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1. Информация о вредном организме  
Первое описание фитоплазм принадлежит Doi et al. (1967), которые открыли их в ходе поиска 
возбудителя желтухи астры. Эти одноклеточные организмы получили название 
"микоплазмоподобных" вследствие своего морфологического сходства с микоплазмами 
животных и чувствительности к антибиотикам тетрациклинового ряда (Ishiie et al., 1967). 
Фитоплазмы – это облигатные прокариотные фитопатогенные организмы, не обладающие 
клеточной стенкой и имеющие различную форму. Средний диаметр – 200–800 нм. Они 
обнаруживаются в ситовидных клетках флоэмы растений-хозяев. Размер генома фитоплазм 
варьируется от 550 до 1500 Кб, относительно небольшой по сравнению с другими прокариотами, 
и в геноме отсутствует ряд функций, относящихся к биосинтезу (Marcone et al., 1999; Davis et al., 
2005; Bai et al., 2006; Oshima et al., 2013).  

Наличие фитоплазм коррелирует с множеством разнообразных нарушений, выявляемых среди 
различных растений-хозяев (Lee et al., 2000). Среди характерных симптомов отмечают такие 
явления, как виресценция (позеленение цветков и утрата их нормальной пигментации); филлодия 
(трансформация частей цветка в листовидные структуры); ведьмина метла (пролиферация 
добавочных или пазушных побегов) и другие виды аномального разрастания побегов и корней; 
пожелтение, покраснение и прочие нарушения окраски листьев; уменьшение размеров листьев и 
плодов; некроз флоэмы; общее увядание и задержка роста (Davis and Sinclair, 1998). Некоторые 
виды растений толерантны или устойчивы к фитоплазменной инфекции; при заражении этих 
растений расстройств не наблюдается или они слабо выражены (Lee et al., 2000).  

По оценкам Seemüller et al. (2002), к микоплазменной инфекции восприимчивы около 1000 видов 
растений. Большинство растений-хозяев фитоплазм являются двудольными. Реже фитоплазмы 
обнаруживаются в однодольных растениях, преимущественно в представителях семейств 
пальмовых и злаковых (Seemüller et al., 2002).  

Фитоплазмы встречаются по всему миру. Географическое распространение и ущерб от 
фитоплазменных болезней зависит от спектра хозяев фитоплазмы, а также от присутствия и 
пищевого поведения насекомых-переносчиков. Для некоторых фитоплазм характерен широкий 
спектр растений-хозяев и многоядные переносчики, и поэтому им свойственно широкое 
распространение. Другие фитоплазмы имеют ограниченный спектр хозяев и переносящие их 
насекомые – это олигофаги или монофаги, что ограничивает их географическое 
распространение. Обзор географического распространения основных таксономических групп 
фитоплазм приведен в работе Foissac и Wilson (2010). 

Фитоплазмы могут передаваться через насекомых-переносчиков, повилику, а также путем 
прививки и распространяться посредством вегетативного размножения инфицированных частей 
растения. Спектр насекомых-переносчиков фитоплазм, в значительной степени определяющих 
их естественное распространение, ограничен цикадками и листоблошками, питающимися 
флоэмой (отряд полужесткокрылых (Hemiptera), подотряд цикадовых (Auchenorrhyncha)). Они 
устойчивым образом переносят данные фитопатогенные организмы. Weintraub и Beanland (2006) 
приводят свыше 90 видов с доказанной способностью выступать в качестве переносчиков, 
некоторые из которых могут переносить более одного вида фитоплазм. К другим механизмам 
передачи относятся повилика и прививка. Повилика (Cuscuta и Cassytha spp.) – это 
паразитические вьюнковые растения, образующие сосудистые соединения с растением-
хозяином через гаустории. Если таким образом формируется мостик между двумя растениями – 
зараженным фитоплазмой и здоровым, – то фитоплазма может проникать в здоровое растение 
через сообщающиеся элементы флоэмы. Передачу через прививку и микроклональное 
размножение растений в культуре ткани можно использовать для поддержания популяции 
фитоплазм в справочных целях (IPWG, без даты публикации).  

С более подробной информацией по фитоплазмам, включая фотографии проявлений болезней, 
перечень насекомых-переносчиков и базу данных по классификации фитоплазм, можно 
ознакомиться на следующих веб-сайтах: COST Action FA0807 Integrated Management of 
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Phytoplasma Epidemics in Different Crop Systems (http://www.costphytoplasma.ipwgnet.org/) и 
Phytoplasma Resource Center (http://plantpathology.ba.ars.usda.gov/phytoplasma.html). 

2. Таксономическая информация  
Название:    фитоплазма  

Синонимы:    микоплазмоподобный организм (МПО), микоплазма  

Таксономическая позиция: Bacteria, Firmicutes, Mollicutes, Acholeplasmatales, 
Acholeplasmataceae, ‘Candidatus Phytoplasma’ 

Подразделение по таксономии фитоплазм Рабочей группы по фитоплазмам/спироплазмам, 
действующей под эгидой Международной исследовательской программы по сравнительной 
микоплазмологии (IRPCM) разработало и опубликовало руководство по описанию видов 
‘Candidatus (Ca.) Phytoplasma’ (IRPCM, 2004). Их определение основано на секвенировании 
рибосомного гена 16S (р)РНК, а также на биологических характеристиках. В целом, фитоплазмы 
данных видов в ≥97,5% идентичны по ≥1200 нуклеотидов гена 16S рРНК. В тех случаях, когда в 
виды ‘Ca.’ включают фитоплазмы с различными биологическими характеристиками (по 
переносчикам и растениям-хозяевам), их можно таксономически классифицировать, используя 
специальные правила, предложенные IRPCM (2004). Описания видов ‘Ca. Phytoplasma’ 
публикуются в International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology, и по состоянию 
на март 2015 года описано 37 таких видов.  

3. Обнаружение и идентификация  
Методом выбора для выявления фитоплазм является полимеразная цепная реакция (ПЦР). 
Успешное молекулярное выявление фитоплазм определяется надлежащим взятием пробы 
растительной ткани и надежной методикой выделения нуклеиновой кислоты (Palmano, 2001; 
Firrao et al., 2007). Фитоплазмы могут быть неравномерно распределены и содержаться в 
различных количествах (титре) в пределах растения, особенно в древесных растениях-хозяевах, 
поэтому предпочтительно использовать ткани с признаками поражения (Constable et al., 2003; 
Garcia-Chapa et al., 2003; Christensen et al., 2004; Necas and Krska, 2006). В некоторых растениях-
хозяевах инфекция может протекать бессимптомно, и при подозрении на такие случаи следует 
тщательно исследовать образцы из различных растительных тканей.  

На надежность ПЦР-анализа влияет титр фитоплазм в растении-хозяине. Титр может быть 
различным в зависимости от штамма или вида фитоплазмы, вида растения-хозяина, времени 
развития инфекции и погодных условий. Важное значение имеет время взятия образцов 
растительных тканей, поскольку локализация в пределах растения и титр фитоплазм может 
зависеть от сезонных изменений (Seemüller et al., 1984; Jarausch et al., 1999; Berges et al., 2000; 
Constable et al., 2003; Garcia-Chapa et al., 2003; Prezelj et al., 2012).  

Для большинства болезней, вызванных фитоплазмой, оптимальным источником образцов для 
диагностического исследования, являются пораженные листья. Поскольку фитоплазмы обитают 
в ситовидных элементах флоэмы зараженных растений, для экстракции ДНК нередко 
используют черешки и жилки листьев, а также стебли или луб. В некоторых случаях (например, 
в отношении фитоплазмы Х-болезни) наиболее высокий титр фитоплазм характерен для 
плодоножек (Kirkpatrick, 1991). Фитоплазмы можно обнаружить в соскобах с корней и коры 
деревьев во время сезонной спячки, однако в целом лучше всего проводить исследование на 
фитоплазмы в конце лета. Собранные растительные образцы можно до проведения исследования 
хранить при температуре –20 °C вплоть до шести месяцев. Более длительное хранение возможно 
при температуре –80 °C либо при 4 °C после лиофильной или обычной сушки в присутствии 
хлорида кальция.  

Описаны различные методы экстракции нуклеиновой кислоты в целях выявления фитоплазм с 
помощью ПЦР. В ряде методов перед экстракцией нуклеиновой кислоты предусмотрен этап 

http://www.costphytoplasma.ipwgnet.org/
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обогащения для повышения концентрации фитоплазм (Kirkpatrick et al., 1987; Ahrens and 
Seemüller, 1992; Prince et al., 1993). Такая техника может быть полезной применительно к 
хозяевам, например к многолетним древесным растениям, в которых фитоплазмы содержатся в 
низком титре, или к "трудным" хозяевам, когда вместе с нуклеиновой кислотой нередко 
экстрагируются значительные количества таких соединений, как полисахариды и полифенолы, 
которые могут ингибировать ПЦР. В некоторых упрощенных методах растительные ткани 
измельчают непосредственно в коммерческом препарате лизирующего буфера или в буфере на 
основе бромида цетилтриметиламмония (ЦТАБ). В типичных случаях используют 2%-ный 
буфер ЦТАБ (было показано, что для винограда более надежным является применение 3%-ного 
раствора) (Daire et al., 1997; Angelini et al., 2001). Затем извлекают ДНК непосредственно из 
лизата с использованием коммерческих силикатных центрифужных колонок (Green et al., 1999; 
Palmano, 2001), методом магнитной сепарации (Mehle et al., 2013) либо с применением 
органических растворителей (Daire et al., 1997; Zhang et al., 1998). Метод магнитной сепарации 
лежит в основе систем автоматизированной экстракции нуклеиновой кислоты (например, в 
процессоре магнитных частиц KingFisher компании Thermo Scientific1). Эффективность 
большинства методов экстракции подтверждена на практике применительно к разнообразным 
видам растений-хозяев. Выбор метода зависит от исследуемого растения и наличия лабораторий 
и необходимого оборудования. Из соображений практичности можно использовать тот или иной 
метод, включающий этап обогащения фитоплазм, для древесных многолетних растений и один 
из упрощенных методов – для травянистых растений-хозяев. Для проведения рутинной 
диагностики важно проводить валидацию метода экстракции применительно к конкретному 
хозяину в целях обеспечения надежности.  

Разработан ряд универсальных праймеров ПЦР, обеспечивающих амплификацию гена 16S рРНК 
любой известной фитоплазмы. К наиболее часто используемым парам праймеров для проведения 
вложенной ПЦР относятся P1/P7 (Deng and Hiruki, 1991; Schneider et al., 1995) и R16F2n/R16R2 
(Lee et al., 1993; Gundersen and Lee, 1996). Пара праймеров Р1/Р7 амплифицирует продукт ПЦР-
реакции, содержащий весь ген 16S рРНК, а также межгенный спейсер 16S/23S рРНК. По 
имеющимся сообщениям, ПЦР в реальном времени более или настолько же чувствительна, по 
сравнению с вложенной ПЦР, в зависимости от комбинации "хозяин–фитоплазма" (Christensen 
et al., 2004) и обеспечивает более высокую пропускную способность тестирования, поскольку 
при этом не требуется постамплификационная обработка. ПЦР в реальном времени с 
использованием зондов TaqMan характеризуется более высокой специфичностью и меньшим 
риском перекрестной контаминации, чем стандартная, в особенности вложенная, ПЦР. При 
использовании тест-систем ПЦР, рекомендуемых в настоящем протоколе, могут возникать 
ложноположительные результаты вследствие наличия близкородственных бактерий – 
вынужденный компромисс для универсального теста (Fránová, 2011; Pilotti et al., 2014). В этих 
ситуациях можно прибегнуть к более специфичным ПЦР-тестам или, если результаты 
представляют повышенную важность (например, при исследовании образцов из карантина после 
ввоза, при выявлении нового хозяина или новых параметров распространения фитоплазм), 
следует выполнять секвенирование продукта ПЦР.  

Помимо гена 16S рРНК методы ПЦР используются для амплификации других участков генома 
в целях выявления и классификации фитоплазм, включая гены рибосомных белков (Lim and 
Sears, 1992; Jomantiene et al., 1998; Lee et al., 1998; Martini et al., 2007), ген tuf (Schneider et al., 
1997; Makarova et al., 2012), ген 23S рРНК (Guo et al., 2003) ген secY (Lee et al., 2010; Davis et al., 

                                                      
1 В настоящем диагностическом протоколе методы (включая ссылки на названия торговых марок) описаны 
так, как они опубликованы, поскольку по ним определяется первоначально достигнутый уровень 
чувствительности, специфичности и/или воспроизводимости. Использование названий реагентов, 
химикатов или оборудования в данных диагностических протоколах не подразумевает их предпочтение и 
исключение других, которые также могут быть подходящими. Представленные в протоколах процедуры 
могут быть адаптированы к стандартам отдельных лабораторий, при условии, что они должным образом 
прошли процедуру валидации. 
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2013; Quaglino et al., 2013). Эти праймеры могут быть полезными, если требуется исследовать 
второй независимый участок генома фитоплазмы.  

Образцы могут содержать химические соединения, ингибирующие ПЦР, что зависит от вида 
растения-хозяина, а также от типа и биологического возраста растительной ткани. Поэтому 
важно проверять компетентность экстракции ДНК путем использования праймеров внутреннего 
контроля, амплифицирующих один из генов растения-хозяина. Ингибирующий эффект хозяина 
можно преодолеть путем дальнейшей очистки ДНК через сефакриловую центрифужную колонку 
или путем добавления бычьего сывороточного альбумина (БСА) в смесь ПЦР до получения 
концентрации 0,5 мг/мл (Kreader, 1996).  

В настоящем диагностическом протоколе методы (включая ссылки на названия торговых марок) 
описаны так, как они опубликованы, поскольку по ним определяется первоначально 
достигнутый уровень чувствительности, специфичности и/или воспроизводимости. 
Использование названий реагентов, химикатов или оборудования в данных диагностических 
протоколах не подразумевает их предпочтение и исключение других, которые также могут быть 
подходящими. Представленные в протоколах процедуры могут быть адаптированы к стандартам 
отдельных лабораторий, при условии, что они должным образом прошли процедуру валидации.  

3.1 Стандартная вложенная ПЦР  
В данном анализе для первого этапа ПЦР используются праймеры P1 (Deng and Hiruki, 1991) 
и P7 (Schneider et al., 1995):  

P1 (прямой): 5′-AAG AGT TTG ATC CTG GCT CAG GAT T-3′  

P7 (обратный): 5′-CGT CCT TCA TCG GCT CTT-3′  

Праймеры для второго этапа ПЦР – R16F2n (Gundersen and Lee, 1996) и R16R2 (Lee et al., 1993):  
R16F2n (прямой): 5′-GAA ACG ACT GCT AAG ACT GG-3′  

R16R2 (обратный): 5′-TGA CGG GCG GTG TGT ACA AAC CCC G-3′  

Реакционная смесь ПЦР (20 мкл): 1× Taq ДНК-полимеразный буфер, содержащий 1,5 мM MgCl2, 
по 0,5 мкМ каждого праймера, 200 мкМ дНТФ, 1 ед. Taq ДНК-полимеразы и 2 мкл ДНК-матрицы. 
Условия амплификации: начальный этап денатурации 2 мин при 94 °C; 40 циклов по 30 с при 
94 °C; 30 с при 53 °C (праймеры Р1/Р7) или при 50 °C (праймеры R16F2n/R16R2 ); 1 мин при  
72 °C; завершающий этап элонгации – 10 мин при 72 °C. Для вложенной ПЦР 1 мкл продуктов 
ПЦР на первом этапе используется либо в неразбавленном виде либо в разведении 1:30 в 
качестве матрицы для второго этапа ПЦР. Продукты ПЦР анализируют методом гель-
электрофореза. Праймеры P1/P7 и R16F2n/R16R2 продуцируют ампликоны длиной 
соответственно в 1800 и 1250 пар нуклеотидов (п.н.).  

Наличие ПЦР-компетентной ДНК в экстрактах подтверждается с использованием 
универсальных праймеров гена эукариот 28S рРНК (Werren et al. (1995):  

28Sf (прямой): 5′-CCC TGT TGA GCT TGA CTC TAG TCT GGC-3′  

28Sr (обратный): 5′-AAG AGC CGA CAT CGA AGG ATC-3′  

Реакционная смесь для теста на 28S рРНК имеет тот же состав и обрабатывается при тех же 
условиях, что и при тесте на фитоплазмы, так что оба теста можно проводить одновременно в 
отдельных пробирках. Пара праймеров 28Sf/28Sr продуцирует ампликон длиной 500–600 п.н.  

Для подтверждения ПЦР-компетентности ДНК можно использовать и другие пары праймеров.  
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3.2 ПЦР в реальном времени  
ПЦР в реальном времени выполняют с использованием тест-системы TaqMan, которую 
разработали для гена 16S рРНК Christensen et al. (2004):  

Прямой праймер: 5′-CGT ACG CAA GTA TGA AAC TTA AAG GA-3′  

Обратный праймер: 5′-TCT TCG AAT TAA ACA ACA TGA TCC A-3′  

Зонд TaqMan: 5′-FAM-TGA CGG GAC TCC GCA CAA GCG-BHQ-3′  

В качестве альтернативного варианта можно использовать тест-набор для ПЦР в реальном 
времени, предложенный Ходжеттсом с соавт. для гена 23S рРНК (Hodgetts et al, 2009): 

JH-F 1 (прямой праймер): 5′-GGT CTC CGA ATG GGA AAA CC-3′ 

JH-F all (прямой праймер): 5′-ATT TCC GAA TGG GGC AAC C-3′  

JH-R (обратный праймер): 5′-CTC GTC ACT ACT ACC RGA ATC GTT ATT AC-3′ 

JH-P uni (зонд TaqMan): 5′-FAM-MGB-AAC TGA AAT ATC TAA GTA AC-BHQ-3′ 

Реакционная смесь (25 мкл): 1× основная смесь TaqMan для ПЦР в реальном времени, 300 нМ 
прямого праймера, 300 нМ обратного праймера, 100 нМ зонда FAM и 2 мкл ДНК-матрицы. Все 
образцы тестируют дважды. Условия амплификации: начальный этап денатурации 3 мин при 
95 °C; 40 циклов по 15 с при 95 °C и 1 мин при 60 °C. Эти условия могут варьироваться в 
зависимости от типа используемой основной смеси. Так, например, некоторые смеси требуют 
включения этапа активации полимеразы при 95 °C в течение 10 мин, а смеси, содержащие 
урацил-ДНК-гликозилазу (УДГ), требуют предварительной инкубации при 50 °C в течение 
2 мин. Результаты ПЦР в реальном времени анализируют с помощью компьютерной программы, 
прилагаемой к инструменту.  

В тест-системе ПЦР в реальном времени, предложенной Кристнесеном с соавт. (Christensen et al., 
2004), используется 900 нМ обратного праймера; в более поздней работе (Christensen et al., 2013) 
это количество было заменено на 300 нМ. Данная тест-система одинаково хорошо работает с 
любыми из двух вышеуказанных концентраций обратного праймера. 

Метод исследования 16S рРНК с помощью ПЦР в реальном времени был оценен путем 
тестирования фитоплазм из 18 подгрупп. По результатам оценки, этот метод продемонстрировал 
такую же или более высокую чувствительность (вплоть до десятикратного превышения) по 
сравнению со стандартной вложенной ПЦР, в зависимости от комбинации "хозяин–фитоплазма" 
(Christensen et al., 2004). Результаты сравнительного исследования методик выявления 
фитоплазм в фруктовых деревьях с участием 22 лабораторий (ринг-тест) показали, что тест-
системы Кристенсена с соавт. (Christensen et al., 2004) и Ходжеттса с соавт. (Hodgetts et al., 2009) 
обладают одинаковой чувствительностью и специфичностью (EUPHRESCO FruitPhytoInterlab 
Group, 2011). 

Наличие ПЦР-компетентной ДНК в экстрактах подтверждается с помощью теста COX, 
предложенного Веллером с соавт. (Weller et al., 2000), в котором происходит амплификация гена 
цитохромоксидазы:  

COX-F (прямой праймер): 5′-CGT CGC ATT CCA GAT TAT CCA-3′  

COX-R (обратный праймер): 5′-CAA CTA CGG ATA TAT AAG AGC CAA AAC TG-3′  

COX-P (зонд TaqMan): 5′-FAM-TGC TTA CGC TGG ATG GAA TGC CCT-BHQ-3′  

В качестве альтернативы, рекомендуемой для однодольных растений, для которых тест COX 
менее эффективен, в целях подтверждения ПЦР-компетентности ДНК можно использовать тест 
Кристенсена с соавт. (Christensen et al., 2004) для гена 18S рРНК:  
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Прямой праймер: 5′-GAC TAC GTC CCT GCC CTT TG-3′  

Обратный праймер: 5′-AAC ACT TCA CCG GAC CAT TCA-3′  

Зонд TaqMan: 5′-FAM-ACA CAC CGC CCG TCG CTC C-BHQ-3′ 

Реакционные смеси для тестов на гены COX и 18S рРНК имеют одинаковый состав и 
обрабатываются при тех же условиях, что и при тесте на фитоплазмы в реальном времени, так 
что оба теста можно проводить одновременно в отдельных пробирках. В качестве альтернативы 
можно мультиплицировать тест внутреннего контроля в той же пробирке, которая используется 
для теста на фитоплазмы, при условии маркировки зонда другим сигнальным красителем и 
оптимизации концентраций праймера и зонда, так чтобы предотвратить конкурентное 
вытеснение низких уровней фитоплазмы за счет высоких уровней растительной ДНК, 
используемой в качестве внутреннего контроля. 

3.3 Контроли молекулярных анализов  
Чтобы результат анализа считался надежным, каждая серия выделения нуклеиновых кислот и 
амплификации нуклеиновой кислоты организма-мишени должна сопровождаться постановкой 
надлежащих контролей, выбор которых зависит от типа использованного анализа и требуемого 
уровня достоверности. Для ПЦР положительный контроль нуклеиновой кислоты, внутренний 
контроль и отрицательный контроль амплификации (контроль без матрицы) являются тем 
минимумом, который следует использовать.  

Положительный контроль нуклеиновой кислоты. Данный контроль предназначен для 
отслеживания эффективности аналитического метода (помимо экстракции) и, в частности, 
процесса амплификации. В этих целях можно использовать ДНК, выделенную из зараженного 
растения, ДНК после полногеномной амплификации или синтетический контроль (например, 
клонированный продукт ПЦР).  

Внутренний контроль. Как для стандартной ПЦР, так и для ПЦР в реальном времени 
конститутивный ген ("ген домашнего хозяйства") растения, такой как эукариотный ген 28S рРНК 
или ген COX (см. раздел 3.2, где приведено описание его использования в стандартной 
вложенной ПЦР) следует включать в протокол, чтобы исключить возможность ложно 
отрицательных результатов в связи с неудачей при экстракции нуклеиновой кислоты, из-за ее 
деградации или вследствие наличия ингибиторов ПЦР.  

Отрицательный контроль амплификации (контроль без матрицы). Данный контроль 
необходим для стандартной ПЦР и ПЦР в режиме реального времени, чтобы исключить 
ложноположительные результаты, обусловленные загрязнением во время приготовления 
реакционной смеси. Для этого на этапе амплификации добавляют воду для ПЦР, которую 
использовали при подготовке реакционной смеси.  

Положительный контроль выделения. Данный контроль используется для подтверждения 
того, что нуклеиновая кислота фитоплазмы выделена в достаточном количестве и достаточного 
качества для ПЦР и что организм-мишень обнаружен. ДНК фитоплазмы выделяют из ткани 
инфицированного растения-хозяина или из ткани здорового растения, в которую внесли 
фитоплазмы.  

Положительный контроль составляет примерно 1/10 от количества ткани листьев каждого 
растения, использованного для выделения ДНК. Если образцы объединяют в сборную пробу, 
количество положительного контроля следует соответственно корректировать (например, 
10 серий образцов по 20 мг, объединенных для выделения ДНК, 2 мг инфицированных листьев 
+ 198 мг ткани здорового растения). Если положительный контроль не выявляется, анализ 
повторяют либо уменьшают норму объединения до тех пор, пока не будет достигнуто 
достоверное выделение.  
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В ходе ПЦР следует принять меры, направленные на предотвращение перекрестной 
контаминации, вызванной аэрозолями от положительного контроля или от положительных 
образцов. Использованный в лаборатории контроль следует секвенировать, так чтобы 
полученную последовательность можно было легко сравнить с последовательностью, 
полученной от ПЦР-ампликонов нужного размера. Другим способом является изготовление 
синтетических положительных контролей с известной последовательностью, которую также 
можно сравнить с ПЦР-ампликонами нужного размера.  

Отрицательный контроль выделения. Этот контроль используют для отслеживания 
контаминации во время выделения нуклеиновых кислот и/или перекрестного взаимодействия с 
тканью растения-хозяина. В качестве контроля можно использовать экстракционный буфер или 
нуклеиновую кислоту, выделенную из неинфицированной ткани растения-хозяина и затем 
амплифицированную. В тех случаях, когда ожидается значительное число положительных 
образцов, рекомендуется включать отрицательные контроли выделения между образцами для 
анализа. 

3.4 Интерпретация результатов ПЦР  
3.4.1 Стандартная вложенная ПЦР  
Патоген-специфичная ПЦР считается достоверной только при наличии следующих условий:  
- положительный контроль выделения нуклеиновой кислоты производит ампликон 

правильного размера для патогена-мишени;  
- отрицательный контроль выделения и отрицательный контроль амплификации не 

продуцируют ампликонов правильного размера для патогена-мишени.  

Что касается внутренних контролей для ДНК-мишени растения, то здоровый контроль (если 
используется), положительный контроль и каждый из тестируемых образцов должны 
производить ампликон ожидаемого размера. Если образцы не приводят к амплификации с 
праймерами внутреннего контроля, это может свидетельствовать, например, о том, что 
выделение ДНК не удалось, что нуклеиновая кислота не была включена в реакционную смесь, 
что в выделенной нуклеиновой кислоте присутствуют соединения, подавляющие ПЦР, либо что 
ДНК деградировала.  

Тест образца считается положительным, если он производит ампликон правильного размера. Для 
идентификации фитоплазмы, присутствующей в положительных образцах, ампликон 
необходимо секвенировать (см. раздел 3.5). Для некоторых ситуаций имеются более 
специфичные тест-системы ПЦР.  

3.4.2 ПЦР в реальном времени  
ПЦР в реальном времени позволяет определить, является ли образец положительным или 
отрицательным на наличие фитоплазм. Для идентификации фитоплазм, присутствующих в 
положительных образцах, потребуется провести стандартную ПЦР с получением гена 16S рРНК 
длиной не менее 1250 п. н., сгенерированного из пары праймеров R16F2n/R16R2 для 
последующего секвенирования (см. раздел 3.5). В качестве альтернативы для некоторых 
фитоплазм можно использовать специфичные тест-системы ПЦР в реальном времени, например 
для группы 16SrX (пролиферация яблони) (Torres et al., 2005) и золотистого пожелтения 
винограда (flavescence dorée) (Pelletier et al., 2009).  

3.5 Секвенирование  
Продукты ПЦР следует секвенировать: либо непосредственно, либо предварительно клонируя с 
применением клонирующего вектора ПЦР. Результаты секвенирования можно анализировать с 
помощью программы логического сравнения аминокислотных и нуклеотидных 
последовательностей Basic Local Alignment Search Tool (BLASTN), имеющейся в Национальном 
информационном центре по биотехнологии (США) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Если 
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последовательность менее чем на 97,5% совпадает в сравнении с ближайшим гомологом, то 
изучаемую фитоплазму относят к новому виду ‘Ca. Phytoplasma’. В таком случае необходимо 
секвенировать всю совокупность гена 16S рРНК с последующим проведением 
филогенетического анализа. Желательно также отдельно секвенировать другой участок генома, 
например спейсер 16S/23S рРНК, ген secY, гены рибосомных белков или ген tuf.  

4. Данные  
Данные и доказательства необходимо хранить в соответствии с положениями МСФМ 27 
(Диагностические протоколы для регулируемых вредных организмов). 

В тех случаях, когда результаты диагностики могут затрагивать интересы других 
договаривающих сторон, в особенности при выявленных несоответствиях, а также если 
фитоплазма обнаружена на данной территории впервые, следует не менее года хранить с 
соблюдением отслеживаемости нижеперечисленные данные, доказательства и дополнительные 
материалы:  
- Оригинальный образец в замороженном виде при температуре –80 °C либо после 

лиофильной сушки или обычной сушки в присутствии хлорида кальция при 4 °C.  
- Если применимо, продукты экстракции ДНК следует хранить при температуре –20 °C или 

–80 °C. Растительные вытяжки, нанесенные на мембраны, следует хранить при комнатной 
температуре.  

- Если применимо, продукты ПЦР-амплификации следует хранить при температуре –20 °C 
или –80 °C.  

5. Контактные адреса для дополнительной информации  
Дополнительную информацию по данному протоколу можно получить, обратившись в 
следующие учреждения: 
Лаборатория здоровья растений и окружающей среды, Министерство сырьевой 

промышленности, Окленд, Новая Зеландия (Plant Health and Environment Laboratory, 
Ministry for Primary Industries, PO Box 2095, Auckland 1140, New Zealand (Lia W. Liefting; 
эл. почта: lia.liefting@mpi.govt.nz; тел.: +64 9 9095726; факс: +64 9 9095739).  

Департамент экономического развития, трудовой занятости, транспорта и ресурсов, Виктория, 
Австралия (Department of Economic Development, Jobs, Transport and Resources, Victoria, 
AgriBio, 5 Ring Road, Bundoora, VIC 3083, Australia (Fiona Constable; эл. 
почта: fiona.constable@ecodev.vic.gov.au; тел.: +61 3 9032 7326; факс: + 61 3 9032 7604).  

Департамент территорий и устойчивости, Барселона, Испания (Department of Territory and 
Sustainability, Av. Diagonal 525, 08029 Barcelona, Spain (Ester Torres; эл. 
почта: ester.torres@gencat.net).  

Федеральный центр биологических исследований в сельском и лесном хозяйстве, Институт 
защиты растений и плодовых культур, Доссенхайм, Германия (Federal Biological Research 
Centre for Agriculture and Forestry, Institute for Plant Protection and Fruit Crops, 
Schwabenheimer Str. 101, D-69221 Dossenheim, Germany (Wilhelm Jelkmann; эл. 
почта: wilhelm.jelkmann@jki.bund.de).  

Запрос на пересмотр диагностического протокола может быть направлен национальными 
организациями по карантину и защите растений (НОКЗР), региональными организациями по 
карантину и защите растений (РОКЗР) или вспомогательными органами Комиссии по 
фитосанитарным мерам (КФМ) через Секретариат МККЗР (ippc@fao.org), который, в свою 
очередь, направит его в Техническую группу экспертов по диагностическим протоколам 
(ТГЭДП).  
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