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Разработана и валидирована мультиплексная ПЦР-система для специфической диагностики трех патогенов 
злаковых культур рода Parastagonospora, распространенных на территории России: P. nodorum, P. avenae и 
P. pseudonodorum. В качестве мишени выбран участок гена YPEL (Yippee-like protein), обладающий достаточным 
уровнем межвидового полиморфизма для конструирования высокоспецифичных праймеров. Специфичность 
праймеров подтверждена in silico, а также in vitro на коллекции референсных изолятов. Разработанные 
праймеры эффективно работают в мультиплексном формате, обеспечивая селективную детекцию каждого вида. 
Продемонстрирована высокая чувствительность системы — уверенная детекция достигается при концентрации 
геномной ДНК в реакционной смеси от 1 пг. Данный набор может быть использован для фитосанитарного 
мониторинга и исследований в области эпидемиологии септориозов злаковых культур.
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Введение
Среди возбудителей септориозов злаков особое по-

ложение занимает род Parastagonospora (Ascomycota, 
Dothideomycetes, Pleosporales), включающий ряд пато-
генных видов, поражающих пшеницу, овес и другие зла-
ки (Quaedvlieg et al., 2013). Основной ущерб от этих гри-
бов связан с поражением листьев и колоса, что приводит 
к снижению фотосинтетической активности растений и 
ухудшению качества зерна, что в тяжелых случаях может 
приводить к преждевременному засыханию растений и 
снижению урожайности (Oliver et al., 2012; Quaedvlieg et 
al., 2013; An Overview of Stagonospora..., 2020). Заболева-
ния, вызываемые грибами рода Parastagonospora, широ-
ко распространены в регионах с умеренным и влажным 
климатом. В последние годы наблюдается увеличение за-
болеваемости, связанное с изменениями погодных усло-
вий и повышенной адаптацией патогенов к фунгицидам 
(Bhathal and Loughman, 2003; Croll et al., 2021; Kaur et al., 
2021; FRAC, 2024).

До 2013 года представителей рода Parastagonospora 
относили к различным родам таким как Leptosphaeria, 
Phaeosphaeria, Septoria или Stagonospora, что было обу-
словлено сходством некоторых морфологических призна-
ков (размеры и форма конидий, тип плодовых тел) при 
отсутствии надежных молекулярных критериев разграни-
чения. Новые данные, полученные с применением моле-
кулярно-генетических методов, показали, что эти таксоны 
являются полифилетическими, что послужило основани-
ем для выделения некоторых их представителей в самосто-
ятельный род Parastagonospora (Quaedvlieg et al., 2013). В 
настоящее время в роде насчитывается порядка 29 видов, 
большинство из которых не имеют существенного хозяй-
ственного значения (Gao et al., 2024). Наиболее значимый 
представитель рода — Parastagonospora nodorum (syn. 

Phaeosphaeria nodorum, Stagonospora nodorum), вызываю-
щий поражение листьев, колосьев и семян, что приводит 
к снижению урожайности и качества зерна (Solomon et al., 
2006; McDonald et al., 2012). P. nodorum поражает пшени-
цу, овес, ячмень, тритикале и другие культурные и дикие 
злаки. Среди других видов, ассоциированных со злаковы-
ми культурами, выделяют Parastagonospora avenae (syn. 
Phaeosphaeria avenaria, Leptosphaeria avenaria), патоген 
овса, а также Parastagonospora pseudonodorum, встреча-
ющийся на пшенице, ранее рассматривавшийся в составе 
группы Phaeosphaeria avenaria f. sp. tritici (Pat), но впо-
следствии выделенный в самостоятельный вид (Quaedvlieg 
et al., 2013, McDonald et al., 2012; Croll et al., 2021).

На территории России присутствие всех трех вы-
шеуказанных видов, два из которых (P. nodorum и 
P.  pseudonodorum) поражают пшеницу, подтверждено 
молекулярными и культурально-морфологическими ис-
следованиями (Зеленева и др., 2022; Зеленева и др., 2023; 
Zeleneva et al., 2024). Однако, как было отмечено ранее, 
классические подходы чаще всего не позволяют досто-
верно проводить диагностику некоторых видов: морфо-
логическая идентификация затруднена из-за перекрываю-
щихся признаков, таких как размеры конидий и характер 
спороношения. Точная видовая идентификация может 
быть полезной при планировании защитных мероприятий, 
фитосанитарном мониторинге и прогнозе, а также оцен-
ке резистентности изолятов к фунгицидам. Для рутинной 
видовой диагностики, требующей экономии времени и ре-
сурсов, могут подойти низкобюджетные конвенционные 
молекулярно-генетические подходы, например, мульти-
плексная ПЦР с видоспецифичными праймерами. В насто-
ящей работе предпринята попытка создания диагностиче-
ского набора для мультиплексной ПЦР-идентификации 
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P.  avenae, P.  nodorum и P. pseudonodorum с использова-
нием в качестве мишени гена YPEL (Yippee-like protein), 

характеризующегося необходимым межвидовым 
полиморфизмом.

Материалы и методы
Тестирование проводили на культурах трёх целевых 

видов рода Parastagonospora: P. nodorum, выделенного с 
яровой и озимой мягкой пшеницы (Triticum aestivum) из 
Ленинградской области, Алтайского и Краснодарского 
края; P. pseudonodorum, выделенного с яровой и озимой 
мягкой пшеницы и озимой тритикале (×Triticosecale) из 
Ленинградской области и Краснодарского края; P. avenae, 
выделенного с ярового овса (Avena sativa) из Тамбовской 
области. Идентификация изолятов этих видов осущест-
влялась по морфологическим признакам с использова-
нием световой микроскопии (Коломиец и др., 2017), а 
также на основании результатов секвенирования внутрен-
него транскрибируемого спейсера (ITS), фрагмента гена 
ß-tubulin (tub2), фрагмента гена ß-xylosidase, проведенно-
го ранее и описанного в наших предыдущих работах по 
проблемам септориозов (Зеленева и др., 2023; Zeleneva, 
2024). Также для оценки неспецифической кросс-реакции 
праймеров использовался контрольный набор изолятов, 
включавший по два изолята каждого из таксонов, таких 
как Alternaria, Fusarium, Phoma и Septoria tritici, ранее 
идентифицированных на основании секвенирования ITS 
(Коротков и др., 2025; Zeleneva, 2024).

Все культуры были представлены моноконидиальны-
ми изолятами, выращенными на картофельно-глюкозном 
агаре (КГА) при температуре 22 °C в условиях 12-часово-
го фотопериода. Геномную ДНК выделяли из 14-дневных 
культур по модифицированному протоколу с CTAB (Doyle 
& Doyle, 1990). Концентрация выделенной ДНК оцени-
валась с использованием флуориметра Qubit 2.0 (Thermo 
Fisher Scientific) с применением набора QuDye® dsDNA 
HS Assay Kit (Lumiprobe).

В качестве мишени для видоспецифической ПЦР вы-
бран ядерный ген YPEL (Yippee-like protein), кодирующий 
белок с предполагаемой функцией в регуляции митоти-
ческого клеточного цикла эукариот (Roxström-Lindquist, 
Faye, 2001). Для дизайна праймеров использовались до-
ступные полногеномные сборки изолятов P. nodorum 
(SN15, SNOV92X_D1.3, SWE-3, C1.2a, B2.1b, 201FG211, 
BRSn9870, Sn_Cp2052, FIN-2, IR10_9.1a, OH03_Sn-
1501, SnSA95.103, Sn79), P. pseudonodorum (Jansen_4_55, 
Hartney99, IR10_5.2b, 18332-5), P. avenae (s258, Mt._
Baker), Parastagonospora bromicola (82-4841, 83-6011-2), 
Parastagonospora dactylidigena (SN11IR_2_1.1), 
Parastagonospora golestanensis (SN11IR_6_1.1), 
Parastagonospora jasniorum (H6.2b) из ранее опублико-
ванных исследований McDonald et al. (2012), Syme et al. 
(2018) и Croll et al. (2021) Предварительный анализ нукле-
отидных последовательностей данного гена показал нали-
чие видоспецифичных полиморфизмов у целевых видов 
Parastagonospora.

Праймеры проектировались с использованием сервиса 
Primer3 (v. 2.3.7, https://primer3.ut.ee/) со стандартными па-
раметрами настроек. Оценка параметров потенциальных 
последовательностей праймеров проводилась с исполь-
зованием NCBI Primer-BLAST. В итоге для дальнейшей 
работы были выбраны три прямых праймера: YPEL_Pa – 
специфичный P. avenae, YPEL_Pn – P. nodorum, YPEL_Pp 
– P. pseudonodorum. В качестве общего для всех прямых 
праймеров был использован обратный праймер YPEL_Par 
(табл. 1).

Таблица 1. Праймеры, разработанные на основе гена YPEL, для идентификации трех видов рода Parastagonospora
Table 1. Primers targeting the YPEL gene for identification of three Parastagonospora species

Название / 
name

Последовательность (5’→3’) /
Sequence (5’→3’)

Направление /
Direction

Специфичность/
Specificity

YPEL_Pa ACATCCTGCATCGATTCCCT прямой / forward Parastagonospora avenae
YPEL_Pn CTCCCCTCTCCCTTGACAA прямой / forward Parastagonospora nodorum
YPEL_Pp TCAAGGCAATCAAGACGTCTA прямой / forward Parastagonospora pseudonodorum
YPEL_Par TGCCCTCCTTGTACTTCTCG обратный / reverse Parastagonospora sp.

Стандартная реакционная смесь с двумя праймерами 
для амплификации геномной ДНК финальным объемом 
25 мкл содержала: 2.5 мкл 10× ПЦР-буфер (Биолабмикс), 
0.5 мкл смеси dNTP (10 мМ), 0.5 мкл прямого праймера 
(25 мкM), 0.5 мкл обратного праймера (25 мкM), 0.15 мкл 
Taq ДНК-полимеразы (5 ед/мкл, Диалат), 1 мкл геномной 
ДНК и diH2O до конечного объема. Объем diH2O в реакци-
онной смеси для мультиплексной ПЦР с использованием 
трех прямых праймеров уменьшался пропорционально их 
суммарному объему, объем вносимого обратного прайме-
ра не менялся. Условия амплификации: предденатурация 
(95 °C – 3 мин); 35 циклов: денатурация (95 °C – 30 сек), 
отжиг (60 °C – 30 сек), элонгация (72 °C – 40 сек); финаль-
ная элонгация (72 °C – 5 мин).

Амплифицированные фрагменты разделяли в 1 % ага-
розном геле, окрашенном бромистым этидием (0.5 мкг/мл), 

в 1× TBE-буфере (pH 8.2) при 90 В, 60 минут. Для оценки 
длины фрагментов использовали молекулярный маркер 
Step100 plus (Biolabmix). Визуализацию ампликонов про-
водили на трансиллюминаторе в УФ.

Для оценки чувствительности ПЦР использовалась се-
рия из восьми 10-кратных разведений ДНК (от 1 нг/мкл до 
0.1 фг/мкл). В ПЦР добавляли по 1 мкл одного из разве-
дений, получая финальный объём реакционной смеси 25 
мкл. Лимит обнаружения определяли, как минимальную 
концентрацию, при которой сохранялся стабильный ам-
плификационный сигнал.

Вся работа проводилась с использованием оборудова-
ния Центра коллективного пользования «Инновационные 
технологии защиты растений» ФГБНУ ВИЗР.
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Результаты и обсуждение
Анализ последовательностей гена YPEL, полученных 

из 24 геномных сборок изолятов Parastagonospora spp. из 
Европы, Ближнего востока, Северной и Южной Америки, 
Австралии и Африки, выявил устойчивые межвидовые 
нуклеотидные различия, которые могут быть использова-
ны для разработки праймеров. Финальные прямые прай-
меры (YPEL_Pa, YPEL_Pn, YPEL_Pp), расположенные в 
вариабельных областях, в сочетании с общим обратным 
праймером YPEL_Par, который находится в консерватив-
ном участке, обеспечили амплификацию фрагментов раз-
личной длины. Попарное использование прямых и обрат-
ного праймеров позволило прогнозировать дискретные 
ампликоны следующих длин для соответствующих ви-
дов: P. avenae (YPEL_Pa/YPEL_Par) – 373 п.н., P. nodorum 
(YPEL_Pn/YPEL_Par) – 594 п.н., P. pseudonodorum (YPEL_
Pp/YPEL_Par) – 759 п.н. (рис. 1). Указанные пары проде-
монстрировали высокую специфичность при анализе in 
silico в сервисе Primer-BLAST (https://www.ncbi.nlm.nih.
gov/tools/primer-blast/), не проявляя комплиментарность 
с последовательностями других видов Parastagonospora 
или грибов из других родов.

При тестировании in vitro пар YPEL_Pa/YPEL_Par, 
YPEL_Pn/YPEL_Par и YPEL_Pp/YPEL_Par по отдельно-
сти для изолятов P. avenae, P. nodorum и P. pseudonodorum 
в агарозном геле чётко визуализировались ампликоны 
ожидаемой длины (рис. 2 (a, b, c)). Попарное тестирова-
ние каждой комбинации (YPEL_Pa/YPEL_Par, YPEL_Pn/
YPEL_Par, YPEL_Pp/YPEL_Par) показало амплификацию 
только с ДНК соответствующего вида: никаких побочных 
продуктов при использовании ДНК двух других видов 
не образовывалось. В совместной реакции трёх прямых 
и одного обратного праймера по-прежнему наблюдались 
только ампликоны таргетных организмов без фоновой 
или неспецифической амплификации, что подтверждает 
сохранение видоспецифичности даже при совместном ис-
пользовании всех трёх прямых праймеров (рис. 2 (d)). В 
реакции с неродственными Parastagonospora таксонами 
праймеры не давали продуктов амплификации, в то вре-
мя как положительные контроли (P. avenae, P. nodorum, 
P. pseudonodorum) дали ожидаемые продукты, что под-
тверждает хорошую специфичность набора.

Для определения предела чувствительности каждая 
пара праймеров отдельно тестировалась на серии деся-
тикратных разведений геномной ДНК (1 нг → 0.1 нг → 
0.01 нг → 1 пг → 0.1 пг → 0.01 пг → 1 фг → 0.1 фг) в объ-
ёме 25 мкл реакционной смеси (рис. 3). Установлено, что 
минимальная концентрация ДНК, при которой сохраняет-
ся воспроизводимая амплификация, для P. avenae состав-
ляет 0.1 пг, для P. nodorum – 0.01 пг, а для P. pseudonodorum 
– 1 пг. Таким образом, наиболее чувствительными оказа-
лись пары праймеров для P. avenae и P. nodorum. Однако 

Рисунок 1. Дизайн мультиплексного ПЦР с 
комбинациями праймеров YPEL_Pa/YPEL_Par, YPEL_

Pn/YPEL_Par, YPEL_Pp/YPEL_Par, специфичными 
соответственно Parastagonospora avenae, P. nodorum, P. 
pseudonodorum: a – выделение грибов на питательные 

среды, b – выделение геномной ДНК грибов, c – ПЦР со 
специфичными праймерами (указаны ожидаемые длины 

фрагментов), d – визуализация результатов ПЦР  
методом агарозного гель-электрофореза.  

Условные обозначения: М – маркер длин ДНК

Figure 1. Design of multiplex PCR with primer combinations 
YPEL_Pa/YPEL_Par, YPEL_Pn/YPEL_Par, YPEL_Pp/

YPEL_Par specific to Parastagonospora avenae, P. nodorum, 
P. pseudonodorum respectively: a – fungal isolation on 
culture media, b – genomic DNA extraction from fungi, 

c – PCR with species-specific primers (expected fragment 
lengths indicated), d – visualization of PCR results by 

agarose gel electrophoresis. Legend: M – DNA size marker

Рисунок 2. Электрофореграмма продуктов ПЦР, 
демонстрирующая специфичность пар праймеров 

YPEL_Pn/YPEL_Par, YPEL_Pp/YPEL_Par, YPEL_Pa/
YPEL_Par, в индивидуальных (a, b, c соответственно) и 

мультиплексных (d) реакциях.  
Условные обозначения: М – маркер длин ДНК

Figure 2. Electropherogram of PCR products demonstrating 
the specificity of the primer pairs YPEL_Pn/YPEL_Par, 

YPEL_Pp/YPEL_Par, and YPEL_Pa/YPEL_Par in individual 
(a, b, and c respectively) and in multiplex reactions (d). 

Legend: M – DNA size marker
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при использовании метода в мультиплексном формате, с 
целью сохранения надёжности диагностики для всех трёх 
видов, следует использовать пробу с концентрацией ге-
номной ДНК не ниже 1 пг на реакцию — в соответствии 
с пределом чувствительности праймеров, специфичных к 
P. pseudonodorum.

Результаты настоящего исследования демонстриру-
ют успешное применение набора высокоспецифичных 
ПЦР-праймеров для одновременной идентификации трёх 
видов рода Parastagonospora, патогенных для злаковых 
культур: P. avenae, P. nodorum и P. pseudonodorum. Исполь-
зование гена YPEL в качестве мишени показало высокую 
дискриминационную способность для указанных таксо-
нов, при сохранении чувствительности до концентрации 
1 пг геномной ДНК — в соответствии с порогом наименее 
чувствительной пары праймеров.

Представленный метод диагностики Parastagono
spora  spp. обладает высокой видоспецифичностью, не 
дает кросс-реакций с неродственными фитопатогенами и 
отличается достаточной чувствительностью для примене-
ния в фитосанитарной практике. Мультиплексный формат 
анализа обеспечивает экономичность и оперативность, 
позволяя выявлять целевые виды.

Учитывая подтверждённое присутствие всех трёх ви-
дов Parastagonospora на территории России, внедрение 
разработанного ПЦР-набора позволит повысить точность 
оценки устойчивости сортов пшеницы и овса к септори-
озу; найдет применение в мониторинге эпифитотийных 
ситуаций и прогнозировании вспышек заболевания; будет 
являться начальным этапом в изучение чувствительности 
патогенов к фунгицидам, что позволит отслеживать изме-
нения в популяциях грибов и адаптировать стратегии за-
щиты посевов.
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Short communication
DEVELOPMENT AND APPLICATION OF MULTIPLEX PCR FOR IDENTIFICATION OF THREE 

FUNGAL SPECIES OF THE GENUS PARASTAGONOSPORA WIDESPREAD IN RUSSIA
I.A. Kazartsev*, Yu.V. Zeleneva

All-Russian Institute of Plant Protection, St. Petersburg, Russia 
*corresponding author, e-mail: ikazartsev@vizr.spb.ru

A multiplex PCR system has been developed and validated for the specific detection of three prevalent in Russia cereal 
pathogens, belonging to the genus of Parastagonospora: P. nodorum, P. avenae, and P. pseudonodorum. The target region 
selected was a fragment of the YPEL (Yippee-like protein) gene, which exhibits sufficient interspecies polymorphism for 
designing highly specific primers. Primer specificity was confirmed in silico and in vitro using a collection of reference 
isolates. The developed primers functioned effectively in a multiplex format, enabling species-specific detection. The 
system demonstrated high sensitivity (detection limit: 1 pg of genomic DNA per reaction). This assay can be utilized for 
phytosanitary monitoring and research on the epidemiology of Septoria diseases in cereal crops.

Keywords: molecular diagnostics, Septoria nodorum blotch, wheat, Parastagonospora nodorum, Parastagonospora 
pseudonodorum, Parastagonospora avenae
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