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Россия занимает лидирующее положение среди крупнейших производителей и экспортеров пшеницы. 
Одними из ключевых требований к биологической безопасности отечественной зерновой продукции являют-
ся фитосанитарные требования стран-импортеров. В отношении фитопатогенных микромицетов соответствие 
зерновой продукции определяется их полным отсутствием или минимально допустимым содержанием в пар-
тии. При отгрузке экспортируемой продукции необходимо в сжатые сроки проводить фитосанитарную оценку 
партии растительной продукции. В статье оценено влияние предложенного метода пробоподготовки семян 
зерновых культур на качество экстрагируемой ДНК грибных возбудителей. Целью проводимых исследований 
являлась оптимизация методов пробоподготовки зерновой продукции к экстракции нуклеиновых кислот с даль-
нейшей идентификацией для сокращения проведения лабораторных исследований. Разработка современных, 
достоверных и низкотрудозатратных методов диагностики фитопатогенов в растительной продукции представ-
ляется актуальной задачей. Для исследования зерно пшеницы, ячменя и ржи искусственно инокулировали 
такими грибными патогенами, как Parastagonospora nodorum – возбудитель септориоза колоса и Alternaria 
infectoria – возбудитель альтернариоза. Заражение производили путем замачивания зерна в суспензии спор 
с последующей инкубацией. Для оценки заражения использовали классические методы микологии, а также за-
патентованный метод Е. Ю. Тороповой. Идентификацию патогенов проводили методом классической ПЦР с ис-
пользованием специфичных для целевых объектов праймеров. Дана оценка чувствительности предложенного 
метода экстракции для каждой из исследуемых зерновых культур. Метод позволяет выявлять целевые объекты 
даже при минимальном количестве пораженных зерен в образце (1–5 зараженных семян на 195–199 здоро-
вых). Сопутствующие патогены не выявлены, при проведении ПЦР-анализа ложноположительные результаты 
получены не были.
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Russia occupies a leading position among the largest wheat producers and exporters. One of the key require-
ments for the biological safety of domestic grain products is the phytosanitary requirements of importing countries. 
The conformity of grain products with regard to phytopathogenic micromycetes is determined by their complete ab-
sence or the minimum content in the batch. When shipping exported products, it is necessary to carry out a phytosan-
itary estimation of a batch of plant products in a short time. In the current paper there has been estimated the effect 
of the proposed method of sample preparation of grain crop seeds on the quality of an isolated fungal pathogens’ 
DNA. The purpose of the study was to optimize the methods of sample preparation of grain products for the extraction 
of nucleic acids with further identification to reduce laboratory trials. The development of modern, reliable and low 
labor-consuming methods for diagnosing phytopathogens in plant products is of great urgency. In order to conduct 
the current research, wheat, barley and rye kernels were artificially inoculated with such fungal pathogens as Para-
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stagonospora nodorum, the causative agent of Septoria leaf spot, and Alternaria infectoria, the causative agent of 
Alternaria leaf spot. The infection was carried out by soaking the kernels in a spore suspension followed by incubation. 
In order to assess infection, there were used the classical methods of mycology, as well as the patented E. Yu. Toro-
pova’s method. The pathogens were identified by a classical PCR analysis using the target-specific primers. There 
has been given an assessment of the sensitivity of the proposed extraction method for each of the studied crops. The 
method allows identifying target objects even with a minimum number of infected kernels in the sample (1–5 infected 
seeds per 195–199 healthy ones). There were not identified any related pathogens, and there were no false-positive 
results during the conducted PCR analysis.

Keywords: kernels, DNA isolation, phytopathogens, Septoria spot of a head, Alternaria spot of grain crops.

новных зерновых культур: пшеницы, ячменя, 
ржи.

Получение инфекционного материала про-
водили с помощью искусственного заражения 
зерна двумя изолятами фитопатогенных гри-
бов: Parastagonospora nodorum (Berk.) Quaedvl., 
Verkley & Crous, 2013 – возбудитель септори-
оза колоса зерновых, и Alternaria infectoria 
E. G. Simmonds, 1986 – возбудитель альтерна-
риоза зерновых. 

Суспензии грибов готовили следующим об-
разом: мицелий со спорами снимали с колонии 
гриба на чашке Петри и помещали в стериль-
ную дистиллированную воду. Зерно пшени-
цы, ячменя и ржи предварительно промывали 
проточной водой, затем прогревали в сушиль-
ном шкафу ШС-80-02 СПУ при 55 °С в течение 
40 мин для подавления возможной инфекции 
в семенах. Затем зерно стерилизовали в тече-
ние 10 мин в 96%-м этаноле и дважды промы-
вали в стерильной воде. Стерильные контейне-
ры для биоматериала заполняли на 2/3 объема 
зерном и наливали суспензию гриба так, чтобы 
она полностью покрывала зерно. Зерно с су-
спензией гриба оставляли на сутки в термостате 
MIR-254 при 24 °С, периодически перемешивая. 
Затем жидкость сливали, зерно раскладывали 
равномерно на стерильную фильтровальную 
бумагу и просушивали в ламинарном боксе про-
ходящим воздухом. После высушивания зерно 
помещали обратно в контейнеры и оставляли 
в термостате на 3 суток при температуре 24 °С. 
По истечении этого времени зерно снова сте-
рилизовали 96%-м спиртом в течение 10  мин, 
промывали стерильной водой и высушивали 
в ламинарном боксе, как описано выше. 

Для анализа степени зараженности после 
высушивания зерно раскладывали на чашки 
Петри с 2%-м картофельно-морковным агаром 
(КМА) и инкубировали до появления мицелия 
A. infectoria на поверхности семян. Для выяв-
ления заражения P. nodorum использовали ме-
тод Тороповой Е. Ю., включающий в себя все 
необходимые этапы воздействия на гриб 
для начала спороношения, такие как чередо-
вание пониженных температур, ультрафиоле-
товое облучение. Продолжительность метода 
14 суток (Торопова и др., 2016). Аналогичным 
образом готовили контрольные образцы 
с использованием здорового зерна, кото-
рое заливали стерильной водой. Образцы со-
стояли из проб количеством от 50 до 200 се-
мян разной степени зараженности (варианты 
с 1–5 инфицированными семенами; полностью 
зараженное зерно: зерно, зараженное пикни-
дами P. nodorum).

Введение. Россия – один из основных экс-
портеров зерна на мировом рынке. Так, за по-
следние три года ежегодно экспортируется от-
ечественной зерновой продукции более чем 
на 7 млрд долларов США (Таможенная стати-
стика внешней торговли РФ, 2021). Для сохра-
нения ключевых позиций в мировой торговле 
необходимо производить высококачествен-
ное зерно, удовлетворяющее требовани-
ям и стандартам качества стран-импортеров. 
В каждой стране назначения существуют тре-
бования к подкарантинной продукции, со-
гласно которым зерновая продукция должна 
быть свободна от ряда вредных организмов. 
Удовлетворение этих требований возможно 
при оперативных выявлениях карантинных ор-
ганизмов при производстве и транспортиров-
ке зерна. Используемые методы исследований 
подкарантинной зерновой продукции, осно-
ванные на диагностике возбудителей болезней 
зерновых культур по культурально-морфоло-
гическим признакам, продолжительны и тру-
доемки. Такой подход не обеспечивает опе-
ративность исследований больших объемов 
продукции. Введение в исследование зерна 
молекулярно-генетических методов позволя-
ет ускорить и повысить точность идентифика-
ции патогенов зерновых культур. В настоящее 
время идентификация грибов-возбудителей 
болезней на основе ПЦР-анализа получила ши-
рокое распространение (Samson et al., 2019). 
Для проведения ПЦР традиционно использу-
ют ДНК, выделенную из чистых культур, полу-
чение которых продолжительно. Выделение 
ДНК патогенов напрямую из зерновой продук-
ции позволит ускорить исследования. Однако 
этот процесс имеет определенные особенно-
сти, влияющие на точность результата анализа. 
Вместе с ДНК при экстракции в раствор попа-
дают различные полисахариды, алкалоиды, фе-
нольные соединения, которые снижают каче-
ство ДНК (Рябушкина и др., 2012). Экстракцию 
ДНК из растительных материалов осуществля-
ют с помощью различных буферных раство-
ров и химических соединений. При выделении 
ДНК из зерна следует помнить, что грибная ин-
фекция зачастую находится внутри семени, по-
этому для ее экстракции в буфер необходимо 
механически разрушить зерно. Целью прово-
димых исследований являлась оптимизация 
методов пробоподготовки зерновой продук-
ции к экстракции нуклеиновых кислот с даль-
нейшей идентификацией для сокращения про-
ведения лабораторных исследований.

Материалы и методы исследований. 
Объектами исследований являлись семена ос-
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Пробоподготовку к экстракции ДНК из зер-
на проводили в три этапа.

1. Подготовка зерна к помолу. Перед по-
молом зерно промывали от механических за-
грязнений на поверхности под проточной во-
дой от 5 до 15 мин в зависимости от степени 
загрязнения. За это время зерно способно на-
питаться влагой, которая будет препятствовать 
его качественному помолу. Для удаления лиш-
ней влаги зерно просушивали в сухожаровом 
шкафу при 45 °С до 6 ч. 

2. Помол зерна проводили на лаборатор-
ной мельнице IKA Tube Mill control в специаль-
ной шлифовальной камере до образования ча-
стиц размером не более 0,5 мм. 

3. Получение экстракта из муки при по-
мощи 1%-го PBS буфера. Экспозиция муки 
в буфере составляла 2 ч при комнатной темпе-
ратуре с периодическим перемешиванием су-
спензии встряхиванием. Затем суспензию цен-
трифугировали при 5 тыс. об./мин в течение 
3 мин. Для дальнейшего выделения ДНК от-
бирали 500 µl надосадочной жидкости в трех-
кратной повторности. 

Экстракцию ДНК проводили коммерческим 
набором DNeasy Plant Pro (Qiagen, Германия).

Оценку качества и количества выделенной 
ДНК осуществляли на анализаторе NanoDrop 
2000 и ПО NanoDrop.

Для определения степени ингибирования 
ПЦР при выделении ДНК из зерна использова-
ли внутренний положительный контроль ам-
плификации (ВПК): оригинальную разработан-
ную систему праймеров Mus 714F/Mus 714R 
(Мазурин и др., 2012). Для идентификации вида 
P. nodorum использовали специфичные прай-
меры JB433/JB434, разработанные Beck and 
Ligon (1995). Выявление ДНК вида A. infectoria 
осуществляли с помощью специфичных прай-
меров Dir3Alta1/Inv4AltA1, предложенных 
Pavón et al. (2010).

Одна реакция объемом 25 µl содержала: 
5 µl ПЦР-буфера MasDDMix-2025 (Диалат лтд., 
Россия), 10 пмоль каждого праймера, 5 µl целе-
вой ДНК, 2,5 µl ВПК и ddH2O. 

Температурно-временной режим на ампли-
фикаторе BioRad Т100 составил: 94 °С – 3 мин, 
40 циклов: 94 °С – 30 с, 58 °С– 30 с, 72 °С – 
1  :  0 мин; 1 цикл 72 °С – 7 мин. Режим ампли-
фикации для обоих исследуемых видов иден-
тичный. После ПЦР проводили электрофорез 
в агарозном геле, визуализацию результатов 
осуществляли с помощью гельдокументиру-
ющей системы Fusion Fx (Vilber Lourmat) и ПО 
EvolutionCapt версии 17.0.1.0. 

Результаты и их обсуждение. Опти- 
мизацию пробоподготовки зараженного се-
менного материала начинали с оценки степе-
ни искусственного заражения семян P. nodorum 
и A. infectoria.

На седьмые сутки инкубирования семян, 
зараженных A. infectoria, проявились характер-
ные симптомы поражения грибом: оливковый 
налет конидий на зерне и рост оливкового ми-
целия на питательной среде (Simmonds, 2007).

Степень заражения семян P. nodorum опре-
деляли по методу, описанному Е. Ю. Тороповой. 
Через 14 суток на зерне появились пикни-
ды гриба, содержащие характерные споры  
(рис. 1).

Рис. 1. Семена пшеницы с пикнидами P. Nodorum
Fig. 1. Wheat seeds with pycnidia P. nodorum

Для выделения ДНК целевых видов были 
апробированы несколько подходов к пробо-
подготовке образца (партии семян зерновых 
культур разного количества). В большинстве 
случаев исследуемая партия семян зерновой 
продукции представляет собой смесь здоро-
вых и инфицированных зерен. Для выявле-
ния инфицированных семян из общей массы 
необходимо отбирать семена с симптомами, 
а в случае латентной инфекции прибегать к ин-
дуцированию спороношения возбудителей, ис-
пользуя соответствующие методы. Создание 
гомогенного образца с равной степенью инфи-
цированности, например, помол зерна в муку, 
обеспечивает более равномерное распреде-
ление инфекции внутри него. В муке частота 
встречаемости пропагул фитопатогена увели-
чивается, что расширяет возможности метода 
идентификации. 

При выделении геномной ДНК возбуди-
телей напрямую из сухой муки существуют 
сложности экстракции НК. Разные образцы 
с частицами пылящей массы муки легко могут 
контаминировать друг друга, а также оседать 
на рабочую поверхность. Исключить эти отри-
цательные моменты позволяет использование 
экстрагирующих буферов, например, PBS, ко-
торый обеспечивает большую гомогенность 
исследуемого образца.

Выделение ДНК напрямую из муки увели-
чивает вероятность выделения низкокаче-
ственной ДНК. Чаще всего для качественной 
оценки ДНК используют показатель А260/280, 
который отражает загрязнение раствора ДНК 
белками. Так, отношение А260/280 ≥ 1,8 ука-
зывает на чистый образец ДНК (Glasel, 1995, 
Russel, 2001). Выделенная ДНК из экстракта 
муки в PBS буфере обладала высоким каче-
ством (А260/280 1,79–1,94), а ее количество до-
статочно для проведения ПЦР (3,9–89,3 нг/µl) 
(табл. 1).



Зерновое хозяйство России. Т. 14, № 3. 2022 47

От количества ДНК (концентрации) напря-
мую зависит эффективность ПЦР. Слишком 
низкие значения концентрации не позволяют 
провести ПЦР, так же, как и слишком высокие 
концентрации ДНК могут ингибировать реак-
цию. 

Первым этапом апробации метода являл-
ся анализ малого объема образца количеством 
от 30 до 50 семян. В опыте использовали зер-
но пшеницы, зараженное P. nodorum, а так-
же здоровое зерно пшеницы, ячменя и ржи. 
Эффективность выделения ДНК оценивали 
в нескольких вариантах: здоровое зерно пше-
ницы + зараженное зерно пшеницы (1–3 зара-
женных семени на 47–49 здоровых); 25 здоро-

вых зерен ячменя + 5 инфицированных зерен 
пшеницы; 25 здоровых зерен ржи + 5 инфици-
рованных зерен пшеницы; 50 инфицирован-
ных зерен пшеницы; 50 неинфицированных зе-
рен пшеницы.

В результате проведения метода ПЦР со 
специфичными праймерами из экстрактов 
муки пшеницы, ячменя и ржи (рис. 2) были 
получены специфичные продукты размером 
450  п.о. только в вариантах с пшеницей и ро-
жью. В варианте с ячменем целевой продукт 
получен не был, это можно объяснить низкой 
концентрацией целевой ДНК. Наличие продук-
та ВПК во всех вариантах указывает на отсут-
ствие ингибирования реакции. 

Таблица 1. Концентрация и качество выделенной из экстракта муки геномной ДНК
Table 1. Concentration and quality of the genomic DNA isolated from flour extract

Вариант Концентрация ДНК, нг/мкл A260/280
Зараженная пшеница 12,8–13,4 1,79–1,87
Зараженный ячмень 3,7–3,9 1,8–1,94
Зараженная рожь 86,1–89,3 1,82

Рис. 2. Результаты электрофореза в агарозном геле ПЦР продуктов с праймерами JB 433/434  
(Бэнды: 1–3 – 49 зд. зерен пшеницы + 1 инф.; 4–6 – 48 зд. + 2 инф.; 7–9 – 47 зд. + 3 инф.;  

10–11 – 25 зд. зерен ячменя + 5 инф. пшеницы; 1–13 – 25 зд. зерен ржи + 5 инф. пшеницы;  
14–16 К+з (только инф. зерно); 17–19 К-з (не инф. зерно); 20 – отрицательный контроль выделения ДНК;  

21 – отрицательный контроль (вода))
Fig. 2. Results of electrophoresis in an agarose gel of PCR products with the primers JB 433/434  

(Bands: 1–3 – 49 healthy wheat kernels + 1 infected one; 4–6 – 48 healthy + 2 infected;  
7–9 – 47 healthy + 3 infected; 10–11 – 25 healthy barley kernels + 5 infected wheat kernels;  

12–13 – 25 healthy rye kernels + 5 infected wheat kernels; 14–16 K + z (only infected kernels);  
17–19 K- z (non-infected kernels); 20 – negative control for DNA isolation; 21 – negative control (water))

Размер образца для исследования был уве-
личен до 200 семян согласно ГОСТ № 12044-93, 
который устанавливает размер образца 
для исследований зерна на наличие патогенов 
200–400 семян. На этом этапе важно учесть тот 
факт, что увеличение количества семян вле-
чет увеличение количества растительной ДНК, 
а также веществ, способных ингибировать ре-
акцию.

Из-за неудовлетворительных результатов 
с ячменем в предыдущем эксперименте было 

решено увеличить инфекционный фон в образ-
це, в связи с чем к 200 семенам ячменя доба-
вили 5 пикнид гриба P. nodorum, а затем произ-
вели помол. Для пшеницы отобраны образцы 
размером 200 семян с разным количеством ин-
фекции: 1–3 зараженных P. nodorum зерна пше-
ницы + 197–199 здоровых семян. Получение 
экстрактов, выделение ДНК и проведение ПЦР 
производили, как описано выше. Результаты 
электрофореза продуктов ПЦР (рис.  3) свиде-
тельствуют о том, что размер образца 200  се-
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мян также обеспечивает выявление ДНК 
P. nodorum во всех образцах. Образование про-

дукта ВПК указывает на отсутствие ингибиро-
вания реакции.

Рис. 3. Результаты электрофореза в агарозном геле ПЦР продуктов с праймерами JB 433/434  
(Бэнды: 1–6 – 199 зд. зерен пшеницы + 1 инф.; 7–12 – 198 зд. + 2 инф.; 13–18 – 197 зд. + 3 инф.;  

19–22 – 200 зд. зерен ячменя + 5 пикнид; 23 – отрицательный контроль выделения ДНК;  
24 – отрицательный контроль (вода))

Fig. 3. Results of electrophoresis in an agarose gel of PCR products with the primers JB 433/434  
(Bands: 1–6 – 199 healthy wheat kernels + 1 infected one; 7–12 – 198 health + 2 infected;  

13–18 – 197 healthy + 3 infected; 19–22 – 200 healthy barley kernels + 5 pycnidia;  
23 – negative control for DNA isolation; 24 – negative control (water))

Поскольку 5 пикнид является достаточ-
но высоким инфекционным фоном, необхо-
димо было оценить чувствительность метода. 
Для этого подготовили образцы, состоящие 
из 200 семян ячменя и с инфекционным фоном 
в 1–3 пикниды. Также для увеличения коли-
чества выделенной целевой ДНК к протоколу 
пробоподготовки семян ячменя был добавлен 
этап высокоскоростного центрифугирования 
экстракта при 13 тыс. об./мин. в течение 2 мин 

для осаждения мелких частиц, в том числе ку-
сочков мицелия гриба. Выделение ДНК прово-
дили из полученного осадка, удалив надоса-
дочную жидкость.

Результаты эксперимента представлены 
на электрофореграмме (рис. 4), специфичный 
продукт 450 п.о. образуется во всех повторно-
стях с тремя пикнидами. В варианте с одной 
пикнидой продукт образуется в 3-х из 6 повтор-
ностей.

Рис. 4. Результаты электрофореза в агарозном геле ПЦР продуктов с праймерами JB 433/434  
(Бэнды: 1–6 – 200 здоровых семян ячменя + 1 пикнида; 7–8 – 200 здоровых семян ячменя + 3 пикниды;  

13 – отрицательный контроль выделения ДНК; 14 – отрицательный контроль (вода))
Fig. 4. Results of electrophoresis in an agarose gel of PCR products with the primers JB 433/434  

(Bands: 1–6 – 200 healthy barley kernels + 1 pycnidia; 7–8 – 200 healthy barley kernels + 3 pycnidia;  
13 – negative control of DNA isolation; 14 – negative control (water))

При выявлении A. infectoria в образ-
цах зерновых культур также были получе-
ны положительные результаты ПЦР (рис. 5). 
Инфекционного фона в 5 зараженных семе-
нах на 195 незараженных было достаточно 

для детекции целевого вида во всех вариантах. 
Во всех случаях был получен целевой продукт 
размером 350 п.о., о качестве проведенной 
ПЦР говорит образование во всех вариантах 
продукта ВПК размером 700 п.о.
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Выводы. Традиционные микологические 
методы фитосанитарных лабораторных иссле-
дований зерновой продукции продолжитель-
ны и занимают от 10 до 14 дней, поскольку 
основаны на идентификации по морфологи-
ческим структурам, конидиям, на образование 
которых требуется время и создание опреде-
ленных условий инкубирования. Метод ПЦР-
анализа не требует наличия диагностических 
морфологических структур патогена, иденти-
фикация производится по ДНК гриба, т.е. ее 
наличие в зерне указывает на инфицирован-
ность образца. Предложенный протокол про-
боподготовки зерна к экстракции ДНК позво-
ляет отказаться от инкубирования образцов, 
что сокращает продолжительность исследова-
ний до 5 дней в зависимости от исследуемого 
объекта. Было установлено, что данный метод 

можно применять для пробоподготовки семян 
пшеницы, ячменя и ржи. Метод выделения ДНК 
фитопатогенных грибов из экстракта муки по-
казал высокую чувствительность со всеми ис-
следуемыми зерновыми культурами, которая 
составила одно зараженное семя на 199 здо-
ровых для выявления P. nodorum и 5 заражен-
ных семян на 195 здоровых для выявления 
A.  infectoria. Пробоподготовка зерна к выде-
лению ДНК по данному протоколу не требует 
дорогостоящего оборудования и опасных хи-
мических реактивов, поэтому может быть ре-
комендована для проведения лабораторных 
исследований. Применение данного метода 
позволяет быстро и надежно проводить лабо-
раторные исследования на выявление фитопа-
тогенов не только отечественной, но и экспор-
тируемой зерновой продукции. 

Рис. 5. Результаты электрофореза с праймерами Dir3Alta1/Inv4Alta1  
(Бэнды: 1, 2 – 195 зд. семян пшеницы + 5 инф., 3, 4 – 195 зд. семян ячменя + 5 инф.,  

5, 6 – 195 зд. семян ржи + 5 инф., 7 – полностью зараженное зерно, 8 – не зараженное зерно,  
9 – отрицательный контроль выделения ДНК, 10 – отрицательный контроль (вода))

Fig. 5. Results of electrophoresis with the primers Dir3Alta1/Inv4Alta1  
(Bands: 1–2 – 195 healthy wheat kernels + 5 infected ones; 3–4 – 195 healthy barley kernels + 5 infected ones;  

5–6 – 195 healthy rye kernels + 5 infected ones; 7 – completely infected kernels; 8 – not infected kernels;  
9 – negative control of DNA isolation; 10 – negative control (water))
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