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ÌÎËÅÊÓËßÐÍÀ ÄÅÒÅÊÖ²ß ÇÁÓÄÍÈÊ²Â ²ÍÔÅÊÖ²ÉÍÈÕ ÕÂÎÐÎÁ 
Ñ²ËÜÑÜÊÎÃÎÑÏÎÄÀÐÑÜÊÈÕ ÊÓËÜÒÓÐ 

Äëÿ äåòåêö³¿ ïàòîãåííèõ îðãàí³çì³â ó òêàíèíàõ ñ³ëüñüêîãîñïîäàð-
ñüêèõ ðîñëèí (ïøåíèö³ ì’ÿêî¿, êóêóðóäçè, ñîíÿøíèêó, õìåëþ çâè-
÷àéíîãî) îïðàöüîâàíî ìîëåêóëÿðí³ ìàðêåðè íà îñíîâ³ ìåòîäó ïî-
ë³ìåðàçíî¿ ëàíöþãîâî¿ ðåàêö³¿. 

Êëþ÷îâ³ ñëîâà: ìîëåêóëÿðí³ ìàðêåðè, ô³òîïàòîãåíè, ñ³ëüñüêîãîñïî-
äàðñüê³ êóëüòóðè, ïîë³ìåðàçíà ëàíöþãîâà ðåàêö³ÿ. 

Âñòóï. Âòðàòè âðîæàþ ñ³ëüñüêîãîñïîäàðñüêèõ êóëüòóð â³ä øê³äíè-
ê³â, õâîðîá òà áóð’ÿí³â â Óêðà¿í³ ùîðîêó ñÿãàþòü 12–18 %, à çà ìàñîâî-
ãî ðîçìíîæåííÿ çáóäíèê³â — 25–50 %. Òðàäèö³éí³ ìåòîäè ä³àãíîñòèêè 
çáóäíèê³â ³íôåêö³é ó ðîñëèí — âèêîðèñòàííÿ ðîñëèí-³íäèêàòîð³â äëÿ 
³äåíòèô³êàö³¿ â³ðóñ³â, ñïåö³àëüíèõ ñåðåäîâèù äëÿ âèÿâëåííÿ áàêòåð³é 
etc — äîñèòü òðóäîì³ñòê³ ³ çàéìàþòü áàãàòî ÷àñó (äí³, â ðÿä³ âèïàäê³â, 
òèæí³ ³ ì³ñÿö³). 

Àêòóàëüíîþ º íåîáõ³äí³ñòü ïðè àíàë³ç³ ðîñëèííîãî ìàòåð³àëó çàñòî-
ñóâàííÿ âèñîêî÷óòëèâèõ ³ ñïåöèô³÷íèõ ìåòîä³â äåòåêö³¿, ùî äîçâîëÿþòü 
âèçíà÷èòè íàâ³òü íåçíà÷íó ê³ëüê³ñòü ïàòîãåí³â. Öå îñîáëèâî âàæëèâî ïðè 
êîíòðîë³ ðîñëèííîãî ìàòåð³àëó íà íàÿâí³ñòü êàðàíòèííèõ ïàòîãåí³â. Òîìó 
â ïðàêòèêó êîíòðîëþ ô³òîñàí³òàðíîãî ñòàíó ñ³ëüñüêîãîñïîäàðñüêèõ ðîñ-
ëèí ³ ïðîäóêò³â ¿õ ïåðåðîáêè (äîäàòêîâî ÷è íà çì³íó òðàäèö³éíèì òà ñå-
ðîëîã³÷íèì ìåòîäàì) íåîáõ³äíî âïðîâàäæóâàòè ìîëåêóëÿðí³ òåõíîëîã³¿, 
çîêðåìà íà îñíîâ³ ìåòîäó ïîë³ìåðàçíî¿ ëàíöþãîâî¿ ðåàêö³¿ (ÏËÐ). ÏËÐ-
ìåòîä äîçâîëÿº âèÿâèòè çáóäíèê³â ³íôåêö³éíèõ çàõâîðþâàíü çà íàÿâ-
í³ñòþ ó ïðîá³ ¿õíüîãî ãåíåòè÷íîãî ìàòåð³àëó íàâ³òü ó òèõ âèïàäêàõ, êîëè 
³íøèìè ìåòîäàìè (çîêðåìà â³çóàëüíîþ ä³àãíîñòèêîþ õâîðîáè çà ñèìï-
òîìàìè òà ì³êðîñêîï³ºþ) çðîáèòè öå òåõí³÷íî íåìîæëèâî. 

Ìåòà íàøèõ äîñë³äæåíü: âèçíà÷èòè ÄÍÊ-ìàðêåðè äëÿ äåòåêö³¿ çáóä-
íèê³â ³íôåêö³éíèõ õâîðîá ñ³ëüñüêîãîñïîäàðñüêèõ êóëüòóð, à ñàìå ãðèá³â 
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Plasmopara helianthi â òêàíèíàõ ðîñëèí ñîíÿøíèêó, ãðèá³â ðîäó Fusarium 
ó çåðí³ êóêóðóäçè òà ïøåíèö³, ðîäó Alternaria ó çåðí³ êóêóðóäçè, áàêòåð³¿ 
Agrobacterium tumefaciens â òêàíèíàõ ðîñëèí õìåëþ çâè÷àéíîãî. 

Ìàòåð³àë ³ ìåòîäè. Ìàòåð³àëîì ñëóãóâàëè: ³íáðåäí³ ë³í³¿ ñîíÿøíèêó 
102 À è ÎÑ 1029 À; ë³í³¿-äèôåðåíö³àòîðè ñò³éêîñò³ ñîíÿøíèêó äî ïåâíèõ 
ðàñ Plasmopara halstedii RHA-265, RHA-419, 803-I; çðàçêè äèêîðîñëî-
ãî ñîíÿøíèêó Helianthus argophyllus; ñîðò ïøåíèö³ ì’ÿêî¿ Îäåñüêà íà-
ï³âêàðëèêîâà; ³íáðåäí³ ë³í³¿ êóêóðóäçè ÃÊ26, ÄÑ10/3, ÎÊ124, ÄÊ277-10, 
W275, Ï343, BIP27, ÎÊ39, ÎÊ104-4, ÁÊ440; ñîðòè õìåëþ çâè÷àéíîãî 
Àëüòà òà Êëîí 18; êóëüòóðà ãðèá³â ðîäó Fusarium — øòàìè F. macroceras, 
F. oxysporum, F. graminearum, F. gibbosum, F. sporotrichiella, F. moniliforme,, 
F. culmorum; êóëüòóðà ãðèá³â ðîäó Alternaria — A. alternata, A. tenuissima, 
A. arborescens, A. infectoria, A. brassicae, êóëüòóðà ãðèá³â Àspergillus niger, 
Ñandida albicans, êóëüòóðà àãðîáàêòåð³¿ Agrobacterium tumefaciens. 

Åêñòðàêö³ÿ ÄÍÊ ç ðîñëèííèõ òêàíèí, ïîñòàíîâêà ïîë³ìåðàçíî¿ ëàí-
öþãîâî¿ ðåàêö³¿ (ÏËÐ), ãåëü-åëåêòðîôîðåç â àãàðîçíèõ ³ ïîë³àêðèëàì³ä-
íèõ ãåëÿõ çä³éñíþâàëè çà çàãàëüíîïðèéíÿòèìè ìåòîäèêàìè. 

Ðåçóëüòàòè. 
ÄÍÊ-ìàðêåð äëÿ äåòåêö³¿ çáóäíèêà íåñïðàâæíüî¿ áîðîøíèñòî¿ 

ðîñè ñîíÿøíèêó. Çáóäíèê íåñïðàâæíüî¿ áîðîøíèñòî¿ ðîñè (ÍÁÐ) ñî-
íÿøíèêó — Plasmopara halstedii Farl. — îáë³ãàòíèé ïàòîãåí ãðèáíî¿ ïðè-
ðîäè ç êëàñó Oomycetes. Çíà÷íå çá³ëüøåííÿ ïëîù ï³ä ñîíÿøíèêîì, ïå-
ðåä÷àñíå éîãî ïîâåðíåííÿ íà ïîïåðåäí³ ì³ñöÿ âèðîùóâàííÿ ñïðè÷èíÿº 
íàêîïè÷åííÿ ³íôåêö³¿ ó ´ðóíò³. Îîñïîðè íåñïðàâæíüî¿ áîðîøíèñòî¿ ðîñè 
çáåð³ãàþòüñÿ â íàñ³íí³ óðàæåíèõ ðîñëèí, ó ´ðóíò³, â óðàæåíèõ ñõîäàõ ïà-
äàëèö³. Øêîäî÷èíí³ñòü öüîãî çàõâîðþâàííÿ çóìîâëþº îáîâ’ÿçêîâå ëà-
áîðàòîðíå òåñòóâàííÿ ñò³éêîñò³ ñåëåêö³éíîãî ìàòåð³àëó. Ëàáîðàòîðíà 
îö³íêà ñò³éêîñò³ âåëèêî¿ ê³ëüêîñò³ ñåëåêö³éíèõ çðàçê³â çä³éñíþºòüñÿ åêñ-
ïðåñ-ìåòîäîì ùîð³÷íî ó çèìîâèé ïåð³îä. Äëÿ îäåðæàííÿ íàëåæíèõ ðå-
çóëüòàò³â íåîáõ³äíî äîòðèìóâàòèñü ïåâíèõ óìîâ ïðîâåäåííÿ äîñë³äæåí-
íÿ: âèçíà÷åíèé ðîçì³ð ïðîðîñòê³â òà ñôîðìîâàí³ñòü ñ³ì’ÿäîëüíèõ ëèñòê³â 
íà åòàï³ øòó÷íîãî çàðàæåííÿ, îïòèìàëüíå ³íôåêö³éíå íàâàíòàæåííÿ, 
òîáòî êîíöåíòðàö³ÿ çîîñïîðàíã³¿â ãðèáà â ³íîêóëþì³, òðèâàë³ñòü ïåð³îäó 
³íîêóëÿö³¿ òà òåìïåðàòóðíèé ðåæèì. Ó ìàñîâèõ îö³íêàõ ìîæëèâå ïåâíå 
íåäîòðèìàííÿ ìåòîäèêè ç îá’ºêòèâíèõ ïðè÷èí. Äî òîãî æ, ó ïðîöåñ³ ³ìó-
íîëîã³÷íîãî àíàë³çó ÷àñòèíà ïðîðîñòê³â ãèíå â³ä ñóïóòí³õ ³íôåêö³é. Ìî-
ëåêóëÿðíà ä³àãíîñòèêà ïàòîãåíà ìîæå ñïðèÿòè îòðèìàííþ îá’ºêòèâíî¿ 
îö³íêè ñò³éêîñò³ ðîñëèí ñîíÿøíèêó. Àíàë³ç ïîñë³äîâíîñò³ ãåí³â 28 S-ÐÍÊ 
(ç áàçè äàíèõ GenBank) ó äåâ’ÿòè ³çîëÿò³â Plasmopara halstedii ³ 60 ³çîëÿ-
ò³â ³íøèõ âèä³â îîì³öåò³â äîçâîëèâ âèÿâèòè äâ³ ïîë³ìîðôí³ ä³ëÿíêè ãåíà, 
îäíà ç ÿêèõ ñïåöèô³÷íà ò³ëüêè äëÿ P. halstedii [1]. 

Ç ìåòîþ äîâåñòè ìîæëèâ³ñòü âèêîðèñòàííÿ ÄÍÊ-ìàðêåðà äëÿ âè-
ÿâëåííÿ çáóäíèêà íåñïðàâæíüî¿ áîðîøíèñòî¿ ðîñè â òêàíèíàõ ðîñëèí 
ñîíÿøíèêó íà ð³çíèõ ñòàä³ÿõ ðîçâèòêó ïðîâåëè ìîëåêóëÿðíî-ãåíåòè÷íå 
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äîñë³äæåííÿ ìåòîäîì àìïë³ô³êàö³¿ ñïåöèô³÷íî¿ ïîñë³äîâíîñò³ ãåíîìó 
P. halstedii [2]. 

Ìàòåð³àëîì äîñë³äæåííÿ ñëóãóâàëî íàñ³ííÿ òà ðîñëèíè ñîíÿø-
íèêó ³íáðåäíèõ ë³í³é 102À è ÎÑ1029À ñåëåêö³¿ ÑÃ²–ÍÖÍÑ; ë³í³é-äè-
ôåðåíö³àòîð³â ñò³éêîñò³ äî ïåâíèõ ðàñ íåñïðàâæíüî¿ áîðîøíèñòî¿ 
ðîñè: RHA-265, RHA-419, 803-I; çðàçê³â äèêîðîñëîãî âèäó Helianthus 
argophyllus, ÿê³ òåñòóâàëè â ëàáîðàòîðíèõ óìîâàõ [3], íà ñòàä³¿ îö³íêè 
ñò³éêîñò³; ðîñëèíè íà ñòàä³¿ öâ³ò³ííÿ. Äëÿ ïðîâåäåííÿ ìîëåêóëÿðíî-
ãåíåòè÷íîãî äîñë³äæåííÿ âèä³ëÿëè ÄÍÊ ç ôðàãìåíò³â ïðîðîñòê³â, ïà-
ðåíõ³ìíèõ òà ñóäèííèõ òêàíèí ëèñòÿ, ç³ ñïîðàíã³¿â, ùî áóëè âèëó÷åí³ ç 
óðàæåíèõ  íåñïðàâæíüîþ áîðîøíèñòîþ ðîñîþ çðàçê³â, òà âèêîðèñòî-
âóâàëè ïðàéìåðè, çàïðîïîíîâàí³ äëÿ àíàë³çó ïîñë³äîâíîñò³ ðÄÍÊ ãå-
íîìó Plasmopara [1], à òàêîæ ïðàéìåðè, ÿê³ ôëàíêóþòü ì³êðîñàòåë³òíèé 
ëîêóñ ãåíîìó ñîíÿøíèêó ORS1039. 

Çà ðåçóëüòàòîì ÏËÐ ç ïðàéìåðàìè äî ïîñë³äîâíîñò³ ðÄÍÊ P. halstedii 
àìïë³ô³êîâàíî ôðàãìåíò ÄÍÊ ðîçì³ðîì 308 ï. í. ó òèõ âèïàäêàõ, êîëè ìà-
òðè÷íîþ áóëà ÄÍÊ, âèä³ëåíà ç óðàæåíèõ ãðèáîì ïðîðîñòê³â òà ç³ ñïîðàí-
ã³¿â (ðèñ. 1). 

 
     1      2     3      4       5      6     7     8  

Ðèñ. 1. Åëåêòðîôîðåãðàìà ïðîäóêò³â àìïë³ô³êàö³¿ ÄÍÊ, âèä³ëåíî¿ ç óðàæåíèõ 
ïðîðîñòê³â (1–4), çðàçê³â ñîíÿøíèêó áåç â³çóàëüíèõ îçíàê óðàæåííÿ (5, 6), ç³ 

ñïîðàíã³¿â (7, 8). Ì — ìàðêåð ìîëåêóëÿðíî¿ ìàñè ÄÍÊ pUC19/ Msp I 

Çàñòîñîâàíèé ìåòîä âèä³ëåííÿ ÄÍÊ äîçâîëÿº îòðèìàòè ïðåïàðàòè 
ñóìàðíî¿ ÄÍÊ ðîñëèíè ñîíÿøíèêó ³ ãðèáà, òîìó íàìè äîäàòêîâî îö³íåíî 
ñïåöèô³÷í³ñòü ìîëåêóëÿðíî-ãåíåòè÷íîãî ìàðêåðà, à òàêîæ ìîæëèâ³ñòü 
ïîÿâè «ïîìèëêîâî-ïîçèòèâíèõ» òà «ïîìèëêîâî-íåãàòèâíèõ» ðåçóëüòàò³â 
àìïë³ô³êàö³¿. Ñóìàðíó ÄÍÊ ç ïðîðîñòê³â âèä³ëÿëè íà çàêëþ÷í³é ñòàä³¿ ³ìó-
íîëîã³÷íî¿ îö³íêè ñò³éêîñò³. Ë³í³¿-äèôåðåíö³àòîðè RHA419 ³ 803-I (íîñ³¿ ãå-
í³â Pl

ARG 
³ Pl8, ÿê³ íàäàþòü ñò³éê³ñòü ïðàêòè÷íî óñ³ì ïàòîòèïàì P. halstedii) 

çà ðåçóëüòàòàìè ³ìóíîëîã³÷íîãî òåñòóâàííÿ íå âðàæàëèñÿ íåñïðàâæíüîþ 
áîðîøíèñòîþ ðîñîþ. Íåìîæëèâ³ñòü ðîçâèòêó ïàòîãåíà â òêàíèíàõ ë³í³é 
RHA419 ³ 803-I ï³äòâåðäæóºòüñÿ â³äñóòí³ñòþ àìïë³ô³êàö³¿ ìàðêåðíîãî 
ôðàãìåíòà ÄÍÊ ðîçì³ðîì 308 ï. í. Ò³ æ ïðåïàðàòè âèä³ëåíî¿ ÄÍÊ äîçâî-
ëÿþòü îòðèìàòè äëÿ ë³í³é RHA419 ³ 803-I ôðàãìåíò àìïë³ô³êàö³¿ ì³êðîñà-
òåë³òíîãî ëîêóñó ãåíîìó ñîíÿøíèêó ORS1039 ðîçì³ðîì 200 ï. í. Ñóìàðíà 
ÄÍÊ, âèä³ëåíà ç óðàæåíîãî ðîñîþ ïðîðîñòêà — çðàçêà ë³í³¿ 102À, äîçâî-
ëÿº âèÿâèòè ôðàãìåíò, ñïåöèô³÷íèé äëÿ ãåíîìó P. halstedii, ³ ôðàãìåíò, 
õàðàêòåðíèé äëÿ ãåíîìó ñîíÿøíèêó. 
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Äëÿ ìîëåêóëÿðíî-ãåíåòè÷íî¿ äåòåêö³¿ ïàòîãåííîãî ãðèáà P. halstedii 
â òêàíèíàõ ðîñëèí ñîíÿøíèêó, ÿê³ âèðîùóâàëè â ïîëüîâèõ óìîâàõ, äî-
ñë³äæóâàëè çðàçêè, ÿê³ âèÿâëÿëè îçíàêè óðàæåííÿ ãðèáíèìè ïàòîãåíà-
ìè. Äëÿ çðàçê³â ç õàðàêòåðíèìè ñèìïòîìàìè íåñïðàâæíüî¿ áîðîøíèñ-
òî¿ ðîñè (íèçüêîðîñë³ñòü, õëîðîç ³ ãîôðîâàí³ñòü ëèñòîâèõ ïëàñòèíîê, 
çàâ’ÿíåííÿ êîøèê³â) ïîêàçàíî íàÿâí³ñòü ó ñóäèííèõ òêàíèíàõ ëèñòà ³ ñòå-
áëà ÄÍÊ P. halstedii. Ïðè âèêîðèñòàíí³ ÄÍÊ, âèä³ëåíî¿ ç ïàðåíõ³ìíèõ òêà-
íèí òèõ æå çðàçê³â, ÄÍÊ-ìàðêåð íå âèÿâëåíî, ùî ïîÿñíþºòüñÿ îñîáëè-
âîñòÿìè ðîçâèòêó ³ ëîêàë³çàö³¿ ïàòîãåíà â ðîñëèí³. 

ÄÍÊ-äåòåêö³ÿ ãðèá³â ðîäó Fusarium ³ ðîäó Alternaria â íàñ³íí³ êó-
êóðóäçè òà ïðîäóêòàõ éîãî ïåðåðîáêè. ²íô³êóâàííÿ êóêóðóäçè ãðèáàìè 
º ïðè÷èíîþ çíà÷íèõ åêîíîì³÷íèõ âòðàò ó ðåçóëüòàò³ çíèæåííÿ âðîæàé-
íîñò³, ã³ã³ºí³÷íî¿ íåáåçïåêè äëÿ ëþäèíè òà ñ³ëüñüêîãîñïîäàðñüêèõ òâàðèí 
âíàñë³äîê âèä³ëåííÿ ì³êîòîêñèí³â ³ çìåíøåííÿ òåõíîëîã³÷íî¿ ÿêîñò³ çåð-
íà. Ñêëàäí³ñòü çàõèñòó ëþäèíè â³ä ì³êîòîêñèêîç³â ïîñèëþºòüñÿ òèì, ùî 
ïðîäóêòè ðîñëèííîãî ïîõîäæåííÿ (çåðíî ³ çåðíîïðîäóêòè), ùî ì³ñòÿòü 
ì³êîòîêñèãåíí³ ãðèáè, íå âòðà÷àþòü ñâîº¿ îòðóéíîñò³ ïðîòÿãîì áàãàòüîõ 
ðîê³â. Õ³ì³÷í³ ³ á³îëîã³÷í³ ìåòîäè âèä³ëåííÿ òà âèçíà÷åííÿ ì³êîòîêñèí³â âè-
êëþ÷íî ñêëàäí³, òðóäîì³ñòê³ ³ íå â³äïîâ³äàþòü âèìîãàì ìàñîâîãî àíàë³çó. 
Ïîâñþäíà ïîøèðåí³ñòü ãðèá³â Fusarium ³ Alternaria, íàÿâí³ñòü ó íèõ ïàòî-
ãåííèõ ³ òîêñèíîóòâîðþþ÷èõ âëàñòèâîñòåé ³ ïîâ’ÿçàíà ç öèì ìîæëèâ³ñòü 
ðîçâèòêó ãðèá³â, íàêîïè÷åííÿ ì³êîòîêñèí³â íå ò³ëüêè â ïåð³îä âåãåòàö³¿ 
ðîñëèí, àëå ³ â ïåð³îä çáåð³ãàííÿ, ðîáëÿòü àêòóàëüíèì çàâäàííÿì ðîç-
ðîáêó ìîëåêóëÿðíèõ ìàðêåð³â äëÿ äåòåêö³¿ ôóçàð³ºâèõ ³ àëüòåðíàð³ºâèõ 
ãðèá³â ó çåðí³ êóêóðóäçè. 

Äèçàéí á³ëüøîñò³ ïðàéìåð³â, ñêîíñòðóéîâàíèõ äëÿ âèäo- ³ ðîäîñïå-
öèô³÷íî¿ äåòåêö³¿ ïàòîãåí³â, ðîçðîáëåíî íà îñíîâ³ âàð³àáåëüíîñò³ ïî-
ñë³äîâíîñòåé â ðåã³îíàõ âíóòð³øí³õ òðàíñêðèáîâàíèõ ñïåéñåð³â ÿäåðíî¿ 
ðèáîñîìíî¿ ÄÍÊ (ðÄÍÊ). Êëàñòåðè ðèáîñîìíèõ ãåí³â çàâäÿêè îñîáëè-
âîñòÿì ¿õíüî¿ ñòðóêòóðíî-ôóíêö³îíàëüíî¿ îðãàí³çàö³¿ º íàéá³ëüø ïåð-
ñïåêòèâíèìè äëÿ ä³àãíîñòè÷íîãî âèêîðèñòàííÿ. Ðåã³îíè áàãàòîêîï³éíî¿ 
ðÄÍÊ, ÿê³ âêëþ÷àþòü âíóòð³øí³ òðàíñêðèáîâàí³ ñïåéñåðè (ÂÒÑ1 i ÂÒÑ2), 
ïðèäàòí³ äëÿ àìïë³ô³êàö³¿ â ÏËÐ ³ ì³ñòÿòü ä³ëÿíêè, ÿê³ çíà÷íî ð³çíÿòüñÿ çà 
øâèäê³ñòþ ìîëåêóëÿðíî¿ åâîëþö³¿. 

Äëÿ âèÿâëåííÿ òà ³äåíòèô³êàö³¿ â çåðí³ êóêóðóäçè ãðèá³â Alternaria 
spp. òà Fusarium spp. (íà ð³âí³ ðîä³â òà âèä³â A. alternata, A. tenuissima, 
A. arborescens, A. infectoria, A. brassicae, F. macroceras, F. oxysporum, 
F. graminearum, F. gibbosum, F. sporotrichiella, F. moniliforme) ä³áðàíî 
ñèñòåìè ìîëåêóëÿðíèõ ìàðêåð³â, ùî ãåíåðóþòüñÿ â ïðîöåñ³ ÏËÐ, íà 
îñíîâ³ ïîñë³äîâíîñòåé ÂÒÑ1 ³ ÂÒÑ2 ãåíà 5,8 S ðèáîñîìíî¿ ÐÍÊ [4–8]. 
Ïåðåâ³ðåíî ðîäî- ³ âèäîñïåöèôè÷í³ñòü ìîëåêóëÿðíèõ ìàðêåð³â. Ð³âåíü 
÷óòëèâîñò³ â äâîêîìïîíåíòí³é ñèñòåì³ (ñóì³ø ÄÍÊ ãðèáà ³ êóêóðóäçè) 
äîçâîëÿº äåòåêòóâàòè ãðèáíó ÄÍÊ íà ôîí³ 1000-êðàòíî¿ ê³ëüêîñò³ ÄÍÊ 
êóêóðóäçè. 
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Íà ðèñóíêó 2 íàâåäåíî ïðèêëàä òåñòóâàííÿ ÄÍÊ, ùî âèä³ëåíà ç ðîç-
ìîëîòèõ çåðåí ê³ëüêîõ ë³í³é êóêóðóäçè áåç â³çóàëüíèõ ñèìïòîì³â óðàæåí-
íÿ, ç âèêîðèñòàííÿì ìàðêåðà, âèäîñïåöèô³÷íîãî F. moniliforme. Íàÿâ-
í³ñòü ôðàãìåíòà àìïë³ô³êàö³¿ ðîçì³ðîì 561 ï. í. ñâ³ä÷èòü ïðî íàÿâí³ñòü 
ãðèá³â F. moniliforme. 

      1    2     3    4    5     6    7     8    9   10  

Ðèñ. 2. ÏËÐ-äåòåêö³ÿ F. moniliforme â â³çóàëüíî çäîðîâèõ çåðíàõ êóêóðóäçè. ÄÍÊ, 
ùî âèä³ëåíà ç çåðåí ë³í³é êóêóðóäçè ÃÊ26 (1), ÄÑ10/3 (2), ÎÊ124 (3), ÄÊ277–10 
(4), W275 (5), Ï343 (6), Â²Ð27 (7), ÎÊ39 (8), ÎÊ104–4 (9), ÁÊ440 (10). Ì — ìàðêåð 
ìîëåêóëÿðíî¿ ìàñè pGEM. Ñòð³ëêàìè ïîçíà÷åíî 561 ï. í.-ôðàãìåíò, ñïåöèô³÷-

íèé äëÿ F. moniliforme 

Äî ñèñòåì ìîëåêóëÿðíèõ ìàðêåð³â äëÿ äåòåêö³¿ ôóçàð³óìíèõ ãðèá³â 
äîäàíî ìàðêåðè ãåí³â òîêñèíîóòâîðåííÿ tri5, tri6, fum5. Íà ðèñóíêó 3 íà-
âåäåíî åëåêòðîôîðåãðàìó ðîçïîä³ëó ïðîäóêò³â àìïë³ô³êàö³¿ ãåíà tri5, ùî 
êîäóº ïåðøèé åíçèì á³îñèíòåçó òðèõîòåöåí³â — òðèõîä³ºíñèíòàçó, ïðè 
îïðàöþâàíí³ ìàðêåð³â íà ìîäåëüíèõ îá’ºêòàõ — êîëåêö³éíèõ øòàìàõ 
øåñòè âèä³â ðîäó Fusarium. 544 ï. í. — ôðàãìåíò àìïë³ô³êàö³¿ ñâ³ä÷èòü 
ïðî íàÿâí³ñòü ãåíà tri5 ó ïåâíîìó øòàì³ ôóçàð³óìíèõ ãðèá³â. 

 

          1        2      3        4       5       6       7        8       9      10 
 

Ðèñ. 3. ÏËÐ-äåòåêö³ÿ ãåíà tri5 ó çðàçêàõ ÄÍÊ âèä³â 1 — F. macroceras (øòàì 29), 
2 — F. oxysporum (øòàì 74), 3 — F. graminearum (øòàì 56à), 4 —  F. graminearum (øòàì 
àâ), 5 — F. gibbosum (øòàì 40), 6 — F. gibbosum (øòàì 38/â), 7 — F. sporotrichiella 
(øòàì 715â), 8 — F. sporotrichiella (øòàì 714â), 9 — F. moniliforme (øòàì 9.9), 
10 — F. moniliforme (øòàì 4.3). Ì — ìàðêåð ìîëåêóëÿðíî¿ ìàñè pGEM. Ñòð³ëêàìè 

ïîçíà÷åíî tri5-ãåí ñïåöèô³÷íèé ôðàãìåíò ðîçì³ðîì 544 ï. í. 

Ä³àãíîñòè÷íà ïðîöåäóðà ÏËÐ-äåòåêö³¿ ãðèá³â ðîäó Alternaria òà 
Fusarium ó íàñ³íí³ êóêóðóäçè äîçâîëÿº øâèäêî é åôåêòèâíî âèÿâèòè 
óðàæåí³ñòü çåðíà (áåç â³çóàëüíèõ ñèìïòîì³â çàõâîðþâàííÿ) òà â÷àñíî 
çä³éñíèòè çàõèñí³ çàõîäè, çîêðåìà ïðè çàêëàäö³ çåðíà íà äîâãîñòðîêî-
âå çáåð³ãàííÿ, ïåðåäïîñ³âíó ô³òîñàí³òàðíó îáðîáêó çåðíà. Àâòîðè òàêîæ 
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óñï³øíî îïðàöþâàëè äàíó ñèñòåìó ìîëåêóëÿðíèõ ìàðêåð³â äëÿ òåñòó-
âàííÿ ïðîäóêò³â ïåðåðîáêè çåðíà êóêóðóäçè (êðóïè, áîðîøíà) ³ õàð÷îâèõ 
ïðîäóêò³â ç êóêóðóäçè (ñóõèõ ñóì³øåé äèòÿ÷îãî õàð÷óâàííÿ, êîíñåðâîâà-
íî¿, çàìîðîæåíî¿ êóêóðóäçè, êóêóðóäçÿíèõ ïëàñò³âö³â ³ ïàëè÷îê) [9, 10], 
çðàçê³â ´ðóíòó [11]. 

Ðîçðîáêà äóïëåêñíèõ ÏËÐ-òåñò³â äëÿ äåòåêö³¿ ãðèáíèõ ô³òîïà-
òîãåí³â. Çàñòîñóâàííÿ ÏËÐ-òåñò³â äëÿ äåòåêö³¿ ïàòîãåííèõ ãðèá³â ³ ãåí³â, 
ùî êîíòðîëþþòü ñèíòåç òîêñèí³â, áåçóìîâíî, àêòóàëüíå. Âîäíî÷àñ, çíà-
÷íî ìåíøå óâàãè ïðèä³ëÿºòüñÿ ìàêñèìàëüíî åôåêòèâíîìó âèêîðèñòàííþ 
âæå àïðîáîâàíèõ ÏËÐ-òåñò³â, à ñàìå, êîìïëåêñíîìó ïðîâåäåííþ ÄÍÊ-
àíàë³çó çà äâîìà ³ á³ëüøå ìàðêåðíèìè ëîêóñàìè. Äóïëåêñíèé (ìóëüòè-
ïëåêñíèé) àíàë³ç º çíà÷íî ³íôîðìàòèâí³øèì ³ åêîíîì³÷íèì, çîêðåìà ïðè 
íåîáõ³äíîñò³ òåñòóâàííÿ âåëèêî¿ ê³ëüêîñò³ ìàòåð³àëó, â òîìó ÷èñë³ õàð÷î-
âî¿ ñèðîâèíè (çåðíà) áåç â³çóàëüíèõ   îçíàê óðàæåííÿ ïàòîãåííèìè ãðè-
áàìè. Ó çâ’ÿçêó ç öèì, ðîçãëÿäàëàñÿ ìîæëèâ³ñòü ïðîâåäåííÿ äóïëåêñíî¿ 
ÏËÐ äëÿ âèçíà÷åííÿ ðîäî- ³ âèäîíàëåæíîñò³ øòàì³â ïàòîãåííèõ ãðèá³â 
[12, 13]. 

Ãåíåòè÷íèì ìàòåð³àëîì äëÿ ðîçðîáêè äóïëåêñíèõ âàð³àíò³â ÏËÐ 
ñëóãóâàëè ÄÍÊ øòàì³â ãðèá³â âèä³â Àspergillus niger, Ñandida albicans, 
Fusarium graminearum, F. moniliforme, F.culmorum, F. sporotothrihella, F. 
macrocerus. Ìàòåð³àë äëÿ ïðîâåäåííÿ äîñë³äæåíü ëþá’ÿçíî íàäàëà çà-
â³äóâà÷ â³ää³ëó ô³òîïàòîëîã³¿ òà åíòîìîëîã³¿ ÑÃ²–ÍÖÍÑ, ä. á. í. Î. Â. Áà-
áàÿíö. 

Îñê³ëüêè îäíèìè ç íàéá³ëüø íåáåçïå÷íèõ ïàòîãåí³â äëÿ ëþäèíè ³ òâà-
ðèí º ãðèáè ðîäó Fusarium, òî ìè ðîçãëÿäàëè ìîæëèâ³ñòü çàñòîñóâàííÿ 
äóïëåêñíîãî àíàë³çó äëÿ ³äåíòèô³êàö³¿ íàëåæíîñò³ øòàì³â äî çàçíà÷åíîãî 
ðîäó òà éîãî âèä³â F. graminearum ³ F. moniliforme, ÿê³ ïðîäóêóþòü òîê-
ñèíè ð³çíî¿ õ³ì³÷íî¿ ïðèðîäè. Çîêðåìà âèâ÷àëè ìîæëèâ³ñòü ïðîâåäåííÿ 
äóïëåêñíèõ ÏËÐ çà ëîêóñàìè, ñïåöèô³÷íèìè äëÿ çàçíà÷åíèõ ðîäó ³ âèä³â, 
à ñàìå êîìá³íàö³é Its-Fu / GaoA òà Its-Fu / 53–6 (òàáë.). 

Ë³ì³òóþ÷èì ÷èííèêîì ìîæëèâîñò³ âèêîðèñòàííÿ äóïëåêñíî¿ ÏËÐ º 
âçàºìîêîìïëåìåíòàðí³ñòü ïðàéìåð³â. ßê â³äîìî, äèçàéí ïàð ñïðÿìîâà-
íèõ ïðàéìåð³â ïåðåäáà÷àº ì³í³ì³çàö³þ (âèêëþ÷åííÿ) éìîâ³ðíîñò³ óòâî-
ðåííÿ äèìåð³â ì³æ íèìè. Ó ðàç³ êîìá³íóâàííÿ ïàð ïðàéìåð³â, äèçàéí ÿêèõ 
ïðîâîäèëè íåçàëåæíî îäèí â³ä îäíîãî, âèíèêíåííÿ äèìåð³â ö³ëêîì éìî-
â³ðíà ïîä³ÿ. Ó çâ’ÿçêó ç öèì äîá³ð êîìá³íàö³é ïàð ïðàéìåð³â ïðîâîäèëè çà 
ïðîãðàìîþ FastPCR. Ñåðåä ïëàíîâàíèõ âàð³àíò³â êîìá³íàö³é ïðàéìåð³â 
äèìåð³â íå âèçíà÷åíî. 

Äëÿ ïðîâåäåííÿ äóïëåêñíî¿ ÏËÐ çà ëîêóñàìè Its-Fu / GaoA ³ Its-Fu / 
53–6 âèêîðèñòîâóâàëè ÄÍÊ, åêñòðàãîâàíó ç³ øòàì³â âèä³â ðîäó Fusarium, 
âèä³â Aspergillus niger ³ Candidà albicans. Äóïëåêñíà ÏËÐ çà ëîêóñàìè Its-
Fu / GaoA äîçâîëèëà äåòåêòóâàòè äâà ìàðêåðíèõ ôðàãìåíòè ò³ëüêè â ÄÍÊ 
øòàì³â âèäó F. graminearum — ïðîäóêòè 389 ³ 896 ï. í., â òîé ÷àñ ÿê â ³í-
øèõ ïðåäñòàâíèê³â ðîäó Fusarium äåòåêòóâàëè ò³ëüêè ðîäîñïåöèô³÷íèé 
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Òàáëèöÿ 

Ìàðêåðí³ ëîêóñè ³ ïðàéìåðè äëÿ ÏËÐ-àíàë³çó ô³òîïàòîãåííèõ ãðèá³â [14,15]

Îá’ºêò, 
ìàðêåðíèé ëîêóñ

Ïàðè ïðàéìåð³â 
àáî ¿õ êîìá³íàö³¿

Ïîñë³äîâí³ñòü ïðàé-
ìåð³â (5’-3’)

Ðîçì³ð ôðàã-
ìåíòà àìïë³ô³-

êàö³¿, 
ï. í.

Ð³ä Fusarium, 
ëîêóñ Its-Fu

Its-FuL 
Its-FuR

caactcccaaacccctgtga 
gcgacgattaccagtaacga

389

Âèä F. graminearum, 
ëîêóñ GaoA

GaoA-V2 
Gao-R2

agggacaataagtgcaga 
actgtgtcagacgacagct

896

Âèä F. moniliforme, 
ëîêóñ 53–6

53–6L 
53–6R

tttacgaggcggcgatgggt 
ggccgtttacctggcttctt

561

Ð³ä Fusarium, 
âèä F. moniliforme, 
ëîêóñ Its-Fu /53–6

Its-FuL+Its-FuR + 
53–6L+ 53–6R

caactcccaaacccctgtga 
gcgacgattaccagtaacga 
tttacgaggcggcgatgggt 
ggccgtttacctggcttctt

389, 561 

Ð³ä Fusarium, 
âèä F. graminearum, 
Its-Fu/GaoA

Its-FuL+Its-
FuR + GaoA-
V2+Gao-R2

caactcccaaacccctgtga 
gcgacgattaccagtaacga 
agggacaataagtgcaga 
actgtgtcagacgacagct

389, 896 

ìàðêåðíèé ôðàãìåíò — 389 ï. í. Äëÿ ÄÍÊ øòàì³â âèä³â A. niger ³ C. àlbicans 
íàÿâí³ñòü ïðîäóêò³â ðåàêö³¿ íå âñòàíîâëåíî. Ïðîâåäåííÿ äóïëåêñíî¿ ÏËÐ 
ïðè âèêîðèñòàíí³ êîìá³íàö³¿ äâîõ ïàð ïðàéìåð³â äî ëîêóñ³â Its-Fu / 53–6 
ïîêàçàëî ìîæëèâ³ñòü ³äåíòèô³êàö³¿ øòàì³â âèäó F. moniliforme ñåðåä øòà-
ì³â ãðèá³â, ïðåäñòàâíèê³â ðîäó Fusarium, îñê³ëüêè ò³ëüêè ó ÄÍÊ øòàì³â 
F. moniliforme äåòåêòîâàí³ îáèäâà ìàðêåðí³ ôðàãìåíòè 389 òà 561 ï. í. 
(ðèñ. 4). 

 
       1           2           3            4           5             6  

Ðèñ. 4. Åëåêòðîôîðåãðàìà ïðîäóêò³â àìïë³ô³êàö³¿ çà ëîêóñîì 53–6 çðàçêà 
F. moniliforme (1) òà ïðîäóêò³â äóïëåêñíî¿ ÏËÐ, ïðîâåäåíî¿ çà ëîêóñàìè Its-Fu 
³ 53–6 ÄÍÊ øòàì³â âèä³â ðîäó Fusarium: F. moniliforme (2, 4); F. graminearum (3); 

F. culmorum (5). 6 — ìàðêåð ìîëåêóëÿðíî¿ ìàñè pBlue / MspI 

Ðîçðîáêó äóïëåêñíèõ ÏËÐ-òåñò³â ïðîâîäèëè ïðè âèêîðèñòàíí³ ÄÍÊ, 
åêñòðàãîâàíî¿ ç êóëüòèâîâàíèõ ó ïðîá³ðö³ ãðèáíèõ øòàì³â. Òàêîæ âèÿâëå-
íà ìîæëèâ³ñòü çàñòîñóâàííÿ äàíîãî àíàë³çó äëÿ ³äåíòèô³êàö³¿ ïàòîãåííèõ 
ãðèá³â ó çåðí³ ïøåíèö³. Çîêðåìà, ïðîâîäèëè ÏËÐ-àíàë³ç ÄÍÊ, åêñòðà-
ãîâàíî¿ ç³ ñòåðèëüíîãî çåðíà ñîðòó ïøåíèö³ Îäåñüêà íàï³âêàðëèêîâà òà 
çåðíà, êóëüòèâîâàíîãî ó ïðèñóòíîñò³ ÷èñòî¿ êóëüòóðè ïàòîãåííèõ øòàì³â. 

Ìîëåêóëÿðíà á³îòåõíîëîã³ÿ ä³àãíîñòèêè áàêòåð³àëüíîãî ðàêó 
õìåëþ çâè÷àéíîãî. Äëÿ ìîëåêóëÿðíî¿ äåòåêö³¿ ïàòîãåííèõ øòàì³â àã-
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ðîáàêòåð³¿ Agrobacterium spp. òà âèäó A. tumefaciens (Smith & Townsend 
(Conn) (çáóäíèêà áàêòåð³àëüíîãî ðàêó ï³äçåìíèõ îðãàí³â õìåëþ) çà 
ÏËÐ-ìåòîäîì àíàë³çóâàëè êîíñåðâàòèâí³ ðåã³îíè ãåí³â ïàòîãåííîñò³ Ò³-
ïëàçì³äè ipt (ðîçì³ð ïðîäóêòó àìïë³ô³êàö³¿ 427 ï. í.) òà ãåíà â³ðóëåíòíîñò³ 
virD2 (ðîçì³ð ïðîäóêòó àìïë³ô³êàö³¿ 224 ï. í.), â³äïîâ³äíî [16]. 

Ïðîâåäåíî ÏËÐ-àíàë³ç ÄÍÊ çðàçê³â õìåëþ (áðóíüêè) ñîðòó Àëüòà áåç 
òà ç â³çóàëüíèìè ñèìïòîìàìè çàõâîðþâàííÿ — íàÿâí³ñòþ êîðîí÷àòèõ ãà-
ë³â («çäîðîâ³» òà «õâîð³» çðàçêè â³äïîâ³äíî), ÷èñòî¿ êóëüòóðè A. tumefaciens 
òà ñóì³ø³ ÄÍÊ çäîðîâèõ çðàçê³â õìåëþ ³ ÷èñòî¿ êóëüòóðè A. tumefaciens ó 
ñï³ââ³äíîøåíí³ 1:1, 5:1, 10:1. Ïðîäóêòè ÏËÐ ðîçì³ðîì 224 òà 427 ï. í. âè-
ÿâëåí³ ó çðàçêàõ ÄÍÊ, âèä³ëåíî¿ ç ÷èñòî¿ êóëüòóðè A. tumefaciens, âñ³õ óðà-
æåíèõ çðàçê³â õìåëþ, äåÿêèõ çäîðîâèõ çðàçêàõ ñóì³øåé ÄÍÊ çäîðîâèõ 
çðàçê³â õìåëþ òà A. tumefaciens ó âñ³õ ñï³ââ³äíîøåííÿõ. 

Ç âèêîðèñòàííÿì äàíîãî ï³äõîäó ä³àãíîñòîâàí³ äîíîðí³ ðîñëèíè ñîð-
ò³â Êëîí 18 òà Àëüòà òà ä³áðàí³ çðàçêè äëÿ ââåäåííÿ â êóëüòóðó in vitro ç 10 
÷óáóê³â êîæíîãî ñîðòó ç ìåòîþ êëîíàëüíîãî ì³êðîðîçìíîæåííÿ (ðèñ. 5) 
[17]. Ïîäàëüøèé ÏËÐ-àíàë³ç äàíèõ çðàçê³â ó ïðîöåñ³ ðîçìíîæåííÿ ï³ä-
òâåðäèâ â³äñóòí³ñòü ³íôåêö³¿. 

427 . . 

     1      2        3       4      5       6       7       8       9            

Ðèñ. 5. ÏËÐ–äåòåêö³ÿ ãåíà ipt â çðàçêàõ ÄÍÊ, âèä³ëåíî¿ ç ÷èñòî¿ êóëüòóðè 
A. tumefaciens (1, 2), ðîñëèí õìåëþ ñîðòó Àëüòà ç â³çóàëüíèìè ñèìïòîìà-
ìè óðàæåííÿ (3–6) òà áåç ñèìïòîì³â (7–9). Ì — ìàðêåð ìîëåêóëÿðíî¿ ìàñè 

pGEM. Ñòð³ëêîþ âêàçàíî ôðàãìåíòè àìïë³ô³êàö³¿ ãåíà ipt ðîçì³ðîì 427 ï. í. 

Ìîëåêóëÿðíà á³îòåõíîëîã³ÿ ä³àãíîñòèêè áàêòåð³àëüíîãî ðàêó õìåëþ 
çâè÷àéíîãî ì³ñòèòü åòàïè: âèä³ëåííÿ òà î÷èùåííÿ òîòàëüíî¿ ÄÍÊ ç òêà-
íèí õìåëþ; ÏËÐ-àíàë³ç ãåí³â ipt ³ virD2, ùî â³äïîâ³äàþòü çà ïàòîãåíí³ñòü 
òà â³ðóëåíòí³ñòü; ãåëü-åëåêòðîôîðåòè÷íèé ðîçïîä³ë ïðîäóêò³â àìïë³ô³-
êàö³¿, ¿õíüî¿ â³çóàë³çàö³¿ òà âðàõóâàííÿ ðåçóëüòàò³â. Äàíà á³îòåõíîëîã³ÿ º 
íàä³éíèì òà åôåêòèâíèì ï³äõîäîì äëÿ åêñïðåñ-ä³àãíîñòèêè áàêòåð³àëü-
íîãî ðàêó õìåëþ çâè÷àéíîãî íà ðàíí³õ ñòàä³ÿõ ïàòîãåíåçó. 

Îòæå, ïåðåâàãàìè ìîëåêóëÿðíî¿ ä³àãíîñòèêè ô³òîïàòîãåí³â º áåçïî-
ñåðåäíº âèÿâëåííÿ â ïðîá³ ãåíåòè÷íîãî ìàòåð³àëó çáóäíèêà (éîãî ÄÍÊ), 
âèçíà÷åííÿ âèäîâîãî ñêëàäó çáóäíèê³â, âèÿâëåííÿ òîêñèíîãåííèõ ãðèá³â, 
îòðèìàííÿ ðåçóëüòàò³â ó ñòèñë³ òåðì³íè (2–3 äí³), ñïåöèô³÷í³ñòü ³ âèñîêà 
÷óòëèâ³ñòü ìåòîäó. 
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Âèñíîâêè. Ðîçðîáëåí³ ñèñòåìè ìîëåêóëÿðíèõ ìàðêåð³â äëÿ äå-
òåêö³¿ ô³òîïàòîãåííèõ ãðèá³â íà ð³âí³ ðîä³â Fusarium òà Alternaria, 
âèä³â A. alternata, A. tenuissima, A. arborescens, A. infectoria, A. brassi-
cae, F. macroceras, F. oxysporum, F. graminearum, F. gibbosum, F. spo-
rotrichiella, F. moniliforme, Plasmopara halstedii, à òàêîæ àãðîáàêòåð³¿ 
Agrobacterium tumefaciens. ÄÍÊ-òåñòóâàííÿ ìîæå áóòè êîðèñíèì äëÿ 
ìîí³òîðèíãó ñòóïåíÿ óðàæåíîñò³ ðîñëèí ó ïîëüîâèõ óìîâàõ, äëÿ ä³àãíîñ-
òèêè ³íôåêö³¿, ùî ïðîò³êàº íà ðàíí³õ ñòàä³ÿõ ïàòîãåíåçó ÷è ó ïðèõîâàí³é 
ôîðì³, äëÿ åêñïðåñ-êîíòðîëþ ÿêîñò³ ðîñëèííî¿ òà õàð÷îâî¿ ïðîäóêö³¿ 
íà íàÿâí³ñòü ³íôåêö³¿ òà ïîòåíö³éíó òîêñè÷í³ñòü. Âèçíà÷åíà äîö³ëüí³ñòü 
âèêîðèñòàííÿ äóïëåêñíî¿ ÏËÐ äëÿ çíèæåííÿ ìàòåð³àëüíèõ òà ÷àñîâèõ 
 âèòðàò. 
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MOLECULAR DETECTION OF CAUSAL AGENTS OF CROPS 
INFECTIOUS DISEASES 

Molecular markers were used for detection of crops pathogens: Fusarium 
and Alternaria spp. — for maize and soft wheat, Plasmopara helianthi — for 
sunflower, Agrobacterium tumefaciens — for hop. The feasibility of duplex 
PCR using was established. 
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Ìîëåêóëÿðíûå ìàðêåðû àïðîáèðîâàíû äëÿ äåòåêöèè âîçáóäèòåëåé 
çàáîëåâàíèé ñåëüñêîõîçÿéñòâåííûõ êóëüòóð: ãðèáîâ ðîäà Fusarium è 
Alternaria — äëÿ êóêóðóçû è ïøåíèöû ìÿãêîé, Plasmopara helianthi — äëÿ 
ïîäñîëíå÷íèêà, àãðîáàêòåðèè Agrobacterium tumefaciens — äëÿ õìåëÿ 
îáûêíîâåííîãî. Ïîêàçàíà öåëåñîîáðàçíîñòü èñïîëüçîâàíèÿ äóïëåêñ-
íîé ÏÖÐ. 


