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В статье представлены результаты исследований по разработке тест-системы методом полиме-
разной цепной реакции с детекцией в режиме реального времени для идентификации возбудителя серебри-
стой парши - фитопатогенных грибов Helminthosporium solani. Применяя программное обеспечение Multiple 
Sequence Alignment Viewer 1.22.1 и UGENA 44.0, для исследований был выбран ген бета-тубулин (Helminthosporium 
solani isolate HSCA1031). Тест-система для Helminthosporium solani включает специфические праймеры: прямой 
праймер (f) 5’-3’ CCCTTTGCCCAGTTGTTACCG, обратный праймер (r) 3’-5’ ACAGCTCTTCCGTCCCGAC. Протокол по-
становки реакции: предварительная денатурация – 95 0C - 5 минут (1 цикл); денатурация - 95 0C - 5 сек, 
отжиг - 60 0C - 15 сек (50 циклов). Зонд: AGCATAGGCTGATGCTCGTAGGC, флуоресцентный краситель – ROX, гаси-
тель - BHQ-2. Чувствительность тест-системы составляет 1000 клеток. Установлена оптимальная кон-
центрация праймеров, равная 8 pМ каждого праймера на реакцию. Оптимальная концентрация зонда - 0,4 
pM. Полученные результаты свидетельствуют о том, что применение дихотомических ключей не позволя-
ет максимально точно дифференцировать фитопатогенные грибы Helminthosporium solani. Апробация на 
16 полевых штаммах подтвердила принадлежность к вышеназванному виду с применением разработанной 
тест-системы только в отношении 12. Применение разработанной авторами ПЦР-диагностики в режиме 
реального времени сможет ускорить идентификацию возбудителя серебристой парши, вредоносность ко-
торой возрастает, когда в качестве вторичной инфекции выступают возбудители фитофтороза и фузари-
оза, фомоза и мягких бактериальных гнилей, и склероции которой на поверхности пятен на картофеле схожи 
с признаками антракноза (Colletotrichum coccodes (Wallr.) Hughes).

Исследование выполнено согласно тематическому плану-заданию Министерства сельского хозяйства 
Российской Федерации, регистрационный номер ЕГИСУ НИОКТР 122030200367-8.

Введение
Helminthosporium solani, по литературным 

данным вызывает широко распространенное 
заболевание - паршу серебристую, к которой, 
в основном, чувствителен семенной картофель 
[1-3]. У контаминированных Helminthosporium 
solani клубней ослабляется иммунитет, возникает 
предрасположенность к развитию секундарной 
инфекции [4]. Возбудитель поражает перидерму 
клубней картофеля, вызывая появление пятен [5] 
. Цикл заболевания серебристым налетом имеет 
как полевые фазы, так и фазы хранения [6]. Пер-
воначальное заражение происходит в поле, по-
вышенная влажность ведет к распространению 
серебристой парши при хранении [7]. Борьба с 

болезнью с помощью химических и культурных 
методов остается сложной задачей [8-9]. Уве-
личение заболеваемости связано с изолятами 
Helminthosporium solani, устойчивыми к послеу-
борочному фунгициду тиабендазолу (TBZ) [10]. 
Исходя из вышеизложенного, цель настоящего 
исследования – разработка тест-системы для 
идентификации возбудителя серебристой пар-
ши - фитопатогенных грибов Helminthosporium 
solani, на основе ПЦР-РВ.

Материалы и методы исследований
В исследованиях было использова-

но 17 штаммов микроорганизмов рода 
Helminthosporium spp. в числе которых Hel-
minthosporium solani VKM No. F-890 из ВКМ ФИЦ 
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«Пущинский научный центр биологических ис-
следований» РАН, и 16 полевых штаммов рода 
Helminthosporium spp., выделенных из проб 
картофеля с признаками порчи, и проб по-
чвы, из которых 12 были представителями вида 
Helminthosporium solani. Определение специфич-
ности подобранных праймеров проводили на 
штаммах Fusarium oxysporum VKM No. F-140, Fu-
sarium oxysporum VKM No. F-143, Aspergillus flavus 
VKM No. F-25, Aspergillus niger VKM No. F-37, Peni-
cillium expansum VKM No. F-275.

При идентификации выделенных автора-
ми полевых штаммов грибов применяли методы 
культурально-морфологического исследования, 
дихотомические ключи В.И. Билай и Никитин-
ского-Алеева [11]. Анализируемые пробы были 
доставлены в лабораторию из различных при-
родно-географических зон РФ (Краснодарский и 
Ставропольский край, Ульяновская, Самарская, 
Воронежская, Ростовская, Белгородская, Курская, 
Орловская, Калининградская и Московская обла-
сти).

Авторами был предложен метод «влажных 
камер» в полевых условиях и их транспортиро-
вание в пакетах из полимерного материала с со 
струнным замком типа Zip-Lock (с размещением 
в сумках-термосах при температуре окружаю-
щей среды ниже +24 0С) с последующим их по-
мещением термостат (рабочая температура 25±1 
0С) на 5-10 дней. Проводили микросокопические 
исследования по определению морфологиче-
ских свойств фитопатогенных грибов, которые 
культивировали 5-10 суток на Сабуро (HiMedia, 
Индия) при температуре 25±1 0С. Выделение ДНК 

из моноспоровых культур Helminthosporium spp. 
осуществляли с использованием набора «Реал-
Бест УниМаг» (ВекторБест, Росссия). 

Материалы: реакционная смесь БиоМа-
стер HS-Taq ПЦР (2×), амплификатор детекти-
рующий ДТпрайм (ДНК-технология, РФ), лами-
нарный бокс БМБ-ii-«Ламинар-с»-1 2 (ЛамСи-
стем, РФ), центрифуга/вортекс для пробирок 
(BioSan, Польша), центрифуга-встряхиватель 
медицинская серии СМ-50М (ELMI, Польша), 
твердотельный термостат TDB-120 (BioSan, Поль-
ша), лабораторная посуда. Специфичные для 
Helminthosporium solani праймеры: прямой прай-
мер (f) 5’-3’ CCCTTTGCCCAGTTGTTACCG, обратный 
праймер (r) 3’-5’ ACAGCTCTTCCGTCCCGAC. Зонд: 
AGCATAGGCTGATGCTCGTAGGC, флуоресцентный 
краситель – ROX, гаситель - BHQ-2. 

Множественное выравнивание гена бета-
тубулина, кодирующий Helminthosporium solani 
isolate HSCA1031 осуществляли в ПО Multiple 
Sequence Alignment Viewer 1.22.1 и UGENA 44.0. 
Подбор и дизайн праймеров был проведен в ПО 
NCBI BLAST-primer и UGENA 44.0. Подбор зонда - в 
UGENA 44.0 и Oligoevaluator ресурс (http://www.
oligoevaluator.com/LoginServlet). 

Результаты исследований
Для разработки тест-системы использо-

вался ген бета-тубулин (Helminthosporium solani 
isolate HSCA1031). Бета-тубулин - мономерный 
глобулярный белок, участвующий в образо-
вании микрофиламентов. По данным Rezaei-
Matehkolaei A. et al. (2013) он успешно ис-
пользовался для разграничения видов других 
групп грибов, таких как Aspergillus, Penicillium, 

Рис. 1 – Фрагмент множественного выравнивания гена, кодирующего бета-тубулина 
Helminthosporium solani isolate HSCA1031 (Multiple Sequence Alignment Viewer 1.22.1)
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Scedosporium и Phaeoacremonium. Локус вклю-
чает несколько интронов, которые, как извест-
но, являются хорошими оценщиками для разли-
чения близкородственных видов [7]. 

Было проведено множественное вы-
равнивание гена, кодирующего бета-тубулина 
Helminthosporium solani isolate HSCA1031 в про-
граммах Multiple Sequence Alignment Viewer 
1.22.1 и UGENA 44.0 (рис. 1-2).

Основная информация о гене, кодиру-
ющем бета-тубулин Helminthosporium solani 
isolate HSCA1031, представлена на рисунке 3.

Рис. 3 - Основная информация о гене, 
кодирующем бета-тубулин Helminthosporium 
solani isolate HSCA1031 (GenBank)

На основании выбранной последователь-
ности ДНК подобранного фрагмента был про-
изведен подбор праймеров (применяли NCBI 
BLAST-primer и UGENA 44.0) и дизайн олигону-
клеотидов, специфичность которых проверена 
(рис. 4). 

Рис. 4 - Проверка специфичности по-
добранных праймеров, специфичных для 
Helminthosporium solani (NCBI BLAST-primer)

После серии экспериментов с синтезиро-
ванными праймерами на эталонном штамме 
авторами был отработан и оптимизирован про-
токол для проведения ПЦР в режиме реально-
го времени c применением интеркалирующего 
красителя SYBR Green. Анализировали экстраги-
рованную ДНК Helminthosporium solani VKM No. 
F-890 в качестве матрицы при следующих пока-
зателях цикла ПЦР: 

- предварительная денатурация-950C - 5 
минут [1 цикл];

Рис. 2 – Фрагмент множественного выравнивания гена, кодирующего бета-тубулина 
Helminthosporium solani isolate HSCA1031 (UGENA 44.0)
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- денатурация- 950C - 5 сек, 
- отжиг- 60 0C - 15 сек [30 циклов]. 
Был произведен подбор оптимальной 

концентрации праймеров и изучена видоспеци-
фичность (рис. 5-6). Изучаемые концентрации 
праймеров: 7 pM, 8 pM, 9 pM, 10 pM каждого 
праймера на реакцию Эмпирически было уста-
новлено, что увеличение концентрации прай-
меров не влияет на эффективность реакции, 
поэтому в наших дальнейших исследованиях 
была использована концентрация 8 pМ каждого 
праймера на реакцию. 

Номер лунки Идентификатор пробирки Cp, Fam Результат

A1 7pM (60-40 2) 13,5 +
A2 8pM (60-40 2) 13,3 +
A4 9pM (60-40 2) 14,4 +
A5 10 pM (60-40 2) 14,5 +
B1 К- (60-40) -
B2 К- (60-40) -
B4 К- (60-40) -
B5 К- (60-40) -

Рис. 5 - Подбор оптимальной концен-
трации разработанных праймеров постановки 
ПЦР-РВ для идентификации Helminthosporium 
solani c использованием интеркалирующиего 
красителя SYBR GREEN

Номер 
лунки

Идентификатор пробирки Cp, Fam Результат

A1 Helminthosporium solani. F-890 15,8 +

A5 Aspergillus flavus F-25 -

A6 Penicillium expansum. F-25 -

A7 Fusarium oxysporum. F-143 -

A8 Fusarium oxysporum. F-140 -

A9 Aspergillus niger No. F-37 -

H9 K- (60-40)Penicillium expansum. F-25 -

Рис. 6 - Изучение специфичности раз-
работанных праймеров для идентификации 
Helminthosporium solani

Произведён подбор зонда для опре-
деления чувствительности разработанной 
системы (NSBI BLAST-primer и UGENA 44.0.) - 
GCTATTGCGGCTTTGCTGC, в качестве флуорес-
центного красителя был использован ROX, гаси-
теля - BHQ-2. Подобрана его оптимальная кон-
центрация - 0,4 pM. Оптимальные показатели 
цикла для проведения ПЦР-РВ с флуоресцент-
ным красителем: 

- предварительная денатурация-950C - 5 
минут [1 цикл];

- денатурация- 950C - 5 сек;
- отжиг- 60 0C - 15 сек [50 циклов]. 
Определено, что чувствительность разра-

ботанной системы составила 103 геномов (рис. 
7).

Номер лунки Идентификатор пробирки Cp, Rox Результат

H1 1 разведение (60-40) 24,4 +
A9 2 разведение (60-40) 28,6 +
B2 3 разведение (60-40) 33,0 +

A10 4 разведение (60-40) 36,2 +
H3 5 разведение (60-40) -
H4 6 разведение (60-40) -
H5 К- (60-40) -

Рис. 7 - Результаты определения чувстви-
тельности подобранного протокола для детек-
ции Helminthosporium solani методом ПЦР-РВ с 
дедукцией по каналу ROX

Апробация разработанной системы для 
идентификации Helminthosporium solani мето-
дом ПЦР-РВ проводилась на 16 полевых штам-
мах рода Helminthosporium spp., которые перво-
начально были идентифицированы на основа-
нии изучения культурально-морфологических 
характеристик (рис. 8).

Полученные результаты свидетельствуют 
о том, что применение дихотомических ключей 
не позволяет максимально точно дифференци-
ровать фитопатогенные грибы Helminthosporium 
solani, из 16 полевых штаммов, только в отноше-
нии 12 была подтверждена принадлежность к 
вышеназванному виду.
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Обсуждение
Последовательности гена бета-тубули-

на были зарегистированы у 12 штаммов Hel-
minthosporium solani, выделенных из клубней 
картофеля и проб почвы, полученных в разных 
регионах РФ. 

Разработанная авторами тест-система не 
имеет аналогов и подходит для анализа объектов 
растениеводства и проб почвы. Эксперименталь-
но было установлено, что из 24 проб семенного 
картофеля, произведенного в разных регионах 
РФ, 3 содержат ДНК Helminthosporium solani. То-
варный картофель, исследованный авторами, 
в количестве 22 проб в 8 случаях был заражен 
Helminthosporium solani. Из 8 проб почвы 1 была 
контаминирована Helminthosporium solani.

По мнению Д.Н. Говорова с соавт. (2010), 
одной из причин низкой урожайности картофеля 
в Российской Федерации является его контамина-
ция возбудителями бактериозов и микозов, в том 
числе серебристой паршой [12]. Роль фитопатоге-

на Helminthosporium solani в развитии болезней 
картофеля заключается в том, что его вредонос-
ность возрастает, когда в качестве вторичной ин-
фекции выступают возбудители фитофтороза и 
фузариоза, фомоза и мягких бактериальных гни-
лей [13], Применение разработанной авторами 
ПЦР-диагностики сможет существенно облегчить 
проведение данных исследований. Известно, что 
признаки серебристой парши, в частности скле-
роции на поверхности пятен, схожи с признака-
ми антракноза (Colletotrichum coccodes (Wallr.) 
Hughes) [14]. При диагностике серебристой пар-
ши возникают определенные сложности: поверх-
ность пятен на клубнях остается ровной, но края 
приобретают вогнутость вследствие потери тур-
гора. По мнению А.В. Хютти с соавт. (2021), такое 
проявление выявляется очень редко и, как пра-
вило, оно является следствием нарушения режи-
ма хранения картофеля [15]. Но именно эту фор-
му серебристой парши учитывают в ГОСТ 33996-
2016, и данный подход к регистрации микоза 
ведет к более широкому его распространению, 
потому что не фиксируются иные формы данного 
микоза, и контаминированные партии допускают 
к посадке [16].

Заключение
Коллективом авторов была разработана 

оригинальная тест-система для идентифика-
ции фитопатогенных грибов Helminthosporium 
solani методом ПЦР-РВ на основании детекции 
специфичного участка генома, кодирующе-
го производство бета-тубулина. Тест-система 
для Helminthosporium solani включает спец-
ифические праймеры: прямой праймер (f) 5’-3’ 
CCCTTTGCCCAGTTGTTACCG, обратный праймер 
(r) 3’-5’ ACAGCTCTTCCGTCCCGAC. Протокол по-
становки реакции: предварительная денатура-
ция – 95 0C - 5 минут (1 цикл); денатурация - 95 
0C - 5 сек, отжиг - 60 0C - 15 сек (50 циклов). Зонд: 
AGCATAGGCTGATGCTCGTAGGC, флуоресцентный 
краситель – ROX, гаситель - BHQ-2. Чувствитель-
ность тест-системы составляет 1000 клеток. Уста-
новлена оптимальная концентрация праймеров, 
равная 8 pМ каждого праймера на реакцию. 
Оптимальная концентрация зонда - 0,4 pM. По-
лученные результаты свидетельствуют о том, 
что применение дихотомических ключей не по-
зволяет максимально точно дифференцировать 
фитопатогенные грибы Helminthosporium solani, 
из 16 полевых штаммов только в отношении 12 
была подтверждена принадлежность к выше-
названному виду с применением разработанной 
тест-системы.

Номер лунки Идентификатор пробирки Cp, Rox Результат

A1 Helminthosporium spp. 78 -

F1 Helminthosporium spp. 80 35,3 +

B2 Helminthosporium spp. 82 33,1 +

D2 Helminthosporium spp. 84 29,9 +

D4 Helminthosporium spp. 85 29,6 +

G4 Helminthosporium spp. 89 30,7 +

A6 Helminthosporium spp. 93 -

B6 Helminthosporium spp. 94 30,1 +

D7 Helminthosporium spp. 97 28,5 +

C8 Helminthosporium spp. 99 26,6 +

D8 Helminthosporium spp. 102 -

F8 Helminthosporium spp. 103 40,3 +

D9 Helminthosporium spp. 106 32,1 +

G9 Helminthosporium spp. 108 29,4 +

A12 Helminthosporium spp. 112 29,1 +

E12 Helminthosporium spp. 116 -

C8 K+ 28,4 +

G12 K- -

Рис. 8 - Результаты апробации разра-
ботанной ПЦР-РВ для идентификации Hel-
minthosporium solani
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THEORETICAL ASPECTS OF DEVELOPMENT AND APPROBATION OF A TEST SYSTEM FOR IDENTIFICATION OF 
HELMINTHOSPORIUM SOLANI ON THE BASIS OF POLYMERASE CHAIN REACTION
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Keywords: Helminthosporium solani, potato, test system, polymerase chain reaction, detection, identification
The article presents results of the research on development of a test system by means of polymerase chain reaction with real-time detection for 

identification of the causative agent of silver scab - Helminthosporium solani phytopathogenic fungi. Applying Multiple Sequence Alignment Viewer 1.22.1 and 
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UGENA 44.0 software, beta-tubulin gene (Helminthosporium solani isolate HSCA1031) was selected for the research. The test system for Helminthosporium 
solani includes specific primers: forward primer (f) 5’-3’ CCCTTTGCCCAGTTGTTACCG, reverse primer (r) 3’-5’ ACAGCTCTTCCGTCCCGAC. Reaction protocol 
includes preliminary denaturation - 95 0C - 5 minutes (1 cycle); denaturation - 95 0C - 5 sec, annealing - 60 0C - 15 sec (50 cycles). As far as probe is cocerned: 
AGCATAGGCTGATGCTCGTAGGC, fluorescent dye - ROX, quencher - BHQ-2. The sensitivity of the test system is 1000 cells. Appropriate concentration of primers 
was set equal to 8 pM of each primer per reaction. Appropriate probe concentration is 0.4 pM. The obtained results indicate that usage of dichotomous keys 
does not allow more accurate differentiation of Helminthosporium solani phytopathogenic fungi. Approbation on 16 field strains confirmed appurtenance to 
the above species using the developed test system only in relation to 12. Application of real-time PCR diagnostics developed by the authors can accelerate 
identification of the causative agent of silver scab, the harmfulness of which increases when pathogens of late blight and fusarium, phomosis and soft bacterial 
rots act as a secondary infection, sclerotia of which are similar to signs of anthracnose (Colletotrichum coccodes (Wallr.) Hughes) on the surface of spots on 
potatoes.
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