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РАЗРАБОТКА ПЦР ТЕСТ-СИСТЕМЫ  
ДЛЯ ВЫЯВЛЕНИЯ PYRENOPHORA TRITICI-REPENSIS

В последние годы наблюдается заметное расширение ареала и вредоносности желтой 
пятнистости листьев в Казахстане. Широкому распространению и повышенной вредоносности 
патогена способствует высокая адаптивная способность гриба. Идентифицировать вид гриба по 
симптомам проявления болезни на листьях растений и по морфологическим признакам конидий 
довольно сложно. Создание отечественных диагностических средств для выявления возбудителя 
желтой пятнистости пшеницы Pyrenophora tritici-repensis является актуальной задачей. Среди 
молекулярных методов наиболее удобным и оперативным является метод ПЦР диагностики. 
ПЦР позволяет обнаруживать грибковую ДНК еще до того, как физиологические симптомы 
становятся видимыми на растительной ткани. Целью данной работы является разработка ПЦР 
тест-системы для диагностики желтой пятнистости пшеницы.

В результате проведенных исследований, были подобраны и синтезированы видоспецифичные 
праймеры для выявления возбудителя желтой пятнистости пшеницы, оптимизированы условия 
постановки ПЦР: состав реакционной смеси и температурно-временной режим. Определена 
специфичность и чувствительность тест-системы. Разработанная тест-система показала довольно 
высокую специфичность и позволяет выявлять нуклеиновую кислоту патогена в исследуемых 
образцах в количестве 2,6 пг. Данная тест-система может быть использована для оперативного 
обнаружения ДНК патогена в пробах. 

Ключевые слова: желтая пятнистость, ПЦР, специфичность, чувствительность, диагностика.
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Development of pcr test system  
for Pyrenophora tritici-repensis detection 

In recent years, there has been a noticeable expansion of the range and severity of the tan spot 
in Kazakhstan. The high adaptive ability of the fungus contributes to the wide spread and increased 
harmfulness of the pathogen. It is quite difficult to identify the species of fungus by the symptoms of the 
manifestation of the disease on the leaves of plants and by the morphological features of conidia. The 
creation of domestic diagnostic tools to identify the causative agent of wheat tan spot Pyrenophora trit-
ici-repensis is an urgent task. Among molecular methods, the most convenient and operational method 
is PCR diagnostics. PCR makes it possible to detect fungal DNA even before physiological symptoms 
become visible on plant tissue.

The aim of this work is to develop a PCR test system for the diagnosis of wheat tan spot. 
As a result of the studies, species-specific primers were selected and synthesized to identify the causative 
agent of wheat tan spot, the conditions for PCR formulation were optimized: the composition of the 
reaction mixture and the temperature and time regime. The specificity and sensitivity of the test system 
was determined. The developed test system showed rather high specificity and allows detection of the 
pathogen nucleic acid in the samples under study in the amount of 2,6 pg. This test system can be used 
for the rapid detection of pathogen DNA in samples.

Key words: tan spot, PCR, specificity, sensitivity, diagnosis.
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Қазақстан Республикасы Білім және ғылым министрлігі Ғылым комитеті «Биологиялық  
қауіпсіздік проблемаларының ғылыми-зерттеу институты» Республикалық мемлекеттік кәсіпорны

Pyrenophora tritici-repensis анықтауға арналған  
ПТР сынақ-жүйесін құру

Соңғы жылдары Қазақстанда бидайдың жапырақ дағы зияндылығының кеңеюі байқалады. 
Аурудың кең таралуына және зияндылығына саңырауқұлақтың жоғары бейімделу қабілеті 
ықпал етеді. Өсімдіктің жапырақтары мен конидияның морфологиялық ерекшеліктері арқылы 
аурудың көрініс белгілері бойынша саңырауқұлақтардың түрін анықтау өте қиын. Бидайдың 
жапырақ дағы Pyrenophora tritici-repensis қоздырғышын анықтауға арналған отандық баламалау 
құралдарын құру – бұл өзекті мәселе. Молекулярлық әдістердің арасында ПТР – ең қолайлы 
және тиімді болып табылады. ПТР өсімдік тініне физиологиялық белгілері пайда болғанға 
дейін, саңырауқұлақтың ДНҚ-ын анықтауға мүмкіндік береді. Бұл жұмыстың мақсаты бидайдың 
жапырақ дағын баламалау үшін ПТР сынақ-жүйесін құру болып табылады. 

Зерттеулер нәтижесінде, бидай жапырақ дағының қоздырғышын анықтау үшін түрге 
тән праймерлер іріктеліп, синтезделді. ПТР шарттары: реакциялық қоспаның құрамы және 
температура мен уақыт режимі оңтайландырылды. Әзірленген сынақ-жүйесі жоғары ерекшелік 
көрсетті және зерттелген үлгілерде 2,6 пг мөлшерінде патогеннің нуклеин қышқылын анықтауға 
мүмкіндік береді. Бұл сынақ жүйесі арқылы сынамалардағы патогенді ДНҚ-ны жылдам анықтауға 
болады.

Түйін сөздер: бидайдың жапырақ дағы, ПТР, ерекшелігі, сезімталдық, баламалау.

Введение

Желтая пятнистость (пиренофороз) – являет-
ся экономически значимым заболеванием пше-
ницы, которое приводит к значительным поте-
рям урожая. Возбудителем желтой пятнистости 
является аскомицет Pyrenophora tritici-repentis 
(Died.) Dresch. (син. Dreschslera tritici-repentis 
(Died.) Snheomaker) [1-3].

В настоящее время желтая пятнистость ши-
роко распространена во многих странах, в том 
числе в Центральной Азии, Северной Европы, 
Австралии и Северной Америки чему способ-
ствовали биологические особенности патогена, 
восприимчивость возделываемых сортов пше-
ницы и современная агротехника [4-10]. 

В Казахстане желтая пятнистость заняла до-
минирующее положение среди листовых болез-
ней пшеницы сравнительно недавно. Патоген 
часто развивается в комплексе с септориозом как 
в предгорной зоне южного и юго-восточного ре-
гионов, так и в степной зоне северного региона в 
годы с повышенным количеством осадков. В пе-
риод 2000-2016 годы 5 раз происходили локаль-
ные вспышки желтой пятнистости и септориоза 
или обширные их эпифитотии. При этом потери 
урожая пшеницы составляли в среднем 15-20 %, 
а при раннем их проявлении до 30-40  %. При-
чинами развития болезни в Казахстане являются 

минимальная обработка почвы с сохранением 
стерни, монокультура пшеницы и возделывание 
неустойчивых к патогену сортов [11, 12].

Несмотря на масштабные усилия ученых и 
очевидный прогресс в изучении желтой пятни-
стости листьев, существует ряд нерешенных 
проблем. Остается сложным идентификация 
вида гриба по симптомам проявления болезни 
на листьях растений и по морфологическим при-
знакам конидий. Следовательно, в полевых ус-
ловиях симптомы желтой пятнистости нелегко 
отделить от видов септориоза (Parastagonospora 
nodorum, Zymoseptoria tritici), внешние признаки 
которых почти одинаковы, а причины их воз-
никновения и возбудители различны [13, 14].

В связи с этим для точного определения 
болезни, кроме внешнего осмотра пораженно-
го растения, необходимы специальные иссле-
дования с целью установления возбудителя. В 
большинстве случаев внешние признаки забо-
левания дополняются микроскопическими ис-
следованиями и морфологическими данными 
[15]. В отдельных случаях применяются моле-
кулярно-генетические методы. Благодаря вы-
сокой чувствительности, специфичности метод 
ПЦР приобретает приоритетный статус в моле-
кулярной диагностике. ПЦР позволяет обнару-
живать грибковую ДНК еще до того, как физио-
логические симптомы становятся видимыми на 
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растительной ткани [16-19]. К настоящему вре-
мени для молекулярной идентификации P�������. �����trit-
ici-repentis были разработаны несколько ПЦР 
тест-систем, основанные на использовании ви-
доспецифичных праймеров [9, 13]. Кроме того, 
были разработаны методы диагностики изоля-
тов патогена на основе дуплексной ПЦР в ре-
альном времени, позволяющие одновременно 
дифференцировать два вида пятнистости ли-
стьев P.tritici-repentis и P.nodorum с помощью 
одной реакции [14]. В связи с распространени-
ем желтой пятнистости в Казахстане создание 
отечественного, специфичного и чувствитель-
ного теста, не требующего большого количе-
ства времени на проведения, является актуаль-
ной задачей для нашей страны.

Целью данной работы является разработка 
ПЦР тест-системы для диагностики желтой пят-
нистости пшеницы.

Материалы и методы исследования

Создание тест-системы состоит из несколь-
ких этапов таких как, выделение чистой культу-
ры возбудителя, подбор и синтез специфичных 
праймеров, выделение ДНК, оптимизация со-
става реакционной смеси и температурно-вре-
менного режима, определение специфичности и 
чувствительности тест-системы.

Выделение чистой культуры Pyrenophora 
tritici-repentis

Для получения чистой культуры Pyrenophora 
tritici-repentis заранее стерилизованные пора-
женные сегменты листьев раскладывают на по-
верхность КДА (картофельно-декстрозный агар/
стрептомицина сульфат 50 мг/л) с дальнейшим 
инкубированием на светоустановке при темпе-
ратуре 20-26 °С [15, 16] .

Синтез праймеров и выделение ДНК грибов
Синтез олигонуклеотидных праймеров про-

водили на автоматическом синтезаторе фирмы 
K&A Laborgeraete, модели DNA/RNA Synthesizer 
H-16 (производство Германии), амидофосфит-
ным методом согласно инструкции производи-
теля. 

Выделение ДНК проводили набором �����Gene-
JET Plant Genomic DNA Purification Kit (Thermo 
Scientific) согласно инструкции производителя. 

Оптимизация ПЦР 
Работы по оптимизации параметров ПЦР-

реакции проводились с использованием гради-
ентных амплификаторов ������������������������Master������������������ �����������������cycler����������� Р���������roS������ («���Ep-
pendorf», Германия) и SimpliAmp Thermal Cycler 
(«Applied Biosystems», США).

Результаты  амплификации  выявляли  с  по-
мощью метода гель электрофореза. Электрофо-
рез  проводили  в  1,5  %  агарозном  геле  в  буфе-
ре TAE (40 мМ трисгидроксиметиламинометан, 
20 мМ ледяная уксусная кислота, 1 мМ ЭДТА), с 
добавлением 0.5 мкг/мл бромистого этидия. Для 
оценки молекулярного веса фрагментов исполь-
зовали маркеры молекулярного веса ДНК 1 kb 
Invitrogen.

Секвенирование ДНК грибов
Секвенирование фрагментов амплификации 

выполняли методом секвенирования по Сэн-
геру с набором ABI PRISM BigDye Terminator 
v���������������������������������������������� 3.1 («���������������������������������������Applied�������������������������������� �������������������������������Biosystems���������������������», США), согласно ин-
струкции изготовителя c использованием 16-ка-
пиллярного генетического анализатора 3130XL 
Genetic Analyzer («Applied Biosystems», США). 
Сборку и анализ полученных в результате сек-
венирования последовательностей проводили с 
использованием программы Sequencher v. 5.4.1.

Результаты и обсуждение

Для идентификации грибов на уровне 
рода и вида использовали праймеры, кото-
рые специфичны внутренним транскрибируе-
мым спейсерам (ITS). Эти участки грибкового 
генома окружают 5.8S-кодирующую последо-
вательность и расположены между генами 18S 
(SSU) и 28S (LSU). Область ITS очень стабиль-
на, присутствует в нескольких экземплярах и 
обычно консервативна [17-19]. Универсальные 
праймеры, предназначенные для связывания 
высококонсервативных областей, позволяют 
амплифицировать вариабельные фрагменты 
ДНК, которые позволяют идентифицировать 
их на основе последовательности ДНК или ре-
стрикционного анализа ампликонов [20-22]. В 
настоящее время, если 2 последовательности 
ITS отличаются менее чем на 3%, считается, 
что они происходят от одного и того же вида. 
Кроме того, области ITS содержат уникальные 
последовательности, позволяющие создавать 
пары праймеров, специфически нацеленные на 
отдельные виды [23]. 

Для подбора праймеров, был проведен поиск 
нуклеотидных последовательностей, кодирую-
щих ген β-тубулина и ITS в международной базе 
данных GenBank. Были отобраны последова-
тельности для гриба Pyrenophora tritici-repentis. 
Выравнивание нуклеотидных последователь-
ностей и подбор специфических праймеров 
проводили с использованием программы CLC 
Genomics Workbench v.11.0.1 (QIAGEN). 
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На основании выравненных последователь-
ностей, проводили подбор специфических прай-
меров. 

Подобранные праймеры были проверены на 
специфичность с использованием программы 
BLAST. Для дальнейших работ были выбраны 

праймеры, показывающие 100 % специфичность 
с соответствующим возбудителем. Таким обра-
зом, были отобраны пара праймеров на участок 
ITS и пара праймеров на ген β-тубулина. Харак-
теристика подобранных праймеров представле-
ны в таблице 1.

Таблица 1 – Характеристика подобранных и синтезированных праймеров 

Название праймера Последовательность 5’ – 3’ Tm (°C) % GC Размер ПЦР-продукта
PTR222F CAGCGTCAGCAAAACAAA 57,8 44

159 п.о.
PTR380R GAATACCAAAGGGCGCAA 57,4 50

Видовую идентичность, выделенной ДНК, 
подтверждали с помощью секвенирования. Для 
этого проводили наработку ПЦР-продукта с ис-
пользованием универсальных праймеров на ITS 
регион (ITS-4 – TCCTCCGCTTATTGATATGC 
и ITS-5 – GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG) 
[22]. Полученный ПЦР-продукт секвенировали 
на 16-капиллярном секвенаторе 3130xl Genetic 
Analyzer. 

Полученные, в ходе секвенирования, нукле-
отидные последовательности сравнивали с по-

мощью программы BLAST с последовательно-
стями, размещёнными в международном банке 
генов GenBank. Результаты сравнительного ана-
лиза представлены на рисунке 1.

Рисунок 1, показывает 100% идентичность 
региона ITS выделенной ДНК и последователь-
ностями региона ITS Pyrenophora tritici-repentis, 
размещёнными в международном банке генов 
GenBank. Следовательно, можно сделать вывод, 
что полученная в ходе исследования культура яв-
ляется монокультурой Pyrenophora tritici-repentis.

Были проведены работы по определению 
специфичности тест-системы. Есть несколько 
факторов влияющих на специфичность метода 
ПЦР, такие как, температура отжига прайме-
ров, концентрация ионов магния в реакцион-
ной смеси; концентрация буфера. Одним из 
важнейших аспектов реакции амплификации 
является подбор соответствующей температу-
ры гибридизации праймера с ДНК. Оптималь-
ной следует считать температуру, при которой 

Рисунок 1 – Сравнительный анализ ДНК, выделенной из Pyrenophora tritici-repentis

образуется максимальное количество продук-
та ПЦР без появления неспецифических полос 
на электрофореграмме. Для амплификации 
в условиях не полностью комплементарных 
последовательностей праймера и матричной 
ДНК необходимо увеличивать концентрацию 
ионов магния. Увеличение концентрации ио-
нов магния оказывает очень резкое влияние 
на специфичность и эффективность ПЦР. Это 
особенно важно в первых четырех циклах, в 
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дальнейшем амплифицируются вновь син-
тезированные продукты, которые содержат 
концевые последовательности, полностью 
комплементарные праймеру. Также в некото-
рых случаях на специфичность реакции может 
влиять концентрация буфера для ПЦР. Высо-
кое значение концентрации буфера может уве-

личивать специфичность реакции [24, 25]. Для 
определения специфичности было проведен 
ряд работ, в которых изучали разные факторы, 
влияющие на специфичность реакции. Состав 
реакционной смеси и температурно-времен-
ной режим для определения специфичности 
реакции отражены в таблице 2.

Таблица 2 – Параметры ПЦР для определения специфичности

Факторы, влияющие на 
специфичность Буфер для ПЦР Ионы магния Температура отжига

Состав реакционной смеси 
(общий объем 50 мкл)

10x буфер-10 мкл
0,2 mM дНТФ 

2 mM Mg2+

400 nM каждого праймера 
2 ед. фермента 

ДНК 10 нг

10x буфер-5,0 мкл
0,2 mM дНТФ 
1,5 mM Mg2+

400 nM каждого праймера 
2 ед. фермента 

ДНК 10 нг

10x буфер-5,0 мкл
0,2 mM дНТФ 

2 mM Mg2+

400 nM каждого праймера 
2 ед. фермента 

ДНК 10 нг

Температурно-временной 
режим

94 °С –3м (1 цикл)
94 °С –30 с

50 °С – 45 с (35 циклов)
72 °С –1м 30с 

72 °С –7м (1 цикл)

94 °С –3м (1 цикл)
94 °С –30 с

50 °С – 45 с (35 циклов)
72 °С –1м 30с 

72 °С –7м (1 цикл)

94 °С –3м (1 цикл)
94 °С –30 с

50 °С – гр. тем (35 
72 °С –1м 30с циклов)

72 °С –7м (1 цикл)
Примечание: гр.тем- градиент температуры: 47,6°C; 50,6°C; 53,6°C; 56,6°C.

Рисунок 2 – Результаты определения специфичности
A – температура отжига праймеров 47,6°C; B – температура отжига праймеров 50,6°C; 
C – температура отжига праймеров 53,6°C; D – температура отжига праймеров 56,6°C. 

М – маркер молекулярного веса; 1 – ДНК Pyrenophora tritici-repensis; 2 – ДНК Parastagonophora nodorum; 
3 – ДНК Zymoseptoria tritici; 4 – ДНК Alternaria alternatа; 5 – ДНК Fusarium graminearum
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При изучении специфичности реакции были 
выбраны ДНК других патогенов, которые ча-
сто сопутствуют с Pyrenophora tritici-repensis 
такие как, ����������������������������������Parastagonophora������������������ �����������������nodorum����������, ��������Zymosep-
toria��������������������������������������������     � �������������������������������������������    �tritici������������������������������������    �, ����������������������������������   �Alternaria������������������������   � �����������������������  �alternat���������������  �а, ������������ �Fusarium���� � ����gra-

minearum. Полученные экспериментальные дан-
ные при постановке градиентной ПЦР показали, 
что во всех пробах нарабатываются неспецифи-
ческие продукты реакции разных размеров (ри-
сунок 2).

Рисунок 3 – Результаты определения специфичности
Е – уменьшение концентрации ионов магния; 

F – двукратное увеличение концентрации буфера. М – маркер молекулярного веса; 
1 – ДНК Pyrenophora tritici-repensis; 2 – ДНК Parastagonophora nodorum; 

3 – ДНК Zymoseptoria tritici; 4 – ДНК Alternaria alternate; 5 – ДНК Fusarium graminearum

Согласно рисунку 3, при определении спец-
ифичности метода диагностики желтой пятни-
стости листьев пшеницы было установлено, что 
при увеличении концентрации буфера для ПЦР 
не синтезируются неспецифические продукты 
ПЦР. При уменьшении ионов магния наблю-
дается амплификация неспецифических ПЦР-
продуктов разных размеров. 

Также нами были проведены работы по 
определению чувствительности. Определе-
ние чувствительности проводили при следую-

щих температурных условиях: 94°С – 3 мин (1 
цикл); 94 °С – 30 с, 50 °С – 45 с, 72 °С – 1 мин 30 
с (35 циклов), 72 °С – 7 мин (1 цикл). Реакцию 
амплификации проводили в 50 мкл смеси. Со-
став реакционной смеси: 10x буфер-10 мкл; 0,2 
mM дНТФ; 2 mM Mg2+; 400 nM каждого прай-
мера; фермент – 2 ед. ДНК с концентрацией 26 
нг/мкл разводили стерильной свободной от ну-
клеаз водой в соотношении 1:10; 1:100; 1:1000; 
1:10 000; 1:100 000; 1: 1 000 000; 1: 10 000 000 
(ДНК: вода). 

Рисунок 4 – Результаты определения чувствительности
М-маркер молекулярного веса; 1- ДНК 26*103 пг; 2 – ДНК 26*102 пг; 3 – ДНК 260 пг; 

4 – ДНК 26 пг; 5 – ДНК 2,6 пг; 6 – ДНК 0,26 пг; 7 – ДНК 0,026 пг.
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При определении чувствительности разрабо-
танной ПЦР для обнаружения ДНК Pyrenophora 
tritici-repensis использовали десятикратные раз-
ведения ДНК патогена (от 26 нг до 0,026 пг). 
Результаты представлены на рисунке 4. Как по-
казали исследования, порог чувствительности 
метода ПЦР составляет 2,6 пг ДНК патогена в 
пробе, это говорит о том, что отработанный ме-
тод ПЦР обладает высокой чувствительностью. 

Ежегодно на рынке появляются десятки но-
вых тест-систем для ПЦР анализа, предназна-
ченных как для выявления нуклеотидных по-
следовательностей различных микроорганизмов 
– возбудителей заболеваний, так и для исследо-
вания генов. Себестоимость ПЦР-анализа не-
уклонно снижается, что способствует все более 
широкому использованию метода в диагности-
ческих учреждениях. Применение метода ПЦР 
и различных его модификаций для диагностики 
заболеваний имеет ряд преимуществ – прямое 
определение ДНК возбудителя, высокая спец-
ифичность, высокая чувствительность, уни-
версальность процедуры, простота и удобство 
проведения анализа, сравнительно небольшие 
затраты времени на проведение анализа. Таким 
образом, ПЦР тест-система для детекции ДНК 
возбудителя желтой пятнистости пшеницы по-
зволит поставить диагноз в короткие сроки, 
включая ранние стадии заболевания, позволит 
упростить и повысить эффективность диагно-
стики, что может сократить экономические по-
тери в хозяйствах от данного заболевания. 

Вывод

В результате проведенных исследований по-
лучены следующие результаты:

1. Подобраны видоспецифичные праймеры 
на область гена β-тубулина, обеспечивающие 
детекцию патогена методом ПЦР.

2. Оптимизированы условия реакции ПЦР. 
На основании выбранных в процессе экспе-
риментов оптимальных параметров, были со-
ставлены следующие температурно-временной 
режим и состав реакционной смеси для прове-
дения ПЦР: 94°С – 3 мин (1 цикл); 94 °С – 30  с, 
50  °С – 45 с, 72 °С – 1 мин 30 с (35 циклов), 72  °С 
– 7  мин (1 цикл); состав реакционной смеси: 10x 
буфер-10 мкл; 0,2 mM дНТФ; 2 mM Mg2+; 400  nM 
каждого праймера; фермент – 2 ед.

3. Разработанная ПЦР тест-система являет-
ся высокоспецифичной и позволяет выявлять 
нуклеиновую кислоту возбудителя желтой пят-
нистости пшеницы в количестве 2,6 пг. Данное 
значение является относительно высоким и сви-
детельствует о корректной оптимизации ПЦР и 
эффективности предложенной диагностической 
системы.
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