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В статье описано применение метода классической ПЦР для диагностики воз-
будителя бактериального ожога сои Pseudomonas savastanoi pv. glycinea в семенах. Из-
учены 2 метода выделения патогена из инфицированных семян сои, 5 методов выделе-
ния ДНК и 2 мастер-микса для приготовления реакционной смеси. Использование тест-
системы на основе ПЦР с олигонуклеотидами, специфичными на ген коронафакат-ли-
газы (cfl), позволило диагностировать возбудителя бактериального ожога сои в семенах 
при концентрации 2 × 103 КОЕ/мл. Аналитическая специфичность протокола составила 
97,4% из 37 протестированных близкородственных и других бактерий. Показано, что вы-
ход продукта (площадь пика ампликона) был максимальным (645,0 ед.) при выделении ДНК 
при помощи набора Проба-ГС, использовании мастер-микса 5x MasDDTaqMIX‑2025 и прай-
меров PsgFOR‑1 и PsgREV‑2 по 10 пМ на реакцию (25 мкл).
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Введение

Соя (Glycine max (L.) Merr.) является важнейшей зернобобовой культурой 
в мире. Общий урожай ее семян в России в 2022 г. достиг 6,3 млн т, что на 22,6% 
больше, чем в 2021 г. [1]. Болезни значительно снижают потенциальную урожай-
ность культуры и уменьшают сбор масла и белка. В глобальном масштабе финансо-
вые потери по причине болезней сои в среднем составляют около 10% от стоимости 
урожая [2]. Возрастает экономический ущерб от бактериальных заболеваний, осо-
бенно когда зараженность семян выше экономического порога вредоносности соче-
тается с погодными условиями, благоприятными для развития патогенов [3, 4].

Одним из наиболее известных и вредоносных заболеваний сои бактериальной 
этиологии является бактериальный ожог, или бактериальная пятнистость (возбуди-
тель – Pseudomonas savastanoi pv. glycinea (Coerper, 1919; Gardan et al., 1992) (да-
лее – Psg). Заражению Psg подвержены все надземные органы сои. Первые симптомы 
поражения проявляются, как правило, на листьях среднего яруса [5, 6]. При насту-
плении благоприятных условий болезнь распространяется на все растение вклю-
чая бобы. У пораженных растений снижение урожайности может достигать 40%, 
при этом ухудшаются посевные качества семян, уменьшается содержание масла 
и белка в зерне [7, 8].

Распространение бактерий на новые территории в связи с интенсификацией 
производства сои в стране возможно с семенным материалом, в котором инфекция 
может находиться в латентном состоянии и в благоприятных условиях способна вы-
зывать эпифитотию данного заболевания сои [10]. Среди профилактических мер за-
щиты от бактериальных болезней первоочередной является фитосанитарная диагно-
стика, позволяющая не допустить распространения патогена в новые регионы [9]. 
В связи с этим особую актуальность приобретают высокочувствительные методы 
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фитосанитарной экспертизы, из которых наиболее перспективным и подходящим 
для массовой диагностики является метод ПЦР, описанный в ряде зарубежных ис-
точников [11].

Bereswill с коллегами [12] для диагностики патовариантов Pseudomonas sy-
ringae предложил использовать ген, кодирующий синтез коронафакат-лигазы (cfl). 
Этот фермент является компонентом синтеза фитотоксина коронатина, который не-
обходим для инициации патогенеза в растении. Данные олигонуклеотиды хорошо 
себя зарекомендовали для предварительной диагностики Psg [5]. Однако для совер-
шенствования методики тестирования и повышения достоверности массовой диа-
гностики необходима разработка рекомендаций по пробоподготовке и проведению 
апробации различных тест-систем. Актуальность исследования также обусловлена 
трудностью и высокой стоимостью получения импортных реактивов для проведения 
фитосанитарного анализа.

Цель исследований: усовершенствование процедуры пробоподготовки при про-
ведении анализа семян сои на наличие возбудителя бактериального ожога в семенах 
сои методом классической ПЦР с использованием отечественных реактивов.

Материал и методы исследований

Условия для проведения ПЦР. В качестве праймеров для проведения реакции 
использовали олигонуклеотиды PsgFOR‑1 (‘5-GGC GCT CCC TCG CAC TT‑3’) и Ps-
gREV‑2 (‘5-GGT ATT GGC GGGGGT GC‑3’), специфичные для гена cfl и образую-
щие продукт размером ~650 п.н. [12]. Для амплификации готовили ПЦР-смесь, со-
стоящую из 5x Master Mix (5x MasDDTaqMIX‑2025, Диалат, ЛТД) – 5 мкл; 1,0 мкл 
каждого праймера в концентрации 10 пМ/мкл; 5 нг ДНК – 5 мкл; воды для ПЦР – 
13 мкл. Конечный объем смеси составлял 25 мкл. Условия амплификации были сле-
дующими: предварительная денатурация при температуре 96°C – 10 мин; денатура-
ция при 96°C – 30 с; отжиг праймеров при 67°C – 2 мин; элонгация при 72°C – 30 с, 
40 циклов; финальная элонгация при 72°C – 5 мин.

Определение чувствительности и специфичности. Для определения чувстви-
тельности ПЦР колонии 3-дневной культуры штамма Psg CFBP 2214 [13], выращен-
ной на среде Кинга Б, суспендировали в стерильном 10 мМ растворе MgCl2 и прово-
дили десятикратное разведение. 100 мкл суспензии из каждого разведения высевали 
в трех повторностях на среду Кинга Б и инкубировали в течение 72 ч, после чего 
проводили подсчет колоний. Параллельно из каждого разведения выделяли ДНК 
с помощью набора «Проба-ГС» («ООО ДНК-Технология», Москва, Россия) и ам-
плифицировали согласно программе, представленной ранее. Реакцию осуществля-
ли в амплификаторах «T100 Thermal Cycler Bio-RAD» (Applied Biosystems, США) 
и «Nyxtechnik» АТС 201 (Nyx Technik, Inc., США). Электрофоретическое разделе-
ние ампликонов проводили в 0,5-кратном буфере TBE в присутствии бромистого 
этидия. Визуализацию провели с помощью системы документирования гелей Gel 
DocXR+ (Bio-Rad, США). Повторность эксперимента – двукратная.

Для определения специфичности использовали ДНК близкородственных и дру-
гих видов эндофитных и фитопатогенных бактерий, хранящихся в биоресурсных 
коллекциях Всероссийского центра карантина растений (Быково, Россия) и кафедры 
защиты растений Российского государственного аграрного университета – МСХА 
имени К.А. Тимирязева (Москва, Россия). Исследовали ДНК следующих бактерий: 
Pseudomonas congelans, Pseudomonas syringae pv. syringae, Xanthomonas campestris 
pv. campestris, Pectobacterium carotovorum subsp. odoriferum, Pectobacterium wasabiae, 
Pseudomonas fuscovaginae, Pseudomonas sp. (выделенный из моркови), Pseudomonas 



43

sp. (выделенный из гороха), Pseudomonas azotoformans, Pseudomonas syringae, Pseu-
domonas hibiscicola, Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens, Curtobacterium 
flaccumfaciens pv. oortii, Curtobacterium flaccumfaciens pv. poinsettiae, Pseudomonas 
savastanoi pv. phaseolicola, Pseudomonas savastanoi pv. phaseolicola, Pseudomonas 
savastanoi pv. glycinea, Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli, Clavibacter michiganen-
sis subsp. nebraskensis, Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis, Pseudomonas 
fluorescens, Pseudomonas syringae pv. aptata, Pseudomonas syringae pv. syringae (Pseu-
domonas holci), Pseudomonas syringae pv. tomato, Pseudomonas graminis, Xanthomonas 
sp. (выделенный из клевера), Pseudomonas sp. (выделенный из гороха), Pseudomonas 
sp. (выделенный из кукурузы), Pseudomonas sp. (выделенный из сои), Pseudomonas 
syringae pv. syringae, Pseudomonas sp. (выделенный из плодовых деревьев), Pseudo-
monas sp. (выделенный из фасоли обыкновенной), Pseudomonas corrugata, Pseudomo-
nas baetica, Pseudomonas sp. (выделенный из плодовых деревьев), Pseudomonas nitro-
reducens, Pseudomonas syringae pv. maculicola, Pseudomonas sp. (выделенный из пло-
довых деревьев). Условия проведения ПЦР были аналогичными вышеуказанным.

Искусственное заражение семян. Семена сои сорта Касатка были инокулиро-
ваны в соответствии с протоколом Rooney et al. [14] с изменениями. Для этого трех-
дневную культуру штамма CFBP 2214 выращивали при температуре 18°C на среде 
Кинга Б, колонии ресуспендировали в стерильном 10 мМ MgCl2 и доводили кон-
центрацию до OD600~0,2, что соответствовало концентрации ~104 КОЕ/мл. Семена 
переносили в стерильную колбу и заливали бактериальной суспензией до полного 
погружения семян. Однократно (в варианте с поверхностной локализацией патогена) 
семена оставляли на 1 ч в растворе и затем высушивали в течение 24 ч на бумажных 
полотенцах. В варианте с внутренней локализацией колбу с семенами и бактериаль-
ной суспензией помещали в вакуумную камеру при –105 Па на 10 мин. Обработанные 
семена высушивали в течение 24 ч на бумажных полотенцах для удаления лишней 
жидкости и далее промывали однократно в растворе спирта, и трехкратно – в сте-
рильной воде.

Определение оптимального метода выделения патогена из семян. Для опреде-
ления оптимального метода экстракции патогена из семян использовали следующие 
варианты: 1) встряхивание семян с буфером на шейкере; 2) разрушение семян в буфе-
ре, рекомендованном для выделения Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens 
из семян фасоли [15]. Для первого метода 200 г искусственно зараженных семян сои 
с внутренней и поверхностной локализацией инфекции помещали в колбу, заливали 
300 мл SPS-буфера и ставили на шейкер при температуре +4°C на 12 ч при 180 об/мин. 
При втором методе семена заливали буфером и помещали на 12 ч при +4°C. После 
набухания семена переносили в пластиковые пакеты и разрушали в гомогенизаторе 
BagMixer 400R в течение 300 с. В обоих случаях суспензию фильтровали на сте-
рильных ватных фильтрах, центрифугировали при 8000 об/мин при +°C, удаляли 
супернатант, а осадок ресуспендировали в 1,5 мл SPS-буфера, центрифугировали 
при 13000 об/мин и удаляли супернатант. Из полученных экстрактов семян выделяли 
ДНК с помощью набора Проба-ГС (ООО «ДНК-Технология») в соответствии с ин-
струкцией производителя и проводили амплификацию в соответствии с условиями, 
приведенными ранее.

Подбор мастер-микса. Для определения оптимальной пары «Метод выделе-
ния ДНК-мастер-микс» из экстракта семян с внутренней локализацией инфекции 
и экстракцией с помощью гомогенизатора ДНК выделяли 5 различными наборами 
и методами. В качестве вариантов использовали 3 отечественных коммерческих на-
бора: Проба-ГС (ООО «ДНК-Технология»), Фитосорб и Цитосорб (ООО «Синтол») – 
и сравнивали 2 метода: нагревание в NaOH (так называемый термический метод) 
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и модифицированный SDS-CTAB- метод (mSDS-CTAB). В случае коммерческих на-
боров следовали инструкциям производителей.

В случае с методом нагревания в NaOH (термического) к экстракту добавляли 
NaOH до концентрации 50 мМ и помещали в твердотельный термостат при темпе-
ратуре 96°C на 10 мин [16]. В случае метода mSDS-CTAB следовали протоколу [17].

В анализе использовали два мастер-микса: 5x MasDDTaqMIX‑2025 (Диалат 
ЛТД, Москва, Россия) и 5x ScreenMix-HS (Евроген, Москва, Россия). Таким образом, 
в опыте было проанализировано 10 вариантов (2 мастер-микса х 5 методов выде-
ления ДНК). Подбор объема праймеров осуществляли, варьируя их от 0,5 до 2 мкл 
на реакцию (при концентрации каждого по 10 пМ/мкл).

Определение оптимального метода выделения ДНК при различной локализа-
ции патогена. В эксперименте из экстрактов семян с внутренней и поверхностной 
локализаций инфекции выделяли ДНК с помощью 5 различных наборов и методов, 
описанных выше. Количество вариантов эксперимента составило 20 (5 методов вы-
деления х 4 варианта локализации и выделения патогена). После выделения ДНК 
провели амплификацию при ранее описанных условиях. Анализ графических изо-
бражений, полученных в результате электрофоретического разделения ДНК, произ-
водили денситометрическим методом с помощью программы IMAGE J2 (National 
Institute of Health, США) в соответствии с протоколом [18].

Статистическая обработка и визуализация. Статистическую обработку ана-
лизируемых данных осуществляли методом дисперсионного анализа с использова-
нием программы Statistica 12.0 (StatSoft, США) путем сравнения средних значений 
по множественному интервальному тесту Дункана и при помощи теста Крускала-Уол-
лиса с применением теста множественных сравнений Данна. Графическое представ-
ление результатов и первичный статистический анализ проводили с использованием 
программного обеспечения GraphPad Prism 9.2.0 (GraphPad Software, США).

Результаты и их обсуждение

Определение чувствительности и специфичности протокола. Для определе-
ния чувствительности методики проводили ПЦР с использованием серийных разве-
дений суспензии Psg CFBP 2214. Анализ показал, что при использовании коммерче-
ского мастер-микса 5x MasDDTaqMIX‑2025 аналитическая чувствительность соста-
вила в среднем 2 × 103 КОЕ/мл (рис. 1).

Рис. 1. Электрофореграмма продуктов ПЦР с праймерами PsgFOR‑1 и PsgREV‑2,  
где 0–107 КОЕ/мл; 1–106 КОЕ/мл; 2–105 КОЕ/мл; 3–104 КОЕ/мл; 4–103 КОЕ/мл;  

5–102 КОЕ/мл; 6–101 КОЕ/мл; 7–100 КОЕ/мл; 8 – отрицательный контроль;  
M – 100+ bp DNA Ladder (Евроген, Москва, Россия) маркер молекулярного веса
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При проверке аналитической специфичности не были отмечены перекрестные 
реакции праймеров с другими бактериями. У некоторых штаммов было отмечено 
образование неспецифических ампликонов, размеры которых не соответствовали 
длине продукта (целевого организма). У одного штамма (Pseudomonas syringae pv. 
tomato) продукт по размеру совпадал с размером ампликона исследуемого патогена. 
Однако с учетом того, что данный патовар инфицирует томат, его присутствие в об-
разцах семян сои является маловероятным, и это согласуется с результатами работ 
зарубежных коллег [12]. Таким образом, аналитическая чувствительность протокола 
составила 97,4% из 37 протестированных близкородственных и других бактерий.

Определение оптимального метода выделения патогена из семян. Учитывая, что 
патоген может находиться как на поверхности, так и под оболочкой семян, необходимо 
проводить экстракцию путем как смыва с поверхности семян, так и разрушения семян в бу-
фере. По этой причине следовало определить наилучший метод для достижения макси-
мальной площади пика ампликона для внутренней и поверхностной локализации патогена.

Полученные результаты показали, что максимальная площадь пика ампликона 
была достигнута при поверхностной локализации патогена как при промывке, так 
и при разрушении семян, при этом площадь пика составила 416,9 и 390,7 соответ-
ственно (рис. 2). При внутренней локализации патогена площадь пика была меньшей 
и составляла в среднем 245,0 и 85,5 ед. при разрушении и смыве семян соответствен-
но. Поэтому в качестве метода выделения патогена из зараженных семян было реше-
но в дальнейшем применять метод разрушения семян в гомогенизаторе.

Анализ результатов эксперимента с использованием ДНК, выделенной 5 раз-
личными методами с использованием двух мастер-миксов, показал, что площадь пика 
была максимальной (645,0 ед.) при выделении ДНК с помощью набора Проба-ГС 
и использовании мастер-микса 5x MasDDTaqMIX‑2025 (рис. 3А).

Подбор мастер-микса. В результате проведения эксперимента по подбору опти-
мального мастер-микса было обнаружено, что в вариантах с использованием мастер-мик-
са 5x ScreenMix-HS и разных методов выделения ДНК либо целевой ампликон не образо-
вывался, либо площадь пика была очень низкой. Поэтому для дальнейших исследований 
необходимо выделять ДНК с помощью набора Проба-ГС и использовать мастер-микс 5x 
MasDDTaqMIX‑2025. В то же время при использовании набора Проба-ГС было затраче-
но минимальное время на выделение ДНК из экстракта семян сои (рис. 3Б).

Рис. 2. Графическое представление результатов электрофореза,  
полученных при обработке в программе IMAGE J2,  

по вариантам локализации инфекции и методам выделения патогена из семян
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Рис. 3. Значения площади пика в зависимости от метода выделения ДНК и мастер-микса.  
A: значения ошибок показывают стандартное отклонение в трех повторностях. 

K – отрицательный контроль (ddH2O); 1–2 – набор для выделения ДНК Проба-ГС; 
3–4 – Фитосорб; 5–6 – Цитосорб; 7–8 – термический; 9–10 – mSDS-CTAB.  
Четные варианты – 5x MasDDTaqMIX‑2025, нечетные – 5x ScreenMix-HS.  

Статистические различия оценивались с помощью теста Крускалла-Уоллиса 
с использованием теста множественных сравнений Данна  

(*Различий нет. **Различия при p <0,05). 
Б: время выделения ДНК из 3 образцов семян сои разными методами

Подбор объема праймера показал, что наибольшая площадь пика была до-
стигнута при использовании мастер-микса 5x MasDDTaqMIX‑2025 в сочетании 
с 1,0 и 2,0 мкл праймера на реакцию (рис. 4). Учитывая, что площади пиков в этих ва-
риантах статистически не отличались, в дальнейшем использовали праймеры в объ-
еме 1,0 мкл на реакцию (10 пМ на реаекцию).

Определение оптимальной схемы диагностики в зависимости от метода 
выделения, локализации инфекции и способа выделения ДНК. В результате прове-
дения эксперимента по определению оптимальной схемы диагностики показано, 
что наибольшая площадь пика ампликона была достигнута в варианте с выделе-
нием набором Проба-ГС, пробоподготовкой методом разрушения семян в гомо-
генизаторе и поверхностной локализацией патогена (рис. 5). При этом показано, 
что продукты амплификации не образовывались при использовании термическо-
го метода выделения ДНК. Скорее всего это связано с неполным лизисом клеток 
при нагревании и, возможно, с попаданием ингибиторов полимеразы в выделяе-
мый раствор ДНК.

Выделение ДНК набором Цитосорб также приводило к низкой степени выхода 
продукта амплификации. Возможно, это связано с тем, что набор предназначен для 
выделения ДНК из фитоплазм, а не бактерий. Таким образом, для максимального 
выхода продукта амплификации и повышения точности диагностики в дальнейшем 
необходимо использовать пробоподготовку методом разрушения семян в гомогени-
заторе и набор для выделения ДНК Проба-ГС.

Для повышения чувствительности и производительности тестирования се-
мян сои на зараженность трудно искореняемым заболеванием (бактериальным 
ожогом сои) и улучшения достоверности диагностики его возбудителя Pseudomo-
nas savastanoi pv. glycinea проведены исследования, на основе эксперименталь-
ных данных предложены рекомендации по оптимальной пробоподготовке и про-
ведению апробации тест-системы с использованием реактивов отечественного 
производства.
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Рис. 4. Значения площади пика в зависимости от количества праймера  
и варианта мастер-микса при концентрации праймеров 10 пМ/мкл.  

Значения ошибок показывают стандартное отклонение в трех повторностях. 
ОКО-отрицательный контрольный образец. Статистические различия оценивали  

с помощью теста Крускала-Уоллиса с использованием теста множественных сравнений Данна  
(*Различий нет. **Различия при p <0,05)

Рис. 5. Значения интенсивности сигнала (процент от максимального значения площади) 
в зависимости от метода выделения ДНК, локализации инфекции и способа экстракции 

(столбец справа показывает зависимость интенсивности сигнала от цвета)

Выводы

1. Показано, что использование тест-системы на основе ПЦР с олигонуклео-
тидами, специфичными на ген коронафакат-лигазы (cfl), позволяло диагностировать 
возбудителя бактериального ожога сои в семенах при концентрации 2×103 КОЕ/мл. 
Аналитическая чувствительность протокола составила 97,4% из 37 протестирован-
ных близкородственных и других фитопатогенных и эпифитных бактерий.



48

2. Максимальная площадь ампликона была достигнута при поверхностной ло-
кализации патогена на семенах как при поверхностной промывке, так и при разруше-
нии семян, и составила 416,9 и 390,7 ед. соответственно. При внутреннем заражении 
площадь пика уменьшалась и составляла в среднем 245,0 и 85,5 ед.

3. Доказано, что при использовании двух мастер-миксов и пяти методов вы-
деления ДНК площадь пика была максимальной (645,0 ед.) при выделении ДНК 
с помощью набора Проба-ГС и использовании в реакционной смеси мастер-микса 
5x MasDDTaqMIX‑2025. Оптимизированный протокол диагностики рекомендуется 
для использования в фитосанитарной экспертизе семян сои на наличие бактериаль-
ного ожога.
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Detection of the soybean bacterial blight pathogen 
Pseudomonas savastanoi pv. Glycinea in seeds by the PCR 

method

R.I. Tarakanov1, I.M. Ignat’eva2, O.O. Beloshapkina1,  
S.I. Chebanenko1, O.G. Karataeva1, F.S. Dzhalilov1

(1Russian State Agrarian University – Moscow Timiryazev Agricultural Academy,  
2All-Russian Plant Quarantine Centre)

This article describes the application of the classical PCR method for the diagnosis 
of the soybean bacterial blight pathogen Pseudomonas savastanoi pv. glycinea in seeds. 
Two methods for pathogen isolation from infected soybean seeds, five methods for DNA 
extraction and two master mixes for preparation of reaction mixture were investigated. 
The use of a PCR-based test system with oligonucleotides specific for the coronaphacate 
ligase (cfl) gene allowed the diagnosis of the soybean bacterial blight pathogen in seeds 
at a concentration of 2 × 103 CFU/ml. The analytical sensitivity of the protocol was 
97.4% of 37 closely related and other bacteria tested. Product yield (amplicon peak area) 
was shown to be highest (645.0 units) when DNA was isolated using the Proba-GS kit, 
the master mix 5x MasDDDTaqMIX‑2025 and the primers PsgFOR‑1 and PsgREV‑2 were 
used at 10 pM per reaction (25 μL).

	
Keywords: soybean, soybean bacterial blight, Pseudomonas savastanoi pv. glycinea, phyto-

sanitary seed diagnostics, PCR.
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