании сопостав-
ления длин ампликонов с данными, представлен-
ными в табл. 3.
ДНК-спектры посадочного материала берез в слу-

чае отсутствия грибной инфекции будут содер-
жать одну электрофоретическую зону – ампликон 
растения- хозяина, что связано с гомологией нуклео-
тидных последовательностей в местах отжига прай-
меров ITS1, ITS2, ITS3 и ITS4 (регионы генов 18S, 5,8S 
и 28S рРНК покрытосеменных растений). Так, раз-
мер фрагментов при использовании праймеров ITS1-
ITS2 будет составлять 299 пар нуклеотидов (п. н.), 

НАУЧНАЯ ПУБЛИКАЦИЯ

ITS3-ITS4–411 п. н. Данная диагностическая особен-
ность используется в качестве внутреннего контроля 
протекания ПЦР-реакции. Отсутствие электрофо-
ретической фракции растения- хозяина (Betula spp.) 
в ПЦР-спектре указывает на нарушение технологии 
молекулярно- фитопатологического анализа. В случае 
наличия инфекции ДНК-спектры образцов содержат 
более одной электрофоретической фракции, одна 
из которых представлена ДНК растения- хозяина (раз-
мер указан выше), остальные относятся к фитопато-
генной или сапрофитной инфекции. Идентификация 
того или иного вида фитопатогена устанавливается 
на основании наличия соответствующей ему зоны 
(табл. 3) в ПЦР-спектре образцов суммарной ДНК.

Типичные электрофоретические спектры инфи-
цированных образцов березы представлены на рис. 4. 
Для увеличения разрешающей способности метода 
рекомендуется проведение электрофоретического 

Таблица 2. Доминирующие виды фитопатогенов и их 
встречаемость в изученном инфицированном посадочном 
материале березы повислой и березы пушистой

Вид фитопатогена Тип болезни Встречаемость, %

Phyllactinia guttata Мучнистая роса листьев 13,2

Microsphaera betulae Мучнистая роса листьев 10,0

Melampsoridium botulinum Ржавчина листьев 18,9

Fusarium avenaceum Вилт растений 13,2

Nectria sp. Некроз побегов 4,1

Melanconium bicolor Некроз побегов 3,7

Phytophthora cactorum Некроз побегов 3,5

Pythium sp. Гниль корней 7,6

Botryosphaeria dothidea Рак побегов 6,2

Ophiognomonia intermedia Бурая пятнистость листьев 4,8

Sphaerulina betulae Охряная пятнистость  листьев 5,7

Alternaria alternata Черная пятнистость листьев 4,9

Другие виды Другие заболевания 0,9

Рис. 3. Листья берез с признаками поражения различного типа

А Б
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типирования образцов с применением ПЦР-продук-
тов, полученных с альтернативными сочетаниями 
праймеров: ITS1-ITS2 и ITS3-ITS4. Кроме того, име-
ется возможность мультиплексного анализа ампли-
конов, образованных с использованием различа-
ющихся по спектрам флюоресценции красителей 
меченых праймеров.

Представленный молекулярно- генетический метод 
типировки характеризуется быстротой выполнения 
(4–5 часов) и меньшей стоимостью (≈3 долл.) по срав-
нению с алгоритмами, использующими технологию 
секвенирования. Достоверность получаемых резуль-
татов видовой идентификации выше по сравнению 
с методами, основанными на применении видо-
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специфических праймеров, вследствие отсутствия 
кросс- амплификации. Данная технология видовой 
диагностики может быть применима как при работе 
с чистыми культурами изолятов патогенных грибов, 
так и при непосредственном анализе растительных тка-
ней и объектов окружающей среды (почва, вода и пр.). 
При этом в ходе анализа имеется возможность выяв-
лять и описывать не только отдельные виды, но и их 
сообщества, то есть осуществлять метагеномный под-
ход при анализе патогенетических состояний.

Таблица 3. Видоспецифические размеры (в п.н.) диагности-
ческих локусов (при использовании различных сочетаний 
праймеров) доминирующих фитопатогенных грибов 
посадочного материала березы повислой и березы 
пушистой 

Вид фитопатогена ITS1-ITS2 ITS3-ITS4

Sphaerulina betula Quaedvl., Verkley ex Crous 225 231

Ophiognomonia intermedia (Rehm) Sogonov 268 351

Alternaria alternata (Fr.) Keissl. 244 346

Phyllactinia guttata (Wallr.) Lev. 314 364

Botryosphaeria dothidea (Moug. ex Fr.) Ces. & De Not. 259 344

Microsphaera betulae Magn. 298 362

Melampsoridium betulinum (Pers.) Kleb. 328 406

Pythium sp. 298 633

Phytophthora cactorum (Leb. and Cohn) Schrоeter 295 602

Fusarium avenaceum (Fr.) Sacc. 233 355

Melanconium bicolor Nees. 270 349

Nectria sp. 217 348

Рис. 4. Электрофоретические спектры грибных ассоциаций 
инфицированных образцов березы повислой (сочетание 
праймеров ITS1-ITS2)

�� Summary. The data of the is presented. The technology allows to identify 
the entire spectrum of organisms in an experimental sample per one cycle, 
while separate study for each potentially contained component previously 
was required. An integrated approach is submitted as a method for early 
diagnosis of causative agents of the main fungal diseases during of silver 
birch (Betula pendula Roth) and downy birch (Betula pubescens Ehrh.) plants. 
It based on an estimation of the size of internal transcribed spacers (ITS1 
and ITS2) in the 18S-5.8S-28S rDNA gene cluster. Identification of the dom-
inant fungi species phytopathogenic for birch under in planta conditions is 
possible because of the the specificity of size of the rDNA operon internal 
transcribed spacers, which is constant for most micromycete species, as well 
as the possibility of electrophoretic analysis of the ITS1 and ITS2 loci.

�� Keywords: birch, fungal phytopathogens, ITS, metagenomic technology, 
phytopathological screening.
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