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Аннотация. В статье описывается метод полимеразной цепной реакции для диагностики фи-
топатогенов рода Pythium. В ходе работы по созданию тест-системы оптимизирован протокол экс-
тракции ДНК, подобраны праймеры, состав ПЦР-смеси и температурный режим реакции. ДНК экс-
трагировалась из образцов искусственного грунта, использованного для выращивания отобранных 
тепличных растений (томаты, огурцы); а также из вегетативных тканей, заражённых  мицелием 
Pythium. Литический раствор для выделения ДНК: 100 мМ Tris-HCI рН 8.0,  1.4 М NaCl, 20мМ 
EDTA, 1% PVP (поливинилпирролидон); 1% Nа2SО3, 2-меркаптоэтанол, СТАВ (цетилтриметилам-
моний бромид). После лизиса, пробы экстрагировались равным объемом фенола и хлороформа. 
Для проведения реакции амплификации был подобран оптимальный состав ПЦР-смеси: буфер – 
1x;  dNTP – 250 мкМ;  праймер 1 – 0,5 мкМ;  праймер 2 – 0,5 мкМ;  taq-полимераза – 5 единиц 
активности;  матрица – 10 % от объема ПЦР-смеси. Также подобран температурный режим ам-
плификации: I этап – 95°C, 2 мин. (денатурация ДНК), II этап – 95°C, 40 с (денатурация ДНК),  III 
этап – 60°C, 30 с (отжиг праймеров), IV этап – 72°C, 40 с (элонгация), (повторение циклов 2-4 – 35 
раз), V этап – 72°C, 2 мин (финальная элонгация). Для каждого молекулярного маркера была подо-
брана пара праймеров: ITS_F3 (прямой): TACGTAATGCGAATTGCAGAA и ITS _R2 (обратный): 
AGTCTTGTCTGATATCAGGTCCA; COI_F1 (прямой): GGTACTTTATATTTAATTTTTGGTGCTTT
TTC и COI_R2 (обратный): CCAATTAAAACAGGCATAACCAT. В результате проведённых иссле-
дований была создана ПЦР тест-система, состоящая из двух пар праймеров для двух генетических 
маркеров (COI и ITS), позволяющая по длине ампликонов выявить наличие или отсутствие пред-
ставителей рода Pythium в пробах. Система может  быть успешно применена в практике сельскохо-
зяйственных организаций для раннего выявления патогенов в тканях растений, в пробах воды, по-
чвы и искусственного грунта. Использование двух пар высокоспецифичных праймеров для разных 
молекулярных маркеров увеличивает достоверность результатов диагностики.

Ключевые слова: полимеразная цепная реакция (ПЦР), фитопатогены, Pythium.

© Мищенко А. В., 2017

Работа посвящена созданию тест-системы 
для выявления фитопатогенов грибковой при-
роды рода питиум (Pythium Pringsheim, 1858). 
Таксон включает виды, вызывающие ряд заболе-
ваний (корневая гниль сеянцев и взрослых расте-
ний, питиоз, выпревание сеянцев, черная ножка) 
многих сортов культурных растений [1]. Виды 
рода Pythium широко распространены на всех 
континентах земного шара. Многие представите-
ли причиняют большой вред сельскому, лесному 
хозяйствам и цветоводству, вызывая полегание и 
гибель растений в природе, парниках, теплицах 
и оранжереях, а также гниль сеянцев хвойных и 
лиственных пород в питомниках [2].  Некоторые 
представители этого рода наносят большой эконо-
мический урон сельскому хозяйству, вызывая раз-

личные заболевания более чем 80 видам высших 
растений (в т.ч. злаковым культурам, тыквенным, 
пасленовым, яблоням, грушам и др.).

Фитопатогены грозят большими потерями 
лесному и сельскому хозяйствам. Ежегодно от 
возбудителей болезней растениеводство теряет 
около 39,4 млн. т продукции, поэтому иденти-
фикация и диагностика так важны для сельского 
хозяйства. Постоянный и четкий контроль над 
фитосанитарным состоянием окружающей среды 
и сельскохозяйственных растений обеспечивает 
продовольственную и биологическую безопас-
ность урожая [3, 4].  

Традиционные методы диагностики заболева-
ний растений заключаются в диагностике по сим-
птомам, морфологии фитопатогена, с помощью 
цито-гистологического анализа. Определение за-
болевания вышеописанными способами требует 
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выполнения ряда условий, например, наличия яв-
ной симптоматики заболевания. Отсутствие при-
знаков на ранних стадиях развития инфекции на 
проростках, делает невозможным выявление за-
раженных растений до начала плодоношения, что 
значительно сокращает урожайность тепличных 
хозяйств. Определение болезни затрудняет боль-
шое число анализируемого материала и быстрое 
появление новых штаммов и рас [5, 6]. Методы 
диагностики фитопатогенов, называемые тради-
ционными, очень трудоемки, не всегда эффектив-
ны и часто дают некорректные результаты; отсюда 
вытекает необходимость в создании более эффек-
тивных и менее трудоемких методов диагностики. 
Одним из таковых является полимеразная цепная 
реакция (ПЦР) – метод, основанный на обнаруже-
нии в исследуемых образцах ДНК возбудителя, 
что позволяет при отсутствии симптоматики диа-
гностировать пораженные растения, провести ряд 
превентивных мер и выявить пути заражения [7, 
8, 9, 10, 11, 12, 13].   Несмотря на практическую 
значимость изучения питиоза и способов его ран-
ней диагностики, к настоящему времени нет апро-
бированной и достоверной ПЦР-тест-системы по 
его выявлению. 

МЕТОДИКА ЭКСПЕРИМЕНТА
В качестве материала для экстракции ДНК 

использовались образцы искусственного грунта, 
использованного для выращивания отобранных 
тепличных растений (томаты, огурцы); а так-
же вегетативные ткани, заражённые  мицелием 
Pythium.  Материал гомогенизировался в буфере 
для экстракции ДНК (100 мМ Tris-HCI рН 8.0,  1.4 
М NaCl, 20мМ EDTA, 1% PVP (поливинилпирро-
лидон); 1% Nа2SО3) с добавлением 2-меркаптоэ-
танола и СТАВ (цетилтриметиламмоний бромид). 
После лизиса, пробы экстрагировались равным 
объемом фенола и хлороформа. 

Для подбора праймеров использовались по 
три-четыре последовательности ДНК каждого 
вида Pythium, которые были взяты в базах данных  
GenBank [14]. Для подбора родоспецифичных 
праймеров анализировались последовательно-
сти нуклеотидов внешней группы: род фитофто-
ра (Phytophtora) и фузариум (Fusarium). Анализ 
фрагментов проводился в программе MEGA 6, 
выравнивание – с помощью программы Muscle; 
затем находились уникальные участки длиной 
20-35 нуклеотидов, максимально совпадающие с 
представителями рода питиум, и отличающиеся 
от внешней группы на 60-70%.  Подобранные та-

ким образом праймеры проверялись с помощью 
ресурса Integrated DNA Technologies [15] (темпе-
ратура плавления, анализ возможностей образова-
ния «шпилек» и праймер-димеров). 

Для проведения реакции амплификации был 
подобран оптимальный состав ПЦР-смеси: буфер 
– 1x;  dNTP – 250 мкМ;  праймер 1 – 0,5 мкМ;  
праймер 2 – 0,5 мкМ;  taq-полимераза – 5 единиц 
активности;  матрица – 10 % от объема ПЦР-смеси. 
Также подобран температурный режим амплифи-
кации: I этап – 95°C, 2 мин. (денатурация ДНК), 
II этап – 95°C, 40 с (денатурация ДНК),  III этап 
– 60°C, 30 с (отжиг праймеров), IV этап – 72°C, 40 
с (элонгация), (повторение циклов 2-4 – 35 раз), V 
этап – 72°C, 2 мин (финальная элонгация).

Результаты ПЦР оценивали при помощи элек-
трофоретического разделения нуклеиновых кис-
лот в 1% агарозном геле.  

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Для анализа были взяты виды питиума, па-

разитирующие на важных сельскохозяйственных 
культурах (томаты, огурцы и пр.). Для создания 
тест-системы использовались два молекулярных 
маркера. Первый – фрагмент, кодирующий пер-
вую субъединицу цитохром-с-оксидазы (COI); 
второй – транскрибируемый не кодирующий 
спейсер ядерной ДНК (ITS), который находится 
между генами, кодирующими субъединицы ри-
босом. Широкое использование данных маркеров 
обуславливает их изученность  и надежность [16]. 
Маркеры COI и  ITS являются достаточно вариа-
бельными для выявления межродовых различий, 
что позволяет использовать их для создания тест-
системы, однако следует отметить, что маркер 
ITS характеризуется сильным внутривидовым по-
лиморфизмом [17].  Для каждого молекулярного 
маркера была подобрана пара праймеров:  
ITS_F3 (прямой): 

5`TACGTAATGCGAATTGCAGAA 3`
ITS _R2 (обратный):

5` AGTCTTGTCTGATATCAGGTCCA 3`  
COI_F1 (прямой): 

5`GGTACTTTATATTTAATTTTTGGTGCTTTTTC 3`
COI_R2 (обратный):

5`CCAATTAAAACAGGCATAACCAT 3`
Сводные данные (длина, температура плавле-

ния, направление праймеров, длина ампликона) по 
представленным праймерам занесены в таблицу.

Для верификации специфичности сконструи-
рованных праймеров, их пары по каждому мар-
керу были протестированы с помощью ресурса 
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BLAST [18] на наличие похожих нуклеотидных 
последовательностей у других организмов. На 
рисунках 1-4 представлены схемы отжига подо-
бранных пар праймеров на представителях рода 
Pythium и на видах, в которых опцией BLAST 
были найдены похожие нуклеотидные последо-
вательности с указанием не комплементарных 
участков и длин ампликонов.

 Таблица 1.
Параметры праймеров для молекулярных маркеров COI и  ITS тест-системы для обнаружения патогенов рода 

Pythium 
Название  Кол-во нуклеотидов  Температура плавления  Направление  Длина ампликона  

ITS_F3  21  65.1оС  прямой   600 нуклеотидов  ITS_R2D  23  66.6оС  обратный  
COI_F1D  32  66.1оС  прямой  187 нуклеотидов  COI_R2D  23  64.5оС  обратный  

Как следует из рисунков 1-4, подобранные 
праймеры специфичны для рода питиум, и дан-
ные пары олигонуклеотидов могут использовать-
ся для создания тест-системы. Таким образом, 
при проведении реакции по двум маркерам, мож-

Рис. 1. Анализ специфичности праймеров 
(ITS_F3 и ITS_R2) молекулярного маркера ITS 
для представителей рода Pythium (некомплемен-
тарные участки выделены прерывистой линией) 

Рис. 2. Анализ специфичности праймеров  
(ITS_F3 и ITS_R2)  молекулярного маркера ITS 
для организмов с похожими последовательностя-
ми (некомплементарные участки выделены пре-
рывистой линией)

Рис. 3. Анализ специфичности праймеров 
(COI_F1 и COI_R2)  молекулярного маркера COI 
для представителей рода Pythium (некомплемен-
тарные участки выделены прерывистой линией)

Рис. 4. Анализ специфичности праймеров мо-
лекулярного маркера COI (COI_F1 и COI_R2) для 
организмов с похожими последовательностями 
(некомплементарные участки выделены прерыви-
стой линией)
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но по длине ампликонов определить специфич-
ность проведенной реакции; одновременное на-
личие, при детекции результатов ПЦР методом 
горизонтального гель-электрофореза, двух полос 
(для COI – длиной 187 пар нуклеотидов и для ITS 
– длиной около 600 пар нуклеотидов) является 
показателем наличия в пробе представителя рода 
Pythium. 

Для апробации праймеров было взято 10 проб, 
с каждой из которых была поставлена ПЦР на оба 
молекулярных маркера с градиентом температур 
отжига праймеров от 54,3оС до 61,9оС. При элек-
трофорезе обнаруживается большое количество 
фрагментов искомой длины в реакции на COI и 
ITS в пробах 2, 3, 8 и 10 (рисунок 5), что говорит 

об эффективности подобранных праймеров и па-
раметров ПЦР. 

При максимальных температурах в этой ре-
акции по маркеру COI наблюдается почти полное 
отсутствие неспецифичных фрагментов, а по ITS 
неспецифичные продукты амплификации при-
сутствуют при всех взятых в этой реакции тем-
пературах. Протокол ПЦР по маркеру ITS был 
оптимизирован с целью уменьшения количества 
неспецифичных продуктов. Для этого были выбра-
ны две пробы (№ 2 и 8) и проведена градиентная 
ПЦР с температурами отжига праймеров от 57,1оС 
до 63,7оС. При электрофоретической детекции ре-
зультатов прослеживается тенденция к уменьше-
нию неспецифичных фрагментов с увеличением 

Рис 5. Результаты электрофоретического разделения фрагментов COI и ITS Pythium после ПЦР с 
подобранными праймерами. Цифры под лунками соответствуют номерам взятых проб и температурам 
проведения реакции. Обозначения: М – маркер длин фрагментов; К – отрицательный контроль
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температуры (рисунок 6). Таким образом, опти-
мальной температурой отжига праймеров для ра-
боты данной тест-системы по макеру ITS является 
значение 63,7оС, а по региону COI – 60оС.

Несмотря на практическую значимость изуче-
ния питиума и способов его ранней диагности-
ки, к настоящему времени нет апробированной 
и достоверной ПЦР-системы по его выявлению. 
Известные работы носят лишь поверхностный ха-
рактер. Так, Ванг П. с соавторами [19] предлагает 
тест-системы из 20 прямых праймеров, которые в 
паре с универсальным обратным праймером ITS2 
(либо ITS4) позволяют идентифицировать 36 ви-
дов грибов рода Pythium. Также в статье указы-
вается, что специфичность реакции повышается 
с увеличением температуры отжига праймеров и 
уменьшением времени этого этапа реакции. Соз-
данная коллективом тест-система позволила вы-
явить наличие представителей этого рода фитопа-
тогенов в пробах почвы и тканях моркови. Среди 
этих видов можно выделить Pythium intermedium 
и P. violae, которые наносят значительный ущерб 
урожаю моркови в Норвегии. Анализ фотографий 
гель-электрофореза показал малое количество не-
специфичных фрагментов. Однако авторы отмеча-
ют низкую чувствительность своей тест-системы 
и связывают это с большим количеством копий 
маркера ITS в геноме [19].  

В результате проведённых исследований была 
создана ПЦР тест-система, состоящая из двух пар 
праймеров для двух генетических маркеров (COI 
и ITS), позволяющая по длине ампликонов выя-
вить наличие или отсутствие представителей рода 
Pythium в пробах. Система может  быть успешно 
применена  в практике сельскохозяйственных 
организаций для раннего выявления патогенов в 
тканях растений, в пробах воды, почвы и искус-
ственного грунта. Использование двух пар вы-
сокоспецифичных праймеров для разных моле-

Рис. 6. Результаты электрофоретического разделения фрагментов COI и ITS проб Pythium  № 2 и 8 
после ПЦР с подобранными праймерами. Цифры над лунками соответствуют номерам взятых проб и 
температурам проведения реакции. Обозначения: К – отрицательный контроль.

кулярных маркеров увеличивает достоверность 
результатов диагностики. Однако при проведении 
ПЦР необходимо учитывать, что о наличии пити-
ума в пробах можно утверждать только при по-
ложительных реакциях по обоим маркерам. Диа-
гностика фитопатогенов методом полимеразной 
цепной реакции поднимет борьбу с ними на но-
вый уровень, что в дальнейшем позволит не толь-
ко бороться с заболеваниями растений, но и кон-
тролировать качество посевного материала [20].

Исследование выполнено при финансовой поддержке 
РФФИ и Правительства Ульяновской области в рамках на-
учного проекта № 16-44-732017 "Разработка методов мо-
лекулярно-генетического скрининга жизнеспособности и 
наличия патогенов в клеточных культурах и коллекционных 
образцах редких и эндемичных видов растений Ульяновской 
области". 
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Abstract. The article describes the method of polymerase chain reaction for the diagnosis of phyto-
pathogens of the genus Pythium. During the work on creating the test system, the DNA extraction protocol 
was optimized, the primers, the PCR mixture composition and the reaction temperature were selected. DNA 
was extracted using phenol-chloroform. Samples were homogenized with plastic pestles in 1.5-mL Eppen-



ВЕСТНИК ВГУ, СЕРИЯ: ХИМИЯ. БИОЛОГИЯ. ФАРМАЦИЯ, 2018, № 3 89

Молекулярно-генетические методы

dorf-type tubes and incubated in a lytic solution (100 мМ Tris-HCI рН 8.0,  1.4 М NaCl, 20мМ EDTA, 1% 
PVP; 1% Nа2SО3, 2-mercaptoethanol, СТАВ (cetyltrimethylammonium-bromide). PCR protocol. Primers 
used were designed from the COI и ITS regions - ITS_F3 (forward): TACGTAATGCGAATTGCAGAA 
and ITS _R2 (reverse): AGTCTTGTCTGATATCAGGTCCA; COI_F1 (forward): GGTACTTTATATTTA-
ATTTTTGGTGCTTTTTC and COI_R2 (reverse): CCAATTAAAACAGGCATAACCAT. Reactions were 
performed in a volume of 20 µl containing: 10 mM PCR buffer 1X, 1.5 mM MgCl2, 250 µM each dNTPs, 
0.5 µM each primer, 5 U Taq DNA Polymerase, 3 µl extracted DNA. After 2 min denaturation at 95°C, the 
profile of amplification cycle was: 95°C × 40 sec, 60°C × 30 sec, 72°C × 40 sec, performed 35 times, and a 
final extension step at 72°C × 2 min. The PCRs were done using a SpeedCycler 2  (Analytik Jena). As a re-
sult of the studies, a PCR test system was created consisting of two pairs of primers for two genetic markers 
(COI and ITS), which allows to determine the presence or absence of representatives of the genus Pythium 
in the samples along the length of the amplicons. The system can be successfully applied in the practice of 
agricultural organizations, in water, soil and artificial soil samples. The use of two pairs of highly specific 
primers for different molecular markers increases the reliability of diagnostic results.

Keywords: polymerase chain reaction (PCR), phytopathogens, Pythium.
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