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УСЫХАНИЯ ДУБА ЧЕРЕШЧАТОГО 

Полимеразная цепная реакция (ПЦР) – технология, основанная на ферментативной амплифика-
ции матрицы ДНК в условиях in vitro, которая используется для быстрого обнаружения, характери-
стики и идентификации различных биологических организмов. Одним из наиболее важных этапов 
при проведении ПЦР-анализа является разработка праймеров, позволяющих наиболее точно диа-
гностировать изучаемый объект. В данной статье описана технология разработки олигонуклеотид-
ных праймеров, специфичных для фитопатогенных грибов семейства Ophiostomataceae Nannf., ас-
социированных с поражением сосудистой системы дуба черешчатого Quercus robur L. В основу 
подхода положено использование родоспецифичных участков ДНК для создания последовательно-
стей олигонуклеотидов.  
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Polymerase chain reaction (PCR) is a technology based on enzymatic amplification of DNA template 
in vitro, which is used for rapid detection, characterization and identification of various biological 
organisms. One of the most important stages in the PCR analysis is the development of primers that allow 
the most accurate diagnosis of the object under study. This article describes the technology for the 
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Введение. Массовое усыхание дубовых 
насаждений в Европе наблюдается с начала 
XX в. [1]. С 1990-х гг. усыхание дуба считается 

многофакторным процессом, в котором значи-
тельную роль играют абиотические факторы – 
уменьшение количества атмосферных осадков  
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в вегетационный период, снижение уровня грун-
товых вод, повышенные температуры воздуха  
и т. д. Тем не менее, немаловажными выступают 
и биотические факторы, такие как распростране-
ние стволовых вредителей и фитопатогенных 
организмов, вызывающих повреждение сосуди-
стой системы деревьев дуба. Кроме прямого воз-
действия на деревья, стволовые вредители спо-
собствуют более быстрому распространению 
инфекций, перенося возбудителей заболеваний 
на поверхности или внутри тела насекомого [2].  

По данным лесопатологических обследо-
ваний Учреждения «Беллесозащита» [3], на 
начало 2022 г. общая площадь очагов инфек-
ционных болезней дуба составила порядка 
3,4 тыс. га, или 1,4% от суммарной площади 
дубрав Беларуси. Одним из основных типов 
заболеваний является поражение сосудистой 
системы деревьев офиостомовыми грибами (се-
мейство Ophiostomataceae) [4].  

Офиостомовые грибы представляют собой 
широко распространенную группу фитопато-
генных грибов лесных древесных растений не 
только в Беларуси, но и в других странах. Внеш-
ний характер вызываемых повреждений связан с 
изменением окраски заболонной части древе-
сины, что обусловливает ее низкую экономиче-
скую ценность. Массовое возникновение очагов 
и распространение некоторых видов офиосто-
мовых грибов оказало значительное влияние на 
естественные леса и нанесло существенный 
ущерб мировому лесному хозяйству в течение 
прошлого века [5, 6].   

Большинство представителей семейства 
Ophiostomataceae могут заражать деревья через 
раны и трещины, образующиеся в результате 
жизнедеятельности стволовых вредителей, а 
также механических повреждений, вызванных 
ветром, низкими отрицательными температу-
рами и др. [7]. Наиболее благоприятными усло-
виями для проникновения и развития инфекции 
в стволе дерева является глубокое нарушение 
покровных тканей и относительно недавний ха-
рактер повреждения [8].  

Следует отметить, что многие представи-
тели офиостомовых грибов часто ассоцииро-
ваны с короедами подсемейства Scolytinae 
Latreille, которые колонизируют ослабленные 
или недавно погибшие деревья [9]. Примером 
такой взаимосвязи может служить голландская 
болезнь вязов, вызываемая грибом Ophiostoma 
ulmi, распространяемого ильмовыми заболонни-
ками из рода Scolytus Geoffr. Распространение 
инфекции в прошлом веке привело к эпифито-
тиям и гибели значительного числа насаждений 
вяза в Европе и Северной Америке [10]. 

Диагностика поражения сосудистой си-
стемы дуба зачастую проводится по внешним 

признакам поражения деревьев (морфологиче-
ский метод), т. е. на поздних стадиях развития 
болезни. Кроме того, данный метод не позволяет 
точно определить возбудителя, поскольку сход-
ные симптомы заболеваний могут быть вы-
званы как различными видами патогенных ор-
ганизмов, так и неблагоприятными внешними 
условиями. 

Таким образом, разработка метода ранней 
диагностики офиостомовых грибов является од-
ной из актуальных задач, связанных с совершен-
ствованием системы лесопатологического мо-
ниторинга дубрав. В настоящее время наряду с 
используемыми классическими методами диа-
гностики фитопатогенных грибов наибольшую 
значимость приобретают молекулярно-генети-
ческие подходы, основанные на выявлении ДНК 
возбудителя [11]. 

Основная часть. Диагностика возбудите-
лей болезней лесных древесных растений 
имеет основополагающее значение практиче-
ски для всех аспектов, связанных с патогене-
зом растений. Точная идентификация и раннее 
обнаружение фитопатогенных организмов яв-
ляется первоосновой для своевременной орга-
низации и проведения защитных мероприя-
тий, направленных на элиминацию вредных 
организмов. Исходя из трудоемкости и высо-
кой субъективности результатов идентифика-
ции патогенов, основанной только на анализе 
морфологических характеристик, использова-
ние методов ДНК-маркирования (и в частно-
сти, ПЦР-основанных подходов) является 
наиболее эффективным и информативным ин-
струментом для быстрой и точной диагно-
стики болезней растений [12].  

Классический вариант ПЦР-амплификации 
включает в себя повторяющиеся циклы денату-
рации матрицы, отжига праймеров и удлинения 
маркерного региона клонируемой последова-
тельности ДНК, фланкированного двумя олиго-
нуклеотидными праймерами. При этом разра-
ботка олигонуклеотидов, специфичных для целе-
вых организмов, является одним из наиболее 
важных элементов метода молекулярно-генети-
ческой диагностики. Праймеры, которые яв-
ляются уникальными для амплифицируемой 
последовательности-мишени, должны удо-
влетворять определенным термодинамическим 
критериям, связанным с их размером, темпера-
турой отжига и плавления, способностью фор-
мировать вторичную структуру, специфично-
стью и др. [13].  

Дизайн праймеров с использованием после-
довательностей внутренних транскрибируемых 
спейсеров ITS1 и ITS2 областей рДНК получил 
широкое распространение в молекулярно-генети-
ческой идентификации фитопатогенных грибов, 
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так как их изменчивость с диагностической точки 
зрения является информативной и достаточной 
для определения таксономической принадлежно-
сти патогенов [14]. На сегодняшний день олигонук-
леотиды, разработанные на основе последователь-
ностей внутренних транскрибируемых спейсеров, 
используются для обнаружения более 80 видов фи-
топатогенных грибов. Гены рРНК (18S, 5,8S и 28S) 
грибов характеризуются более низким (по сравне-
нию с ITS1 и ITS2) уровнем филогенетических пре-
образований и поэтому в наибольшей степени при-
годны для изучения таксономических групп на 
уровне родов или выше [12].  

С целью создания видоспецифичных прай-
меров последовательности целевой рДНК гри-
бов могут быть получены из специализирован-
ных баз данных (например, NCBI GenBank 
[https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi]) или путем 
секвенирования целевого фрагмента рДНК изу-
чаемых образцов генетического материала гри-
бов с помощью универсальных праймеров [15]. 
Последующее сравнение последовательностей 
рДНК-мишени среди родственных видов грибов 

позволяет идентифицировать консервативные 
таксоноспецифические регионы и разработать 
структуру диагностических праймеров [12].  

Целью данной работы является разработка 
родоспецифичных олигонуклеотидных после-
довательностей для идентификации фитопато-
генных грибов семейства Ophiostomataceae, ас-
социированных с процессами усыхания дубо-
вых насаждений Беларуси.  

На первом этапе исследований с использова-
нием литературных данных был актуализирован 
видовой состав микромицетов, вызывающих по-
ражение проводящих тканей растений Q. robur. 
Полученные данные относительно патогенных 
грибов семейства Ophiostomataceae представ-
лены в табл. 1. 

Большинство из этих видов на территории 
Беларуси не зафиксированы (по данным из Гло-
бальной информационной системы о биоразно-
образии GBIF [https://www.gbif.org/]), что может 
быть связано с их отсутствием в настоящее 
время или невозможностью проведения досто-
верной лабораторной идентификации. 

 
Таблица 1 

Перечень представителей семейства Ophiostomataceae, ассоциированных с дубом черешчатым 

№ п/п Род Вид Литературный источник 

1 

Sporothrix Hektoen 
& C.F.Perkins 

S. abietina Selochnik N. N. et al. [16]  
2 S. dentifunda Aghayeva D. N. et al.  [17] 
3 S. eucastaneae Jankowiak R. et al. [9] 
4 S. fusiformis Selochnik N. N. et al. [16] 
5 S. inflata Halmschlager E. [18] 
6 S. lunata Selochnik N. N. et al. [16] 
7 S. prolifera Jankowiak R. et al. [9] 8 S. stenoceras 
9 S. schenckii Selochnik N. N. et al. [16] 

10 

Ophiostoma  
Syd. & P.Syd. 

O. australiae 

Taerum S. J. et al. [19] 

11 O. boreale 
12 O. denticiliatum 
13 O. himal-ulmi 
14 O. karelicum 
15 O. novo-ulmi 
16 O. solheimii Jankowiak R. et al. [9] 
17 O. sparsiannulatum Jankowiak R. et al. [9] 
18 O. tasmaniense 

Taerum S. J. et al. [19] 19 O. tsotsi 
20 O. ulmi 
21 O. undulatum 
22 O. villosum Aas T. et al. [20] 
23 

Leptographium 
Lagerb. & Melin 

L. flavum Jankowiak R. et al. [9] 
24 L. procerum Aas T. et al. [20] 
25 L. tardum Jankowiak R. et al. [9] 
26 L. verrucosum Gebhardt H. et al. [21] 
27 L. vulnerum Jankowiak R. et al. [9] 
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Рис. 1. Фрагменты выравнивания видов семейства Ophiostomatacea  
с выделенными консервативными участками:  

а – род Sporothrix; б – род Leptographium; в – род Ophiostoma

На следующем этапе работы была сформи-
рована база данных нуклеотидных последова-
тельностей, состоящая из 27 видов офиостомо-
вых грибов.  

Формирование нуклеотидных последователь-
ностей производилось на основе имеющихся в 
международном генном банке NCBI GenBank дан-
ных. При помощи программного обеспечения 
CLC Sequence Viewer 6.6.2 было проведено вырав-
нивание последовательностей для определения 
консервативных участков с целью последующего 
подбора регионов для разработки структуры прай-
меров. Фрагменты выравнивания видов представ-
лены на рис. 1. 

На основе анализа консервативных участ-
ков ДНК с использованием специального про-
граммного обеспечения Primer Blast для каж-
дого из изучаемых родов были разработаны  
30 вариантов пар праймеров согласно следую-
щим критериям: размер праймера – в диапа-
зоне от 18 до 30 оснований; GC-состав – не ме-
нее 50%; различия в температурах плавления 

(Tm) между прямым и обратным праймером не 
более чем 2–3 °С, отсутствие вторичной струк-
туры (шпильки или димеры) [21–23], темпера-
тура плавления (Tm) – 55–63 °С; длина ампли-
кона – от 390 до 515 п. н. Все остальные пара-
метры принимались «по умолчанию». 

Последующий детальный анализ термодина-
мических характеристик разработанных струк-
тур олигонуклеотидных последовательностей 
позволил идентифицировать варианты прайме-
ров, характеризующиеся наиболее оптималь-
ными значениями указанных ранее характери-
стик (табл. 2). 

Функциональность разработанных праймеров 
была протестирована модулем Primer Blast в базе 
данных нуклеотидных последовательностей NCBI 
GenBank. Полученные результаты показали, что 
пары праймеров являются специфичными по от-
ношению к гену 18S рДНК представителей родов 
Ophiostoma, Leptographium, Sporothrix. На рис. 2 
представлены результаты для пары олигонуклео-
тидов GLep (F) и GLep (R). 
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Таблица 2  
Нуклеотидные последовательности разработанных праймеров 

Род Праймер Последовательность праймера (5’–3’) 

Leptographium  
GLep (F) CCCAACCCGTGCCAACTTA 
GLep (R) AGATGCTTACTGCGCTCGG 

Sporothrix  
GSp (F) CCCTTGCGAACCATACCCAT 
GSp (R) GGAGAACTTGCGTTCGGTACT 

Ophiostoma 
GOph (F) CTGTTCTCGTTGCTTCTGGC 
GOph (R) GCGAGAGAGAGAACTTGCGT 

 

 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Рис. 2. Результаты тестирования в NCBI Primer Blast 

Как видно из рис. 2, праймеры являются спе-
цифичными для представителей рода Lepto-
graphium и могут быть использованы для их 
идентификации в образцах пораженных тканей 
древесных растений. Аналогичные результаты 
были получены при тестировании праймеров 
для родов Sporithrix и Ophiostoma.  

Заключение. Таким образом, в результате 
проведенных исследований сконструированы 
три пары специфичных праймеров, позволяю-
щих идентифицировать и дифференцировать 
фитопатогенные грибы родов Ophiostoma, 

Leptographium, Sporothrix. Специфичность раз-
работанных праймеров подтверждена in silico с 
использованием доступных нуклеотидных по-
следовательностей представителей данных ро-
дов в базе данных NCBI GenBank.  

На следующем этапе исследований будут 
проведены тесты in vitro по изучению эффектив-
ности диагностики маркерных локусов офиосто-
мовых грибов, как с использованием чистых 
культур изолятов патогенов, так и образцов дуба 
черешчатого, характеризующихся симптомами 
инфекционного поражения сосудистой системы.  
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