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МОЛЕКУЛЯРНО-ГЕНЕТИЧЕСКИЕ АСПЕКТЫ ДИАГНОСТИКИ  
И ИДЕНТИФИКАЦИИ ВОЗБУДИТЕЛЕЙ ФОМОЗА 

В ходе проведенного молекулярно-фитопатологического обследования лесных питомников 
выявлено девять основных видов Phoma, вызывающих инфекционные заболевания посадочного 
материала сосны и ели (Ph. pomorum, Ph. macrostoma, Ph. herbarum, Ph. sp. 1-6). Сравнительный 
анализ диагностических локусов патогенов позволил выявить основные типы видовых отличий, 
связанных как с мононуклеотидными заменами, так и с олигонуклеотидными делециями/инсер-
циями. Cконструированы праймеры для диагностики возбудителей фомоза в растительном ма-
териале и почве методом ПЦР. 

Molecular phytopathological monitoring revealed nine major species Phoma, causing needle blight 
of pine and spruce (Ph. pomorum, Ph. macrostoma, Ph. herbarum, Ph. sp. 1-6). Comparative analysis 
of diagnostic loci identified major types of species differences, as linked with mononucleotide substitu-
tions, oligonucleotide deletions/insertions. Genus specific rDNA primers were designed for the diagno-
sis of pathogens in plant material and soil by PCR-assay. 

Введение. Фомоз – инфекционное заболе-
вание сельскохозяйственных и лесных видов 
растений, вызываемое сумчатыми грибами 
рода Phoma [1]. Спектр поражаемых лесных 
древесных видов включает значительное ко-
личество хвойных и лиственных растений. 
Грибы рода Phoma способны поражать раз-
личные органы пихты, ели, сосны, лиственни-
цы, псевдотсуги, клена, ясеня, ореха, березы и 
некоторых других древесных пород. Наиболь-
шая вредоносность фомоза наблюдается при 
развитии их на молодых растениях, в том чис-
ле сеянцах и саженцах в питомниках [2]. В Бе-
ларуси до настоящего времени фомоз диагно-
стировался только на посадочном материале 
хвойных пород [3].  

Наибольшую степень развития данное забо-
левание приобретает в дождливые сезоны или в 
периоды излишней увлажненности почвы [4]. 
Грибы в виде спор могут долгое время (в тече-
ние нескольких лет) сохранять свою жизнеспо-
собность в верхних слоях почвы или подстилке. 
Массовое распространение возбудителей фомо-
за обычно отмечается весной спорами. Зараже-
ние растений происходит через верхушечные 
почки (затем мицелий распространяется вниз 
по стеблю), либо проникновение инфекции в 

растение связано с заражением хвои, контакти-
рующей с землей [5]. Этому во многом способ-
ствуют проливные дожди и дождевые брызги 
при искусственном поливе. Они приводят к об-
разованию земляных конусов вокруг сеянцев 
или полному покрытию их почвой, что позво-
ляет инфекции из почвы перейти на сеянец. 
После чего с пораженной части хвои гриб рас-
пространяется вдоль сеянца в его апикальную 
часть, вызывая последующую дефолиацию, а 
также гибель верхушечной почки. На фоне по-
вреждения тканей грибом в пораженной хвое 
развивается хлороз, в особенности в местах, 
контактирующих с землей. Затем болезнь про-
грессирует и происходит полное разрушение 
фотосинтетического аппарата сеянца, что в 
итоге приводит к гибели растения. В особой 
степени фомозу подвержены сеянцы, произра-
стающие на почвах с избыточным содержанием 
кальция или железа [1].  

Основными внешними признаками фомоза 
посадочного материала является приобретение 
хвоей текущего года первоначально золоти-
сто-коричневого оттенка, далее хвоя буреет и 
становится пепельно-серой, засыхает и опада-
ет. На начальных этапах развития болезни 
снижается текущий прирост растения, затем 
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сеянец отмирает полностью. Растения в воз-
расте двух лет и старше могут погибать час-
тично – обычно усыхает побег текущего при-
роста вместе с хвоей. Побеги зачастую скру-
чиваются [5–8]. 

Данное заболевание имеет широкую рас-
пространенность по всему миру, однако для 
Беларуси оно является новым. Вследствие это-
го литературные данные, посвященные фомо-
зу лесных видов в республике, в значительной 
степени ограничены. Однако, по всей видимо-
сти, редкие случаи выявления данного заболе-
вания в нашей стране во многом связаны со 
сложностью диагностики инфекции стандарт-
ными методами, особенно когда симптомы 
болезни сводятся к пожелтению и усыханию 
хвои или гибели растений. К тому же споро-
ношения гриба на поверхности пораженных 
органов при этом отсутствуют. Например, по-
бурение и отмирание хвои посадочного мате-
риала, которое наблюдается при фомозе, часто 
принимают за болезни типа шютте (обыкно-
венное, снежное и др.). 

Исходя из всего вышесказанного, целью 
данной работы является изучение видоспеци-
фических особенностей диагностических ло-
кусов возбудителей фомоза посадочного мате-
риала лесных древесных пород для после-
дующей разработки молекулярно-генетическо-
го метода их ранней диагностики и видовой 
идентификации. Научная новизна полученных 
результатов заключается в установлении до-
минирующего видового состава Phoma на тер-
ритории Беларуси, выявлении и типировании 
не имеющих микологического описания ви-
дов, уточнении систематического положения 
рода Phoma. 

Материалы и методы исследований. Ма-
териал для анализа был собран в течение 
2011–2013 гг. на территории 38 лесных пи-
томников, расположенных в лесхозах Гомель-
ского, Минского, Могилевского, Гродненско-
го, Витебского и Брестского ГПЛХО. Для мо-
лекулярно-фитопатологической диагностики 
были отобраны образцы фрагментов расти-
тельных вегетативных органов лесного поса-
дочного материала с признаками инфекцион-
ного поражения. Общее число изученных об-
разцов инфицированных растений составило 
1120 шт. В ходе анализа изучен посадочный 
материал различного возраста 11 лесных по-
род: сосна, ель, туя, пихта, лиственница, мож-
жевельник, береза, дуб, клен, липа, ясень. Для 
фитопатологического анализа почвы на терри-
тории лесных питомников был собран допол-
нительный экспериментальный материал, пред-
ставленный 260 почвенными пробами из ризо-
сферы инфицированных сеянцев. 

Выделение ДНК производилось из расти-
тельных тканей СTAB-методом, почвы – PEG-
методом без предварительного получения чис-
тых культур патогенов [9]. Для сравнительного 
анализа также были исследованы и образцы 
нормальных тканей. 

ПЦР-анализ выполнялся с применением 
DreamTaq™ Green PCR Master Mix (Fermentas), 
согласно инструкции фирмы-производителя. 
В ходе исследования были использованы уни-
версальные праймеры ITS1 и ITS4, фланкирую-
щие регион рДНК: ITS1 − 5,8S рРНК − ITS2 [10]. 
Электрофоретическое фракционирование ам-
пликонов проводилось в 1%-ном агарозном ге-
ле High Efficiency of Separation (Pharmacia Bio-
tech) с целью эффективного их разделения и ти-
пировки. Для видовой идентификации грибов 
анализируемые ПЦР-зоны вырезали из геля и 
секвенировали с применением генетического 
анализатора ABI Prism 310 (Applied Biosystems) 
на основании использования набора BigDye 
Terminator Sequence Kit v.1.1 в соответствии с 
протоколом компании-изготовителя. Нуклеотид-
ная структура секвенированных ампликонов гри-
бов анализировалась с помощью программы 
BLAST в GenBank NCBI [11]. 

Результаты и обсуждение. В ходе прове-
денного ДНК-анализа микрофлоры посадоч-
ного материала и почвы был выявлен широ-
кий спектр видов микромицетов. При этом 
представители рода Phoma [12] были иденти-
фицированы только в посадочном материа- 
ле хвойных видов растений. Также следует 
отметить, что среди обнаруженных инфекци-
онных заболеваний сеянцев и саженцев сосны 
и ели (в исследуемый период) фомоз харак-
теризовался наибольшей распространенно-
стью и был диагностирован у 34% заражен-
ных растений.  

В инфицированном посадочном материале 
Phoma spp. были представлены как в виде мо-
ноинфекции, так и формировали сложные пато-
генетические комплексы с рядом экологически 
сходных грибов родов Sphaeropsis, Epicoccum, 
Botrytis и др.  

Проведенный сравнительный молекулярно-
генетический анализ всех выявленных изолятов 
показал их принадлежность к девяти видам, три 
из которых были идентифицированы как Ph. рo-
morum, Ph. macrostoma, Ph. herbarum, шесть не 
имели гомологии с образцами, представлен-
ными в генетической базе данных NCBI (более 
100 видов). При этом уровень генетических 
различий диагностических локусов данных изо-
лятов составлял более 2%, что указывает на их 
видовую самостоятельность [13–16].  

Изучение генетической изменчивости выяв-
ленных изолятов Phoma spp. показало высокий 
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уровень консервативности видоспецифических 
регионов рДНК возбудителей фомоза, что в 
свою очередь свидетельствует об их функцио-
нальной значимости, а также о космополитном 
характере расселения данных видов в процессе 
филогенеза. Так, например, изолят Ph. рomo-
rum, выявленный в питомнике Быховского лес-
хоза, имел 99% схожесть в последовательности 
ДНК с мексиканским штаммом Ph. pomorum 
AY904062.1 и корейским штаммом Phoma sp. 
FJ950743. Изолят Phoma sp. 3 из питомника 
Милошевичского лесхоза обладал 99% генети-
ческим сходством с Phoma sp. NRRL 
JN093264.1 (США), Phoma sp. P48E6 JN207352 
(Венесуэла), Phoma sp. CPO 10.003 JQ388280 
(Мексика), Phoma herbarum JQ936331.1 (Брази-
лия), Phoma herbarum GU073116 (Китай) и 
Phoma sp. R79-10 AB693778 (Япония). Изоляты 
Phoma spp., выявленные в Октябрьском лесхо-
зе, на 99% были идентичны таковым из Венесу-
элы (JN207352), США (HQ846581), Китая 
(HQ696085), Японии (AB693798) и Кореи 
(HM008925) и др. 

Детальный анализ структуры локусов рДНК 
выявленных генотипов Phoma spp. показал ви-
доспецифические особенности нуклеотидных 
последовательностей, связанные с делецией/ин-
серцией олигомерных фрагментов во втором 
внутреннем транскрибируемом спейсере. Иден-
тифицированные делетированные фрагменты 
включают в себя дуплицированные последова-
тельности нуклеотидов (-GCGC- и -AGGC-), 
расположенные рядом. Кроме того, детальное 
изучение структуры спейсера выявило большое 
число повторяющихся последовательностей 
внутри ВТС2 (CGT-мотив), что указывает на 
наличие процессов дупликации нуклеотидных 
последовательностей в ходе филогенеза и их 
последующую дивергенцию между видами [17]. 
Результаты кластеризации (на основании сопо-
ставления нуклеотидных последовательностей) 
изученных изолятов Phoma spp. выявили на 
дендрограмме два отдельных видовых класте-
ра, уровень генетических различий между ус-
редненными образцами которых составил 2,2% 
(22 отличия на 1000 нуклеотидов). 

Для уточнения таксономического положе-
ния рода Phoma в ходе исследований было про-
ведено сравнение усредненных генотипов изо-
лятов с другими представителями класса доти-
деомицетов – Teratosphaeria, Epicoccum, Alter-
naria, Venturia, Cladosporium, Sphaeropsis [12]. 
Исходя из полученных коэффициентов генети-
ческой дифференциации установлено, что род 
Phoma является генетически близким к видам 
семейства Pleosporaceae. Таким образом, полу-
ченные генетические данные могут быть ис-
пользованы для отнесения рода Phoma к плеос-

поровым грибам. Кроме того, уровень выяв-
ленных генетических различий между Phoma и 
Epicoccum не превысил 1,5%, что может по-
служить предпосылкой для ревизии данных 
родов и их последующего объединения.  

На основании определения родоспецифи-
ческих регионов в нуклеотидной последова-
тельности рДНК были сконструированы спе-
цифические праймеры для молекулярно-гене-
тической диагностики белорусских изолятов 
Phoma spp. методами классической ПЦР и ПЦР 
в реальном времени. 

Заключение. Проведенное молекулярно-
фитопатологическое обследование лесных пи-
томников позволило выявить девять видов гри-
бов рода Phoma, предварительно оцененных 
как патогенные по отношению к сеянцам и са-
женцам сосны и ели. В ходе сравнительного 
анализа диагностических локусов патогенов 
обнаружены основные типы видовых отличий. 
На основании изучения консервативных (внут-
ри рода Phoma) регионов рДНК сконструиро-
ваны праймеры для диагностики возбудителей 
фомоза в растительном материале и почве ме-
тодом ПЦР. 
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