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Рассмотрены перспективы диагностики болезней древесных растений современными ме-
тодами молекулярной фитопатологии. Описан метагеномный подход, основанный на 
анализе комплекса возбудителей, включая непатогенную микрофлору. Предложено ис-
пользование мультикопийных универсальных локусов, характеризующихся некоторыми 
преимуществами при определении таксономической принадлежности инфекционных 
агентов в ходе молекулярно-фитопатологического анализа. 
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Одним из современных высокоэффектив-

ных методов диагностики и видовой иден-
тификации фитопатогенных микроорганиз-
мов является молекулярно-генетический 
анализ (Дьяков, 2001). К настоящему време-
ни ДНК-маркеры нашли свое широкое при-
менение и получили длительную апробацию 
при выявлении и профилактике инфекцион-
ных, врожденных и онкологических заболе-
ваний. Несмотря на явные преимущества 
ДНК-маркеров перед остальными группами 
методов фитопатологического анализа (та-
кими как ранняя диагностика болезней, точ-
ность определения и быстрота выполнения 
анализов и др.), работа с древесными видами 
характеризуется определенной спецификой, 
учет которой в большинстве случаев опреде-
ляет успешность диагностики патогенов 
(Падутов, 2007). При этом выбор оптималь-
ной стратегии анализа необходим для каждо-
го элемента диагностики: отбора проб, вы-
бора маркерных регионов ДНК и метода их 
исследования. 

Метагеномный анализ. Общие принципы 
диагностики возбудителей инфекционных за-
болеваний сводятся к выявлению генетичес-
кого материала патогена в тканях хозяина 
(Дьяков, 2001). Однако большинство фитоза-

болеваний древесных растений имеет комп-
лексную природу и ассоциировано не с одним 
возбудителем, а с мультивидовым комплек-
сом, включающим патогенную, условно-па-
тогенную и сапрофитную микрофлору. По-
лучаемые данные о видовом и количествен-
ном составе ассоциаций микроорганизмов 
при непосредственной оценке в условиях in 
planta являются более точными по сравне-
нию с косвенной молекулярно-генетической 
диагностикой через стадию получения чис-
тых культур изолятов патогенов (Дьяков, 
2001). Аналогичным базисным принципом 
характеризуется анализ и потенциальных ис-
точников инфекции: почвы, воды, воздуха, 
соскобов, пыли, растительных остатков и др. 
Следует отметить, что исходя из методоло-
гических принципов анализа непосредствен-
но в ходе типирования производится разде-
ление ассоциации на отдельные виды с по-
следующей их идентификацией и оценкой 
долевого участия индивидов в микрофлоре. 
Поэтому изучение комплексных сообществ 
является более трудоемким по сравнению с 
исследованием олиговидовых ассоциаций. 

Для изучения ассоциаций патогенов наи-
более достоверен метагеномный подход, при 
котором анализируются материалы, полу-
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ченные в результате одновременного диаг-
ностирования генов и геномов всех микроор-
ганизмов, представленных в инфицирован-
ном образце (Charles, 2010). Основными от-
личиями при использовании метагеномного 
подхода являются учет и количественная 
оценка некультивируемых в искусственных 
условиях, имеющих выраженную специали-
зацию к живым тканям микроорганизмов на-
ряду с культивируемыми. 

Как показали многочисленные молеку-
лярно-фитопатологические исследования, в 
большинстве случаев растительные ткани 
вне зависимости от степени инфекционной 
нагрузки, несмотря на мультивидовой харак-
тер выявляемых ассоциаций, характеризуют-
ся наибольшим удельным весом какого-либо 
одного или нескольких доминирующих аль-
тернативных видов патогенной и условно-
патогенной микрофлоры (Баранов и др., 
2012). При этом для доминирующих инфек-
ционных агентов отмечаются устойчивые 
ассоциации, имеющие корреляцию с теми 
или иными видами заболеваний и характе-
ром поражения растений: единичные, очаго-
вые и эпифитотийные формы, что указывает 
на ведущую роль видовых сообществ, а не 
отдельных видов патогенов в развитии забо-
леваний растений. 

Использование универсальных локусов. 
За последние десятилетия для большого ко-
личества хозяйственно важных фитопатоге-
нов расшифрованы некоторые фрагменты их 
генома, в том числе и универсальные локусы 
рДНК и мтДНК (White, 1990). Преимущест-
вом универсальных локусов является их кон-
сервативность в пределах одного вида, что 
позволяет определять таксономическую при-
надлежность инфекции. В настоящее время 
нуклеотидные последовательности универ-
сальных локусов для различных видов пред-
ставлены в базах данных генных банков, и 
объем данной информации ежедневно по-
полняется (www.ncbi.nlm.nih.gov). Однако, 
несмотря на наличие электронного эталон-
ного ресурса для проведения видовой иден-
тификации, использование только представ-
ленной генетической информации в качестве 
основного критерия таксономического типи-

рования имеет ряд ограничений: для ряда 
видов лесных фитопатогенов информация в 
базе данных отсутствует или представлена в 
неполном объеме; некоторые депонирован-
ные образцы имеют спорное видовое обозна-
чение; представленная изменчивость изоля-
тов является индивидуальной и не отражает 
весь спектр внутривидового полиморфизма. 

В случае наличия в базе данных образцов 
близкородственных таксонов систематичес-
кое положение новых видов определяется по 
уровню генетического сходства (принадлеж-
ность к роду, семейству, порядку). В то же 
время проведение точной видовой иденти-
фикации невозможно. Также затруднительно 
и определение патогенного статуса выявляе-
мого микроорганизма. С данной целью в ка-
честве диагностических маркеров целесооб-
разно использование универсальных локу-
сов, детерминирующих факторы патогенно-
сти и вирулентности. При этом наличие тех 
или иных pat- и vir-локусов указывает на 
развитие тех или иных типов заболеваний и 
характер поражения растений. 

Использование мультикопийных локу-
сов. Выявление полной геномной ДНК ин-
фекционного агента – процедура довольно 
сложная, что связано с трудоемкостью полу-
чения препаратов нефрагментированных ну-
клеиновых кислот, с малыми количествами 
исследуемой ткани, с отделением ДНК хо-
зяина от ДНК паразита. Вследствие этого 
диагностику патогена проводят на основании 
анализа коротких (< 1 тыс. пар нуклеотидов) 
фрагментов генов или межгенных участков 
инфекционного агента. Кроме того, наи-
большей диагностической ценностью харак-
теризуются мультикопийные локусы (Tooley, 
1997). При этом мультикопийность может 
быть обусловлена как большим числом дуп-
лицированных фрагментов, имеющих клас-
терное или дисперсное распределение в 
ядерном геноме, так и расположением дан-
ных локусов в генетическом аппарате ДНК 
органоидов, представленных множествен-
ным числом. Так, использование внутренних 
транскрибируемых спейсеров рибосомаль-
ных генов в качестве диагностического мар-
кера (в каждой клетке в зависимости от вида 
микромицета содержится от  300 копий и бо-
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лее данных локусов) увеличивает разре-
шающую способность ПЦР-анализа, т. е. ве-
роятность выявления патогена при его низ-
кой концентрации в ткани. 

Стратегия отбора проб. Отбор проб для 
проведения молекулярно-генетических ис-
следований патогенов в основном совпадает 
с требованиями к проведению микробиоло-
гических исследований, однако отличается 
возможностью длительной консервации об-
разцов в фиксирующих растворах или путем 
заморозки. В случае оценки жизнеспособно-
сти биологических образцов патогена в каче-
стве генетического материала анализируют 
РНК, а не ДНК. Поскольку для анализа дос-
таточно малого количества биологического 
материала (2–3 мг тканей растений, 50–
100 мг образцов воды и почвы), существуют 
методические моменты, связанные с репре-
зентативностью образцов, которые могут 
быть отчасти решены за счет формирования 
средней пробы. 

Оценка титра патогена. Количествен-
ное определение содержания патогена в об-
разце проводится с помощью технологии 
ПЦР в реальном времени, микрочипов, циф-
ровой ПЦР (Падутов, 2007). Кроме того, 
анализ титра патогена используется и для 
оценки устойчивости и толерантности расте-
ний. Принцип анализа состоит в сравнитель-
ной оценке содержания в тканях растения 
чужеродной ДНК патогена по отношению к 
собственной ДНК растения среди различных 
инфицированных генотипов. Чем ниже это 
соотношение, тем генотип считается более 
устойчивым. 

Молекулярно-генетические особенно-
сти инфицированных тканей. Анализ мо-
лекулярно-генетических особенностей ин-
фицированных тканей растений может быть 
использован в качестве дополнительного 
способа диагностики фитозаболеваний. Так, 

изменение содержания хлДНК и мтДНК мо-
жет быть эффективным показателем патоге-
нетического статуса растений (Баранов и др., 
2013). Альтернативным вариантом диагнос-
тики болезней является анализ мультилокус-
ного профиля экспрессии растения-хозяина. 
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