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ИДЕНТИФИКАЦИЯ И МОЛЕКУЛЯРНАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА  
БЕЛОРУССКИХ ИЗОЛЯТОВ ФИТОПЛАЗМЫ ЯБЛОНИ 

Аннотация. Для выявления фитоплазмы яблони в осенний период наиболее подходящими образцами для диа-
гностических исследований являются корни, а при наличии ярко выраженных характерных симптомов («ведьмины 
метлы») можно использовать симптоматичные побеги.

Методы полимеразной цепной реакции (ПЦР) в реальном времени с праймерами Phyto-F/Phyto-R и зондом 
Phyto-P и гнездовой ПЦР с праймерами P1/Tint и fO1/rO1 позволяют диагностировать Candidatus Phytoplasma mali  
с высокой степенью чувствительности и воспроизводимости.

Сравнение нуклеотидных последовательностей белорусских изолятов с последовательностями, представленны-
ми в EMBL/GenBank, показало, что все белорусские изоляты фитоплазмы, выявленные на растениях яблони сортов 
Алеся, Сябрына, Память Сикоры, относятся к виду Candidatus Phytoplasma mali. Нуклеотидные последовательности 
помещены в международную базу данных (EMBL/GenBank) с присвоением идентификационных номеров (LR701160, 
LR701188, LR701436, LR701155, LR701438, LR701439, LR701440). Идентичность нуклеотидных последовательностей 
фрагмента 16S rRNA гена белорусских образцов Ca. P. mali варьировалаcь от 99,7 до 100,0 %, участка hflB гена –  
от 99,6 до 100,0 %.
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THE IDENTIFICATION AND MOLECULAR CHARACTERISTICS OF BELARUSIAN APPLE 
PROLIFERATION PHYTOPLASMA ISOLATES 

Abstract. It is known that optimal source of samples for diagnostic of apple proliferation phytoplasma in autumn is roots. 
In case of the occurrence of pronounced characteristic symptoms – “witches’ broom”, can be used symptomatic shoots.

Real-time PCR with primer pair Phyto-F/Phyto-R and probe Phyto-P and nested PCR with primer pair P1/Tint and fO1/
rO1 can be used to detect Candidatus Phytoplasma mali with a high degree of sensitivity and reproducibility.

Comparison of the nucleotide sequences of Belarusian isolates with the sequences presented in EMBL/GenBank showed 
that all Belarusian phytoplasma isolates detected on apple cultivars Alesya, Syabryna, Pamyat Sikory belong to species 
Candidatus Phytoplasma mali. The nucleotide sequences are placed in international database (EMBL/GenBank) with 
identification numbers (LR701160, LR701188, LR701436, LR701155, LR701438, LR701439, LR701440). The identity of the 
nucleotide sequences of region of 16S rRNA gene of Belarusian samples of Ca. P. mali ranged from 99.7 to 100.0 %, and hflB 
gene region ranged from 99.6 to 100.0 %.
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Введение. Пролиферация яблони (возбудитель Candidatus Phytoplasma mali) является одним 
из экономически значимых заболеваний, приводящих к значительным потерям урожая и после-
дующей гибели деревьев. Ca. P. mali относится к группе 16SrX (подгруппа A) [1, 2] и внесена 
Европейской и Средиземноморской организацией по защите растений в список А2 вредных ор-
ганизмов [3]. Ее присутствие не допускается при производстве сертифицированного посадочно-
го материала, а зараженные образцы подлежат контролю.
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Наиболее характерными симптомами поражения Ca. P. mali являются ветвящиеся в верхней 
трети тонкие побеги – «ведьмины метлы». Листья образуются мелкие, сильно зубчатые, с боль-
шими прилистниками и короткими черешками [3].

В результате накопления во флоэме фитоплазмы происходит отмирание отдельных тканей 
флоэмы. Такие изменения ослабляют устойчивость растений к комплексу экстремальных факто-
ров среды абиотической, биотической и антропогенной природы, что приводит к гибели расте-
ний. Наиболее яркие признаки фитоплазмозов древесных растений проявляются в начальные 
периоды жизни дерева, а также на старовозрастных деревьях [4]. 

Фитоплазменная инфекция часто приводит к гибели растений и наносит огромный ущерб 
сельскохозяйственному производству. Так, в 2001 г. вспышка фитоплазменных заболеваний в на-
саждениях яблони причинила убытки на сумму около 100 млн евро в Италии и на 25 млн евро  
в Германии [5].

Привлечение современных методов диагностики позволяет установить фитосанитарный ста-
тус растений в насаждениях, своевременно выбраковать больные растения и выделить незара-
женные растения для создания маточно-черенковой базы [6, 7]. Основным методом выявления 
фитоплазмы является полимеразная цепная реакция (ПЦР). Надежность ПЦР-анализа определя-
ется концентрацией фитоплазмы в растении-хозяине, которая в свою очередь может варьиро-
ваться в зависимости от штамма или вида фитоплазмы, вида растения-хозяина, периода разви-
тия инфекции и погодных условий [8–11]. 

Достоверным методом определения вида фитоплазмы является секвенирование участков гено-
ма и их последующее сравнение с фитоплазмами из EMBL/GenBank, относящимися к разным видам.

Знание о локализации консервативных и вариабельных областей внутри генома является 
важным для диагностики и разработки современных методов контроля патогена.

Цель работы – оценить наличие патогена Candidatus Phytoplasma mali в различных тканях 
яблони в осенний период и эффективность различных видов полимеразной цепной реакции для 
диагностики фитоплазмы, установить нуклеотидную последовательность фрагмента 16S rRNA 
и hflB генов белорусских изолятов фитоплазмы яблони. 

Методика и материалы исследования. Исследования проводили в отделе биотехнологии 
РУП «Институт плодоводства» в 2019‒2020 гг. Материалом для исследования служили деревья 
сортов яблони (Malus domestica Borkh.) Память Сикоры и Алеся (подвой 54-118, год посадки – 
2006), Сябрына (подвой ПБ-4, год посадки – 2009).

С целью оптимизации отбора проб для тестирования яблони в осенний период на наличие 
фитоплазмы оценивали присутствие патогена в различных тканях растения-хозяина (деревья 
яблони сорта Память Сикоры) с визуальными симптомами фитоплазмы («ведьмины метлы»): 
корнях (проводящие ткани), побегах (проводящие ткани) и листьях. 

ДНК выделяли с помощью коммерческого набора реактивов Genomic DNA Purification Kit 
(Termo Scientific, Литва). Концентрацию ДНК в полученном растворе измеряли с помощью спек-
трофотометра NanoPhotometer (Implen, Германия).

Для диагностики фитоплазмы использовали ПЦР в реальном времени с праймерами Phyto-F/
Phyto-R и зондом Phyto-P, гнездовую ПЦР с праймерами P1/Tint и fO1/rO1, P1/P7 и R16F2n/R16R2 
и классическую ПЦР с праймерами fhflB3_1/rhflB3 (табл. 1).

Т а б л и ц а  1. Праймеры, использованные для диагностики изолятов фитоплазмы яблони

T a b l e  1. Primers used to detect apple phytoplasma isolates

Метод диагностики Праймер Последовательность (5ʹ-3ʹ) Источник

ПЦР в реальном времени Phyto-F CGTACGCAAGTATGAAACTTAAAGGA
[12]Phyto-R TCTTCGAATTAAACAACATGATCCA

Phyto-P FAM-TGACGGGACTCCGCACAAGCG-BHQ-1
Гнездовая ПЦР P1 AAGAGTTTGATCCTGGCTCAGGATT

[13]
Tint TCAGGCGTGTGCTCTAACCAGC
P1 AAGAGTTTGATCCTGGCTCAGGATT
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Метод диагностики Праймер Последовательность (5ʹ-3ʹ) Источник

Tint TCAGGCGTGTGCTCTAACCAGC
fO1 CGGAAACTTTTAGTTTCAGT [14]rO1 AAGTGCCCAACTAAATGAT
P1 AAGAGTTTGATCCTGGCTCAGGATT [15, 16]P7 CGTCCTTCATCGGCTCTT

R16F2n GAAACGACTGCTAAGACTGG [17, 18]R16R2 TGACGGGCGGTGTGTACAACCCCG
Классическая ПЦР fhflB3_1 TTCTAGCTATTCATCGTGAA [19]rhflB3 CGGCGCGATTAGTAGCTCC

Амплификацию проводили с использованием для ПЦР в реальном времени ArtStart ДНК-
полимеразу («АртБиоТех», Беларусь), для классической и гнездовой ПЦР – Taq DNA Polymerase 
(Thermo Scientific, Литва) и амплификатор C1000 Touch-CFX96 (Bio-Rad, США). 

Температурный режим проведения гнездовой ПЦР для разных пар праймеров: 
1) начальная денатурация при 95 °C в течение 5 мин; 35 циклов при 95 °C в течение 30 с, при 

55 °C в течение 30 с и при 72 °C в течение 2 мин (для праймеров P1/tint) и 1,5 мин (для праймеров 
fO1/rO1); при 72 °C в течение 5 мин;

2) начальная денатурация при 95 °C в течение 5 мин; 35 циклов при 95 °C в течение 30 с, при 
50 °C в течение 30 с (для праймеров P1/P7) и при 55 °C в течение 30 с (для праймеров R16F2n/
R16R2) и при 72 °C в течение 2 мин; при 72 °C в течение 5 мин.

В качестве ДНК-матрицы для второго этапа гнездовой ПЦР использовали продукт ПЦР пер-
вого этапа в разведении 1:30.

Температурный режим проведения классической ПЦР: начальная денатурация при 95 °C  
в течение 5 мин; 35 циклов при 95 °C в течение 30 с, при 50 °C в течение 30 с и при 72 °C в течение 
1 мин; при 72 °C в течение 5 мин.

Продукты амплификации после классической и гнездовой ПЦР анализировали с помощью 
электрофореза в 1 %-ном агарозном геле. Результаты электрофореза документировали с помо-
щью аппаратного обеспечения Gel Doc System (Bio-Rad, США).

Температурный режим проведения ПЦР в реальном времени: начальная денатурация при  
95 °C в течение 2 мин; 45 циклов при 95 °C в течение 5 с, при 60 °C в течение 30 с и при 67 °C  
в течение 15 мин.

Амплифицированные фрагменты 16S rRNA гена 3 белорусских изолятов и hflB гена 7 бело-
русских изолятов были секвенированы на генетическом анализаторе AB 3130 Genetic Analyzer 
(Applied Biosystems, США) в ГНУ «Институт биоорганической химии НАН Беларуси». 

Для анализа нуклеотидных последовательностей использовали программный пакет MEGA 
6.0. Множественное выравнивание последовательностей осуществляли при помощи Clustal W 
алгоритма. Филогенетические деревья были построены с помощью программы MEGA 6.0 мето-
дом Neighbour-Joining. Цифрами обозначены достоверности (в процентах) расхождения ветвей, 
выявленные с помощью бутстреп (bootstrap) анализа (1000 псевдореплик), который позволяет 
оценить статистическую надежность каждого из узлов построенного древа. В случае бутстреп-
поддержки ниже 70  % статистическая надежность данного узла считалась недостоверной. 
Масштаб показывает эволюционное расстояние, соответствующее пяти заменам на каждые 
1000 нуклеотидов.

Результаты и их обсуждение. Для тестирования на наличие фитоплазмы в насаждениях 
яблони были взяты образцы (корни) в осенний период с 8 деревьев сорта Память Сикоры, имеющие 
визуальные симптомы фитоплазмы – «ведьмины метлы» (пролиферация пазушных побегов) (рис. 1). 
Молекулярные исследования подтвердили наличие фитоплазмы у этих 8 деревьев яблони. С по-
мощью методов ПЦР в реальном времени с праймерами Phyto-F/Phyto-R и зондом Phyto-P, гнездо-
вой ПЦР с праймерами P1/Tint и fO1/rO1, P1/P7 и R16F2n/R16R2 установлено 100 %-ное заражение 
образцов, в то время как классическая ПЦР с праймерами fhflB3_1/rhflB3 показала 87,5 % (7 по-
ложительных образцов из 8) (табл. 2).

Окончание табл. 1
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Т а б л и ц а 2. Результаты тестирования яблони с визуальными симптомами на наличие фитоплазмы  
при использовании различных видов ПЦР (тип образца – корни)

T a b l e 2. Results of testing of apple trees with visual symptoms for the presence  
of phytoplasma using various types of PCR (sample type – roots)

№ образца Визуальные  
симптомы

ПЦР в реальном времени Гнездовая ПЦР Классическая ПЦР

Праймеры

Phyto-F/Phyto-R/Phyto-P P1/Tint fO1/rO1 P1/P7 R16F2n/R16R2 fhflB3_1/rhflB3

2к + + – + – + +
6к + + – + – + +
7к + + – + – + +
19к + + + + – + +
21к + + – + – + +
23к + + – + – + +
24к + + – + – + +
25к + + – + – + –

У 4 деревьев яблони сорта Память Сикоры, имеющих визуальные симптомы фитоплазмы – 
«ведьмины метлы», кроме проводящих тканей корней для анализа различными видами ПЦР бы-
ли взяты еще два типа образцов с наземной части растения – побеги (проводящие ткани) и ли-
стья. При проведении ПЦР в реальном времени и гнездовой ПЦР с праймерами P1/Tint и fO1/rO1 
использование в качестве образцов листьев дает положительный результат в 3 случаях из 4 (75 %), 
при проведении гнездовой ПЦР с праймерами P1/P7 и R16F2n/R16R2 и классической ПЦР  
с праймерами fhflB3_1/rhflB3 положительный результат был получен в 2 случаях из 4 (50 %). 
Использование в качестве образцов проводящих тканей побега не дало ложноотрицательных ре-
зультатов при использовании ПЦР в реальном времени, гнездовой и классической ПЦР (табл. 3).

У 9 визуально здоровых деревьев яблони сорта Память Сикоры заражение фитоплазмой бы-
ло выявлено у 2 деревьев методами ПЦР в реальном времени, гнездовой и классической ПЦР,  
в качестве образцов брали проводящие ткани корней (табл. 4). 

      
Рис. 1. Побеги яблони сорта Память Сикоры с симптомами поражения фитоплазмой

Fig. 1. Shoots of apple tree (cv. Pamyat Sikory) with symptoms of phytoplasma infection
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Т а б л и ц а  3. Результаты тестирования яблони с визуальными симптомами на наличие фитоплазмы  
при использовании разных типов образцов и видов ПЦР

T a b l e  3. Results of testing of apple trees with visual symptoms for the presence of phytoplasma using  
different types of samples and types of PCR

№ образца Визуальные 
симптомы

ПЦР в реальном времени Гнездовая ПЦР Классическая ПЦР

Праймеры

Phyto-F/Phyto-R/Phyto-P P1/Tint fO1/rO1 P1/P7 R16F2n/R16R2 fhflB3_1/rhflB3

6к + + – + – + +
6п + + + + + + +
6л + + + + – + +
7к + + – + – + +
7п + + – + – + +
7л + + – + – – +

19к + + + + – + +
19п + + + + – + +
19л + + – + – + –
25к + + – + – + –
25п + + – + – + +
25л + – – – – – –

П р и м е ч а н и е. Исследуемые образцы: к – корни, п – побеги, л – листья.

Т а б л и ц а  4. Результаты тестирования визуально здоровой яблони на наличие фитоплазмы  
при использовании различных видов ПЦР (тип образца ‒ корни)

T a b l e  4. Results of testing of visually healthy apple for the presence of phytoplasma  
when using various types of PCR (sample type ‒ roots)

№ образца Визуальные 
симптомы

ПЦР в реальном времени Гнездовая ПЦР Классическая ПЦР

Праймеры

Phyto-F/Phyto-R/Phyto-P P1/Tint fO1/rO1 P1/P7 R16F2n/R16R2 fhflB3_1/rhflB3

9к – – – – – – –
11к – – – – – – –
12к – + – + – + +
13к – + – + – + +
14к – – – – – – –
16к – – – – – – –
17к – – – – – – –
18к – – – – – – –
20к – – – – – – –

Таким образом, для выявления фитоплазмы яблони в осенний период наиболее подходящи-
ми образцами для диагностических исследований являются корни, а при наличии побегов с ярко 
выраженными симптомами («ведьмины метлы») можно использовать симптоматичные побеги. 
Методы ПЦР в реальном времени с праймерами Phyto-F/Phyto-R и зондом Phyto-P и гнездовой 
ПЦР с праймерами P1/Tint и fO1/rO1 позволяют диагностировать фитоплазму яблони с высокой 
степенью чувствительности и воспроизводимости. Преимуществами ПЦР в реальном времени 
являются высокая пропускная способность тестирования, так как не требуются дополнительные 
методы (электрофорез) для получения результата и меньше риск перекрестной контаминации, 
чем при классической и гнездовой ПЦР.

По данным M. Garcia-Chapa c соавт. [10], при диагностике фитоплазмы истощения и отмира-
ния груши (Pear decline phytoplasma) методом гнездовой ПЦР с использованием праймеров P1/P7 
и fO1/rO1 из трех изученных образцов (жилки листьев, почки и стебли) лучшими являлись стеб-
ли, а период тестирования, позволяющий максимально выявить зараженные деревья, – зимние 
месяцы. По данным U. Schaper, E. Seemüller [20], у деревьев яблони и груши возбудитель фито-
плазмы зимует преимущественно в корнях, а весной снова распространяется в наземную часть 
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растения, однако у больных деревьев отмечена возможность зимовки фитоплазмы в наземных 
частях растения в ситовидных трубках, появившихся в конце сезона в качестве замещающей 
флоэмы. Фитоплазма была успешно диагностирована методом ПЦР с праймерами P1/P7 в че-
решках и жилках листьев яблони, груши, вишни, персика, винограда, а также в корнях и спящей 
древесине груши, вишни и персика [21]. Методом гнездовой ПЦР с праймерами R16mF2/R16mR1 
и R16F2n/R16R2 фитоплазма была выявлена в спящих почках в зимний период у деревьев ябло-
ни, вишни, персика, сливы, в то время как использование тканей междоузлий побегов дало по-
ложительный результат только у вишни и персика [22].

В результате молекулярно-генетических исследований были получены данные о нуклеотид-
ных последовательностях участков 16S rRNA и hflB генов белорусских изолятов.

Полученные нуклеотидные последовательности фрагмента 16S rRNA гена 3 изолятов (PM-A-
1-BY, PM-S-1-BY, PM-PS-1-BY) сравнивали с последовательностями, кодирующими ту же об-
ласть следующих видов фитоплазм, представленных в базе данных EMBL/GenBank: Ca. P. rubi 
(MH801133.2), Ca. P. vitis (HQ712065.1), Ca. P. trifolii (KY321932.1), Ca. P. fraxini (KR270802.1), Ca. 
P. phoenicium (KF583773.1), Ca. P. asteris (FN298629.1), Ca. P. prunorum (AJ542544.1), Ca. P. mali 
(AM404165.1), Ca. P. pyri (JN644986.1), Ca. P. solani (KF996535.1) (рис. 2).

Сравнение нуклеотидных последовательностей выделенных белорусских изолятов с после-
довательностями, представленными в международной базе данных EMBL/GenBank, показало, 
что все белорусские изоляты фитоплазмы, выделенные из яблони сортов Алеся, Сябрына, 
Память Сикоры, относятся к виду Ca. P. mali.

Следует отметить, что идентичность последовательностей участков гена Ca. P. mali с изоля-
тами, приведенными в базе данных EMBL/GenBank, варьировалась от 93,5 до 100,0 %. 

Полученные нуклеотидные последовательности были депонированы в международной базе 
данных (EMBL/GenBank) с присвоением идентификационных номеров (табл. 5).

Идентичность нуклеотидных последовательностей участка 16S rRNA гена белорусских об-
разцов Ca. P. mali варьировалась от 99,7 до 100,0 %, участка hflB гена – от 99,6 до 100,0 %.

Филогенетическое древо, представленное на рис. 3, отражает степень генетического сходства 
изолятов Ca. P. mali. Кластерный анализ изучаемых и ранее опубликованных нуклеотидных по-
следовательностей фрагмента 16S rRNA гена изолятов Ca. P. mali показал, что последовательно-
сти были близкородственны, корреляции между группированием изолятов и их географическим 
происхождением не обнаружено (рис. 3).

Филогенетический анализ нуклеотидных последовательностей фрагмента hflB гена показал, 
что белорусские изоляты находятся в одном кластере (рис. 4).

 AM404165.1 Ca. P. mali
 PM-S-1-BY

 PM-A-1-BY
 PM-PS-1-BY

 JN644986.1 Ca. P. pyri
 AJ542544.1 Ca. P. prunorum
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 FN298629.1 Ca. P. asteris
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Рис. 2. Филогенетическое дерево, построенное с помощью алгоритма Neighbour-Joining на основе сравнения  
нуклеотидных последовательностей участка 16S rRNA гена изолятов различных видов Candidatus Phytoplasma 

Fig. 2. Phylogenetic tree constructed using the Neighbor-Joining algorithm on the basis of the comparison  
of nucleotide sequences of 16S rRNA gene fragment of isolates of various species of Candidatus Phytoplasma
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Т а б л и ц а  5. Выделенные из растений яблони белорусские изоляты фитоплазмы, депонированные  
в международной базе данных (EMBL/GenBank)

T a b l e  5. Belarusian phytoplasma isolates from apple plants deposited in the international database  
(EMBL/GenBank)

Сорт Подвой Год посадки Название изолята Участок генома № нуклеотидной последовательности 
(GenBank)

Алеся 54-118 2006 PM-A-1-BY 16S rRNA LR701160
PM-A-2-BY hflB LR701188
PM-A-3-BY hflB LR701436

Сябрына ПБ-4 2009 PM-S-1-BY 16S rRNA LR701155
PM-S-2-BY hflB LR701438
PM-S-3-BY hflB LR701439

Память Сикоры 54-118 2006 PM-PS-1-BY 16S rRNA LR701146
PM-PS-2-BY hflB LR701437
PM-PS-3-BY hflB LR701441
PM-PS-4-BY hflB LR701440

 LR701155.1 Ca. Ph. mali  PM-S-1-BY Belarus
 MG739447.1 Ca. P. mali strain SpiD  Lithuania
 LR701146.1 Ca. P. mali  PM-PS-1-BY Belarus
 JN555595.1 Ca. P. mali  Czech Republic
 KX151877.1 Ca. P. mali isolate 56/2014 1 Czech Republic
 AM404165.1 Ca. P. mali  strain AP-CCM1 Italy

 EF193361.1 Ca. P. mali  Italy
 KJ676479.1 Ca. P. mali clone 6K 16S  Croatia
 AY598319.1 Ca. P. mali  Czech Republic

 MH279542.1 Ca. P. mali isolate AP-F2nR2-c1 T7 Plate Germany
 KX151876.1 Ca.P. mali isolate 6a/2015 1  Czech Republic
 EF392656.1 Ca. P. mali strain 147 16S Italy

 X76426.2 Ca. P. mali 16S rRNA gene strain APS Italy
 KJ676480.1 Ca. P. mali clone 472  Croatia

 EF025919.1 Ca. P. mali isolate D175/05  Slovenia
 AJ542541.1 Ca. P. mali  strain AP15 Italy

 EF025918.1 Ca. P. mali isolate D174/05  Slovenia
 KT906157.1 Ca. P. mali strain 40 2014  Bulgaria
 AF248958.1 Apple proliferation phytoplasma  USA

 EF025920.1 Ca. P. mali isolate D176/05  Slovenia
 KT906151.1 Ca. P. mali strain 5/3 2013  Bulgaria
 JN555598.1 Ca. P. mali isolate 149 2010  Czech Republic

 AM404167.1 Ca. P. mali  strain AP-CCM2 Italy
 EF392654.1 Ca. P. mali strain T-3  Italy

 AM404166.1 Ca. P. mali  strain AP-CCP1 Italy
 LR701160.1 Ca. P. mali  isolate PM-A-1-BY Belarus
 JF715059.1 Ca. P. mali isolate AP Tun  Tunis
 AM749199.1 Ca. P. mali partial  strain AP-C1 Italy
 MG739445.1 Ca. P. mali strain ForR  Lithuania

 EF025917.1 Ca. P. mali isolate D365/04  Slovenia

64

0.0005

Рис. 3. Филогенетическое дерево, построенное с помощью алгоритма Neighbour-Joining на основе сравнения  
нуклеотидных последовательностей фрагмента 16S rRNA гена для штаммов Ca. P. mali

Fig. 3. Phylogenetic tree constructed using Neighbor-Joining algorithm on the basis of the comparison  
of the nucleotide sequences of 16S rRNA gene fragment for strains of Ca. P. mali
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Так как данные о нуклеотидных последовательностях фрагмента hflB гена Ca. P. mali в насто-
ящее время представлены B. Schneider и E. Seemuller [19] в базе данных EMBL/GenBank в основ-
ном только из Германии, нельзя однозначно утверждать, что имеется зависимость между груп-
пированием изолятов и их географическим происхождением.

Заключение. Для выявления фитоплазмы яблони в осенний период наиболее подходящими 
образцами для диагностических исследований являются корни, а при наличии ярко выражен-
ных характерных симптомов на побегах («ведьмины метлы») можно использовать симптоматич-
ные побеги.

Методы ПЦР в реальном времени с праймерами Phyto-F/Phyto-R и зондом Phyto-P и гнездо-
вой ПЦР с праймерами P1/Tint и fO1/rO1 позволяют диагностировать Candidatus Phytoplasma 
mali с высокой степенью чувствительности и воспроизводимости. 

Сравнение нуклеотидных последовательностей выделенных белорусских изолятов с после-
довательностями, представленными в международной базе данных EMBL/GenBank, показало, 
что все белорусские изоляты фитоплазмы, выявленные на растениях яблони сортов Алеся, Сяб
рына, Память Сикоры, относятся к виду Ca. P. mali. Нуклеотидные последовательности помеще-

 FM201249.1 Ca. P. mali strain PM4 Germany

 FR828665.1 Ca. P. mali  clone 3/6-129 Germany

 FR828588.1 Ca. P. mali p clone 3/6-130 Germany

 LR701188.1 Ca. P. mali  isolate PM-A-2-BY Belarus

 LR701440.1 Ca. P. mali  isolate PM-PS-4-BY Belarus

 LR701436.1 Ca. P. mali  isolate PM-A-3-BY Belarus

 FR828650.1 Ca. P. mali  clone GDH1-13 Germany

 FN658542.1 Ca. P. mali  clone GDH4-1 Germany

 FR828670.1 Ca. P. mali clone GDH4-30 Germany

 FN658541.1 Ca. P. mali  clone GDH4-3 Germany

 LR701437.1 Ca. P. mali  isolate PM-PS-2-BY Belarus

 HE819343.1 Ca. P. mali  strain 3-1 Germany

 FN658549.1 Ca. P. mali  clone 4/93-1 Germany

 HE819346.1 Ca. P. mali strain 3-5 Germany

 LR701438.1 Ca. P. mali  isolate PM-S-2-BY Belarus

 HE819347.1 Ca. P. mali strain 3-6 Germany

 FR828581.1 Ca. P. mali  clone GDH6-9 Germany

 LR701441.1 Ca. P. mali  isolate PM-PS-3-BY Belarus

 LR701439.1 Ca. P. mali  isolate PM-S-3-BY Belarus

 FR828577.1 Ca. P. mali clone 4/93-39 Germany

 FM201250.1 Ca. P. mali  strain TN17 Italy

 FR828578.1 Ca. P. mali  clone 1/22-176 Germany

 FR828637.1 Ca. P. mali partial  clone 1/93-80 Germany

 FR828609.1 Ca. P. mali  clone 14/93-28 Germany

 FR828624.1 Ca. P. mali clone 17/93-54 Germany

 FR828610.1 Ca. P. mali clone 14/93-27 Germany

 FN658568.1 Ca. P. mali  clone 17/93-3.4 Germany

 FM201251.1 Ca. P. mali  strain A-14/93 Germany

 FR828618.1 Ca. P. mali clone 10/93-44 Germany

 FR828640.1 Ca. P. mali  clone 14/93-49 Germany40
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Рис. 4. Филогенетическое дерево, построенное с помощью алгоритма Neighbour-Joining на основе сравнения  
нуклеотидных последовательностей фрагмента hflB гена для штаммов Ca. P. mali

Fig. 4. Phylogenetic tree constructed using the Neighbor-Joining algorithm on the basis of the comparison  
of the nucleotide sequences of hflB gene fragment for strains of Ca. P. mali
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ны в международную базу данных (EMBL/GenBank) с присвоением идентификационных номе-
ров (LR701160, LR701188, LR701436, LR701155, LR701438, LR701439, LR701146, LR701437, LR701441, 
LR701440). Идентичность нуклеотидных последовательностей участка 16S rRNA гена белорус-
ских образцов Ca. P. mali варьировалась от 99,7 до 100,0 %, участка hflB гена – от 99,6 до 100,0 %. 
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