
СИБИРСКИЙ ЛЕСНОЙ ЖУРНАЛ. 2014. № 4. С. 35–41 

 35

 

 ПРИМЕНЕНИЕ МЕТОДОВ  
МОЛЕКУЛЯРНОЙ ГЕНЕТИКИ ДЛЯ РЕШЕНИЯ  

 

 ФУНДАМЕНТАЛЬНЫХ И ПРИКЛАДНЫХ ЗАДАЧ  
ЛЕСНОЙ ЭНТОМОЛОГИИ И ФИТОПАТОЛОГИИ 

 

 
УДК 632.4: 630*165.3 
 

ПРИМЕНЕНИЕ МЕТОДОВ МОЛЕКУЛЯРНОЙ ГЕНЕТИКИ  
ДЛЯ АНАЛИЗА НАЛИЧИЯ ФИТОПАТОГЕНОВ В ЛЕСНЫХ 

НАСАЖДЕНИЯХ И ПИТОМНИКАХ РОССИЙСКОЙ ФЕДЕРАЦИИ 
 

© 2014 г.     Т. С. Алимова1, В. А. Сиволапов2, Н. А. Карпеченко2,  
О. К. Шишкина1, С. В. Пантелеев3, О. А. Ковалевич3 

1 Российский центр защиты леса 
141200, Московская обл., Пушкино, ул. Надсоновская, 13 

2 Филиал Российского центра защиты леса 
Центр защиты леса Воронежской области  

394000, Воронеж, ул. Ломоносова, 105 
3 Институт леса Национальной академии наук Беларуси  
Республика Беларусь, 246001, Гомель, ул. Пролетарская, 71 
E-mail: shok3011@yandex.ru, vladimir-sivolapov@yandex.ru,  

pukidesu@gmail.com, stasikdesu@mail.ru 
Поступила в редакцию 31.07.2014 г. 

 
Приведены результаты применения методов молекулярной генетики для анализа наличия 
фитопатогенов в лесных насаждениях и питомниках Российской Федерации, в том числе 
Ризины волнистой (Rhizina undulata Fr. 1815) и корневой губки (Heterobasidion annosum 
(Fr.) Breff 1889). Обсуждаются перспективы и преимущества использования ДНК-анализа 
для ранней диагностики заболеваний растений без выделения патогена в чистую культуру, 
сокращения сроков исследования, возможности проведения массовых обследований и др. 
 
Ключевые слова: фитопатогены, анализ ДНК фитопатогенов, Ризина волнистая (Rhi-
zina undulata Fr. 1815), корневая губка (Heterobasidion annosum (Fr.) Breff 1889), фузарио-
зы, фомозы, лесные насаждения, лесные питомники, Российская Федерация. 
 

ВВЕДЕНИЕ 
 

Применение анализа ДНК патогенов для 
фитопатологического мониторинга лесов 
чрезвычайно важно. Наличие или отсутствие 
патогена растений (грибы, бактерии, вирусы) 
в настоящее время может быть определено 
по анализу его ДНК без выделения в чистую 
культуру. Применение метода анализа ДНК 
патогена позволяет сократить сроки иссле-
дования с нескольких недель до 2–3 дней и 
избежать трудностей, связанных с выделени-
ем и выращиванием микроорганизмов, яв-
ляющихся облигатными паразитами. Для 
анализа ДНК в этом случае применяют ви-

доспецифические праймеры, которые сразу 
дают ответ: присутствует или отсутствует 
ДНК патогена в образце. Инфицирование 
может быть определено на самой ранней 
стадии, когда внешне оно еще никак не про-
является. Это дает возможность применять 
меры борьбы с инфекциями в ранние сроки, 
когда они наиболее эффективны. В силу ско-
рости и высокой производительности метод 
анализа ДНК патогенов дает возможность 
массового обследования здоровых насажде-
ний с целью оценки перспективы их развития. 

Перспективы развития данного направле-
ния работы очень широки. С помощью ана-
лиза ДНК патогенов можно: 
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– проводить фитопатологический анализ 
насаждений на ранних стадиях развития ин-
фекции без выделения патогена в чистую 
культуру; 

– определять наличие фитопатогенов в 
почве при подготовке посадочных площадей 
(использовать в качестве экспресс-анализа) 
без выделения патогена в чистую культуру; 

– определять истинные границы распро-
странения инфекции при обнаружении очага 
поражения; 

– определять источник инфекции (вода, 
почва и др.) и количество патогенов (макси-
мально допустимую концентрацию для за-
ражения растений); 

– давать оценку эффективности карантин-
ных и санитарных мероприятий; 

– определять породный состав на зара-
женных территориях; 

– выявлять устойчивые и толерантные 
клоны древесных пород; 

– осуществлять мониторинг появления 
новых видов патогенов и гибридов (Баранов 
и др., 2010, 2012, 2013). 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

В питомниках для генетического анализа 
отбирали 20–30 пораженных растений в каж-
дой возрастной группе, в насаждениях – час-
ти пораженных растений на границе здоро-
вой и больной ткани, а также почву – слой 1–
10 см от поверхности, стерильно, 13 проб на 
гектар, «конвертом». Хранили образцы при 
температуре –20 С или в воздушно-сухом 
состоянии. 

За основу взяты методы анализа ДНК, 
описанные или разработанные в Институте 
леса НАН Беларуси (Падутов и др., 2007), 
которые в процессе отработки были частич-

но модифицированы. Выделение ДНК про-
водили модицированым СТАВ-методом. Для 
диагностики фитопатогенов использовали 
два типа праймеров: универсальные и видо-
специфические (табл. 1). 

В сомнительных случаях применялись и 
видоспецифические праймеры. 

Для постановки ПЦР использовали сле-
дующую реакционную смесь (на 1 образец, 
конечный объем 25 мкл): 10 х ПЦР буфер 
(100мМ трис-НСl, рН 9.2, 250 мМ KCl) – 
2.5 мкл, 25 мМ MgCl2 – 2.5 мкл, вода (ПЦР-
реагент) – 16 мкл, смесь 5 мМ нуклеотидтри-
фосфатов – 1 мкл, 10 мМ раствор каждого 
праймера – 1 мкл, образец ДНК (40 нг/мкл) – 
1 мкл, Taq ДНК-полимераза (1 ед./мкл) – 
1 мкл или (с использованием смеси 2-blue): 
смесь 2-blue – 10 мкл, вода деионизирован-
ная – 10 мкл, смесь 5 мМ нуклеотидтрифос-
фатов – 1 мкл, 10 мМ раствор каждого прай-
мера – 1 мкл, образец ДНК (40 нг/мкл) – 1 мкл, 
Taq ДНК-полимераза (1 ед./мкл) – 1 мкл. 

Режим амплификации: 
1-й этап (1 цикл). Денатурация. t = 15 мин, 

T = 95 С. 
2-й этап (37 циклов). Денатурация. t = 15 с, 

T = 95 С. Отжиг. t = 20 с, T = 55–65 С. 
Элонгация. t = 40 с, T = 72 С. 

3-й этап (1 цикл). Элонгация. t = 4 мин, 
T = 72 С. 

4-й этап (1 цикл). Охлаждение реакцион-
ной смеси. t = 5 мин, T = 4 С. 

Ампликоны разделяли с помощью элект-
рофореза в 2%-м агарозном геле, визуализа-
цию продуктов производили путем окраши-
вания в растворе бромистого этидия. Нали-
чие патогена определяли по электрофорети-
ческой подвижности. В качестве контроля 
использовали плодовые тела патогенов или 
явно поврежденные ткани. При необходимо-
сти производили секвенирование по Сенгеру 
на генетическом анализаторе марки ABI 
Prism 310 и определение до вида с использо-
ванием программы BLAST. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 

Перспективы применения молекулярно-
генетических методов в лесной фитопатоло-
гии очень широки, поскольку они очень вы- 

Таблица 1. Универсальные праймеры для определе-
ния рибосомальной ДНК грибов-патогенов 

 

Локус 
Праймер, последовательность  

нуклеотидов 
ITS1 tcc-gta-ggt-gaa-cct-gcg-g  
ITS2 gct-gcg-ttc-ttc-atc-gat-gc 
ITS3 gca-tcg-atg-aag-aac-gca-gc, 
ITS4 tcc-tcc-gct-tat-tga-tat-gc, 

ITS 
(рДНК) 

ITS1 tcc-gta-ggt-gaa-cct-gcg-g  
ITS4 tcc-tcc-gct-tat-tga-tat-gc 
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сокопроизводительны, точны и не требуют 
особых условий для хранения и транспорти-
ровки образцов. В Институте леса НАН Бе-
ларуси проводится сравнительный анализ 
различных методов определения фитопато-
генов (табл. 2) (Баранов и др., 2013), из кото-
рого видно, что молекулярно-генетический 
метод является наиболее быстрым и точным 
как для качественного, так и для количест-
венного определения наличия патогена. 

За период 2010–2014 гг. в Московской об-
ласти обследовано 1700 га площадей, подго-
товленных для посадки, на наличие генети-
ческого материала корневой губки (табл. 3). 

Кроме того, обследовано 674 га террито-
рий в Московской области, пройденных по-
жарами в 2010 г., с целью отбора проб почвы 
для определения наличия генетического ма-
териала Ризины волнистой (Rhizina undulata 
Fr.). Одновременно эти образцы протестиро-
ваны на наличие генетического материала 
корневой губки. 

Р. волнистая вызывает гибель саженцев в 
течение первых трех лет после посадки, если 
лесовосстановление проведено в первый год 
после пожара. 

Результаты обследования территорий, 
пройденных пожарами в 2010 г., на наличие 

 
Таблица 3. Результаты анализа образцов почвы площадей, подготовленных под посадки 2012–2014 гг., на на-
личие генетического материала корневой губки (H. annozum (Fr.) Breff 1889) 
 

№ 
п/п 

Место отбора проб 
Частота встречаемости 
генетического материа-
ла корневой губки, % 

1 Московское учебно-опытное лесничество учебно-опытное участковое лес-
ничество (бывшее Пушкинское), кв. 143, л/к ели, пл. 16 га, посадка в 
2013 г. 

25.0 

2 Московское учебно-опытное лесничество, Фряновское участковое лесни-
чество, кв. 34, вырубка, пл. 13,2 га 

4.5 

3 Московское учебно-опытное лесничество, Красноармейское участковое 
лесничество, кв. 13, л/к ели – 16 га, л/к сосны – 6,4 га, вырубка с нарезан-
ными бороздами, пл. 12 га 

2.5 

4 Московское учебно-опытное лесничество, Фряновское участковое лесни-
чество, кв. 31, смешанные культуры дуб и ель, пл. 18 га, посадка 8 мая 
2012 г. 

5.8 

5 Ногинское лесничество, Электрогорское участковое лесничество, кв. 29, 
47, 51, 52, 55 – пл. 209,6 га 

32.0 

6 Орехово-Зуевское лесничество, Ильинское участковое лесничество, кв. 7, 
пл. 49,5 га 

85.5 

7 Орехово-Зуевское лесничество, Зуевское участковое лесничество, кв. 23–
28, пл. 199,7 га 

61.7 

8 Ногинское лесничество, Большедворское участковое лесничество, кв. 26, 
33, пл. 46,4 га 

52.9 

9 Орехово-Зуевское лесничество, Зуевское участковое лесничество, кв. 91, 
пл. 50 га 

50.9 

10 Орехово-Зуевское лесничество, Губинское участковое лесничество, кв. 34, 
35, пл. 106,2 га 

19.3 

11 Орехово-Зуевское лесничество, Городищенское участковое лесничество, 
кв. 68, 69, 83–85, пл. 62,5 га  

20.5 

12 Луховицкое лесничество, Чернореченское участковое лесничество, кв. 50, 
пл. 98 га 

28.1 

13 Луховицкое лесничество, Белоомутское участковое лесничество, кв. 19, 
пл. 100,1 га 

46.3 

14 Луховицкое лесничество, Чернореченское участковое лесничество, кв. 50, 
пл. 98 га 

28.1 
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генетического материала Р. волнистой и 
корневой губки: 

– Ногинское лесничество, Электрогорское 
участковое лесничество Московской облас-
ти, кв. 56–58, общая площадь 230.5 га. Час-
тота встречаемости Р. волнистой 53.5 %, кор-
невой губки – 28.5 %. 

– Орехово-Зуевское лесничество, Зуев-
ское участковое лесничество Московской 
области, кв. 23–26, общая площадь 219.7 га. 
Частота встречаемости Р. волнистой 36.0 %, 
корневой губки – 8.0 %. 

– Орехово-Зуевское лесничество, Куров-
ское участковое лесничество Московской 
области, кв. 31, 32, общая площадь 34.0 га. 
Частота встречаемости Р. волнистой 22.0 %, 
корневой губки – 21.0 %. 

– Орехово-Зуевское лесничество, Абра-
мовское участковое лесничество Московской 
области, кв. 4, общая площадь 36.0 га. Часто-
та встречаемости Р. волнистой 36.0 %, кор-
невой губки – 8.0 %. 

– Орехово-Зуевское лесничество, Куров-
ское участковое лесничество Московской 
области, кв. 4, общая площадь 72.2 га. Часто-
та встречаемости Р. волнистой 62.0 %, кор-
невой губки – 59.0 %. 

– Виноградовское лесничество, Раменское 
участковое лесничество Московской облас-
ти, кв. 51, 58 общая площадь 82 га. Частота 
встречаемости Р. волнистой 86.0 %, корне-
вой губки – 19.0 %. 

 
Способность Р. волнистой паразитировать 

на корнях хвойных стала известна в Европе 
еще в конце прошлого века, но до сих пор 
полностью не исследована. Гриб может по-
ражать саженцы и деревья в возрасте 20–
50 лет многих видов хвойных, например со-
сны, лиственницы. Ризина развивается как 
паразит на корнях преимущественно после 
разжигания костров или сжигания древесных 
остатков, на местах лесных пожаров, по-
скольку прогревание почвы под действием 
огня стимулирует развитие этого гриба. Ас-
коспоры паразита выбрасываются из апоте-
циев в июле–сентябре и вымываются дождем 
в почву. При лесных пожарах и у костров 
многие из них погибают. Однако в зоне с 
температурой 38–45 °С аскоспоры подвер-

гаются тепловому шоку и активно прораста-
ют. Развивающийся мицелий заселяет корни 
живых деревьев до развития конкурентной 
микрофлоры. Здесь играет роль и частичная 
стерилизация почвы огнем. В дальнейшем 
инфекция может передаваться от дерева к 
дереву, вызывая их заболевание и гибель. В 
хвойных лесах развитие болезни наблюдает-
ся преимущественно вокруг старых костров. 
Сильно поражаются саженцы (их гибель 
иногда доходит до 100 %). Характерная чер-
та этой болезни – стремительное развитие. 
Она внезапно появляется, в течение несколь-
ких лет (обычно 5–6) нарастает, вызывая 
массовое усыхание деревьев, а потом мед-
ленно утихает (Сидорова и др., 1976). 

После лесных пожаров Р. волнистая разви-
вается в больших количествах, особенно на 
песчаной почве и хорошо освещенных местах. 

Гибель саженцев при восстановлении леса 
в первый год после пожаров – явление ши-
роко известное. Для определения роли 
Р. волнистой в данном процессе мы заложи-
ли пробные площади на участках, восста-
новленных осенью 2011 г., в первый год пос-
ле пожара, возле с. Бояркино Раменского р-
на Московской обл. Провели весенние и 
осенние обследования пробных площадей на 
наличие в корнях погибших растений и поч-
ве вокруг них генетического материала 
Р. волнистой. В мае 2012 г. гибель сеянцев 
сосны составила 10 %, генетический матери-
ал Р. волнистой обнаружен в 50 % случаев, в 
сентябре 2012 г. гибель сеянцев сосны (об-
щая) составила 25 %, генетический материал 
Р. волнистой обнаружен в 95 % случаев, в 
2013 г. (весной) гибель сеянцев составила 
40 %, генетический материал Р. волнистой 
на корнях – 95 % случаев, осенью – гибель 
50 %, Р. волнистая – 100 %. Однако на вто-
рой год обследования осенью генетический 
материал Р. волнистой в почве уже не опре-
делялся и обнаружен только на корнях по-
гибших растений. 

Таким образом, можно сделать вывод, что 
восстановление лесов в первый год после 
пожаров нецелесообразно, половина сеянцев 
погибает в результате поражения Р. волнис-
той, причем процесс гибели продолжается в 
течение нескольких лет. 



Т. С. Алимова, В. А. Сиволапов, Н. А. Карпеченко, О. К. Шишкина, С. В. Пантелеев, О. А. Ковалевич 

 40

Проведено определение степени заражен-
ности 20-летних культур ели корневой губкой 
(Московская обл., Дмитровское лесничество, 
Пантюхинское участковое, 45.8 га). Ее гене-
тического материала не обнаружено. Иссле-
довано 284 образца, сделано 1128 анализов. 

В рамках выполнения работ по Комплекс-
ной программе «БИО-2020» в ФБУ «Росле-
созащита» нами составлен план фитосани-
тарного обследования питомников по всей 
территории РФ до 2020 г. К настоящему 
времени проведен мониторинг на 175 га лес-
ных питомников Московской и Липецкой 
областей. Показано, что наиболее часто ги-
бель сеянцев происходит в результате пора-
жения различными видами патогенного гри-
ба Phoma sp. (фомозы), а не видами рода 
Fusarium sp. (фузариозы), шютте и др., как 
считалось ранее. 

Так, в результате фитосанитарного обсле-
дования Яманского лесного питомника Гря-
зинского лесничества Липецкой области и 
генетического анализа сиквенса ПЦР-про-
дукта получена следующая нуклеотидная 
последовательность: 

«ctacctgatccgaggtcagagtgtaaaaaagtacttttgg
acgtcgtcgttatgagtgcaaagcgcgagatgtactgcgctcc
gaaatcaatacgccggctgccaattgttttgaggcgagtctac
gcgcagaggcgagacaaacacccaacaccaagcagagcttg
aaggtacaaatgacgctcgaacaggcatgccccatggaatac
caaggggcgcaatgtgcgttcaaagattcgatgattcactgaa
ttctgcaattcacactacttatcgcatttcgctgcgttcttcatcg
atgccagaaccaagagatccgttgttgaaagttgtaactatta
agttttttcagacgctgattgcaactgcaaat», которая 
идентифицирована с помощью программы 
BLAST в GenBank NCBI как Phoma pomorum. 

Из полученной партии инфицированных 
сеянцев 75 %, здоровых – 25 %. 

В лесных питомниках патоген Phoma po-
morum вызывает заболевание фомоз (сухую 
гниль) посадочного материала хвойных по-
род. Заражение растений данным патогеном 
происходит в основном в период переувлаж-
ненности почвы через хвою, контактирую-
щую с землей. Затем патоген распространя-
ется вдоль по стеблю и вызывает гибель вер-
хушечной почки растения. На начальном 
этапе развития болезни поражаются пре-
имущественно ослабленные сеянцы и са-

женцы, а в случае массовой вспышки пато-
гена – и здоровый посадочный материал. 

Внешнее проявление болезней, вызывае-
мых данным грибом, сводится к пожелтению 
и усыханию хвои (шютте), что зачастую при 
непосредственной визуальной оценке приво-
дит к ошибочной постановке диагноза обык-
новенное шютте сосны (вызывается грибом 
Lophodermium pinastri) или ели (вызывается 
грибом Lirula macrospora). 

Аналогичные данные получены несколько 
ранее и белорусскими коллегами (Баранов и 
др., 2013). 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

Применение методов молекулярно-гене-
тического анализа позволяет быстро и точно 
проводить диагностику заболеваний расте-
ний в лесных насаждениях и питомниках. 
Внедрение этих методов в практику лесного 
хозяйства России позволит сохранять леса, 
успешно применяя меры борьбы с болезнями 
на самых ранних стадиях развития инфек-
ции, когда эти меры наиболее эффективны. 
Производительность и относительно невы-
сокая стоимость анализов позволяют прово-
дить массовые обследования, ранняя диагнос-
тика – делать прогноз развития насаждений 
по степени их зараженности, а также опреде-
лять истинные границы очага поражения и 
источник заражения. Обследования, прове-
денные в Московской и Липецкой областях, 
это подтверждают. 

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ 

Баранов О. Ю., Падутов В. Е., Пантеле-
ев С. В. Молекулярно-генетическое марки-
рование патогенеза лесных древесных ви-
дов // Вес. Нац. акад. навук Беларусi. Сер. 
бiял. навук. Прилож. к журналу «Моло-
дежь в науке – 2009». 2010. № 4. С. 10–12. 

Баранов О. Ю., Ярмолович В. А., Пантеле-
ев С. В., Купреенко Д. Г. Молекулярно-ге-
нетическая диагностика грибных болезней 
в лесных питомниках // Лесн. и охот. хоз-
во. 2012. № 6. http://scholar.google.com/ 

Баранов О. Ю., Ярмолович В. А., Пантеле-
ев С. В. Молекулярно-генетические осо-



Применение методов молекулярной генетики  
для анализа наличия фитопатогенов в лесных насаждениях и питомниках Российской Федерации 

 41

бенности пораженных шютте тканей хвои 
сеянцев ели европейской // Современное 
состояние и перспективы охраны и защи-
ты лесов в системе устойчивого развития: 
мат-лы Междунар. науч. конф. // Институт 
леса НАН Беларуси. 2013. С. 63–66. 

Падутов В. Е., Баранов О. Ю., Воропаев Е. В. 
Методы молекулярно-генетического ана-
лиза. Минск: Юнипол, 2007. 176 с. 

Сидорова И. И. Класс Аскомицеты (Ascomy-
cetes) // Жизнь растений. В шести т. / Под 
ред. чл.-кор. АН СССР, проф. А. А. Федо-
рова. Т. 2 под ред. проф. М. В. Горленко. 
М.: Просвещение, 1976. 479 с. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/ 
http://www.forestpests.org/nursery/phomablight.

html 

 
 

Molecular Genetic Methods Implementation for Phytopathogen Identification  
in Forest Stands and Nurseries of the Russian Federation 

 
T. S. Alimova1, V. A. Sivolapov2, N. A. Karpechenko2,  
O. K. Shishkina1, S. V. Panteleev3, O. A. Kovalevich3 

1 Russian Centre for Forest Protection 
Nadsonovskaya str., 13, Pushkino, Moscow Region, 141200 Russian Federation  

2 Branch of the Russian Centre for Forest Protection 
Centre for Forest Protection of Voronezh Region 

Lomonosov str., 105, Voronezh, 394000 Russian Federation 
3 Institute of Forest, National Academy of Sciences of Belarus 

Proletarskaya str., 71, Gomel, 246001 Republic of Belarus 
E-mail: shok3011@yandex.ru, vladimir-sivolapov@yandex.ru,  

pukidesu@gmail.com, stasikdesu@mail.ru 
 

The results of the application of molecular genetics methods for the analysis of the plant 
pathogens present in forest plantations and nurseries of the Russian Federation, includ-
ing doughnut fungus and annosum root rot are presented. The prospects and benefits of 
using DNA analysis for early diagnosis of plant diseases without isolation of the patho-
gen in pure culture, shortening time of analysis, and the possibility of mass screening 
are discussed. 
 
Keywords: phytopathogens, DNA analysis of phytopathogens, doughnut fungus (Rhiz-
ina undulata Fr. 1815), annosum root rot (Henerobasidion annozum (Fr.) Breff 1889), 
fusariosis, phomosis, forest stands, nurseries, Russian Federation. 

 


