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INTRODUCTION

F ire blight caused by the enterobacterium 
Erwinia amylovora (Burrill) Winslow et al. 
is considered to be a quarantine one for 
the Russian Federation and the EAEU. Fire 
blight was first detected in Russia in 2003 in 

Kaliningrad region, and by now in different years foci 
have been officially registered in Belgorod, Bryansk, 
Volgograd, Voronezh, Kaliningrad, Lipetsk, Penza, 
Samara, Saratov, Smolensk, Tambov, Tula regions, in 
the republics of Dagestan, Kabardino-Balkaria, Ka-
rachay-Cherkessia, Crimea, in Krasnodar Krai and 
Stavropol Krai. In the course of scientific research, 
the disease has been detected in Moscow and the 
Oryol region, infected samples were obtained from 
citizens of Rostov region and the Republic of North 
Ossetia- Alania. In some regions, the foci were eli-
minated, but in general, the pathogen continues to 
spread [1, 2, 3, 4, 5]. 

Despite the fact that fire blight damages over 180 
species of the family Rosaceae Juss. [6], in most cas-
es detections in Russia were connected with cultivated 
host plants: Malus domestica Borkh. (apple), Pyrus com-
munis L. (pear), Cydonia oblonga Mill.  (quince), as well 
as Prunus domestica L. (plum) and Amelanchier sp. (june-
berry) growing in industrial and private gardens and 
nurseries. A similar trend can be seen in the former 
USSR countries [7, 8, 9, 10, 11]. In our opinion, this is 
accounted for by several reasons: the pest introduction 
and spreading primarily occur with infected plants for 
planting; host plants in cultivated areas grow densely, 
which leads to a rapid spread of the infection; economi-
cally significant plantations are better inspected both 
by the gardeners themselves and by the authorized di-
visions of the Rosselkhoznadzor. In this regard, wild, 
ornamental and less affected host plants of the fire 
blight remain poorly studied. Meanwhile, host plants 
growing in forests, on wastelands and fallow lands, in 
uncontrolled plantings of forest belts and settlements 

ВВЕДЕНИЕБ актериальный ожог плодовых куль-
тур, вызываемый энтеробактерией 
Erwinia amylovora (Burrill) Winslow et 
al., имеет карантинное значение для 
РФ и  ЕАЭС. Впервые на территории 

России ожог плодовых был выявлен в 2003 г. в Ка-
лининградской области, и к настоящему времени 
в  разные годы очаги были официально зафикси-
рованы в Белгородской, Брянской, Волгоградской, 
Воронежской, Калининградской, Липецкой, Пен-
зенской, Самарской, Саратовской, Смоленской, 
Тамбовской, Тульской областях, в  республиках 
Дагестан, Кабардино-Балкария, Карачаево-Чер-
кесия, Крым, в  Краснодарском и  Ставропольском 
краях. В ходе научных исследований заболевание 
было выявлено в  г. Москве и  Орловской области, 
зараженные образцы были получены от граждан 
из Ростовской области и Республики Северная Осе-
тия – Алания. В ряде регионов очаги удалось лик-
видировать, однако в  целом возбудитель продол-
жает распространяться [1, 2, 3, 4, 5]. 

Несмотря на то, что бактериальный ожог пора-
жает более 180 видов растений семейства Rosaceae 
Juss. [6], в подавляющем большинстве случаи выяв-
ления в РФ приурочены к насаждениям культурных 
растений-хозяев: Malus domestica Borkh. (Яблоня до-
машняя), Pyrus communis L. (Груша обыкновенная), 
Cydonia oblonga Mill.  (Айва обыкновенная), а также 
Prunus domestica L. (Cлива домашняя) и Amelanchier sp. 
(Ирга), произрастающих в промышленных и част-
ных садах и питомниках. Подобная тенденция про-
слеживается и в странах бывшего СССР [7, 8, 9, 10, 
11]. По мнению авторов, это обусловлено несколь-
кими причинами: занос и распространение возбу-
дителя происходят преимущественно с заражен-
ным посадочным материалом; растения-хозяева 
в культурных насаждениях скученны, что приводит 
к  быстрому распространению инфекции; хозяй-
ственно значимые насаждения лучше обследуют-
ся как самими садоводами, так и уполномоченны-
ми подразделениями Россельхознадзора. В связи 
с этим дикорастущие, декоративные и менее пора-
жаемые растения – хозяева бактериального ожога 
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ABSTRACT 
The species of the genus Sorbus sensu lato (moun-
tain-ash) are well-known and quite widespread host 
plants of fire blight Erwinia amylovora (Burrill) Winslow 
et al. Nevertheless, there have been no officially proven 
data about the pest detection on the mountain-ash in 
the Russian Federation. This work presents the survey 
results of Sorbus aucuparia L. and cultivated varieties of 
mountain-ash plantations in 7 regions of the Europe-
an part of Russia. The combined samples and the sub-
samples of separate parts of plants have been analyzed 
by 4 PCR-based tests, the sequencing method, as well 
as the plating method. The DNA of Erwinia amylovora 
has been reliably detected in Moscow and the Moscow 

region. The dynamics of pathogen development in va-
rious parts of mountain-ash plants during the grow-
ing season has been studied. The reports on the main 
role of Erwinia amylovora in the development of necrotic 
damage of mountain-ash plants in the Moscow region 
have not been confirmed.

Key words. Survey, detection, quarantine, DNA, 
PCR, seasonal dynamics of the disease, symptom, ne-
crosis, spots, wilting, host plant, antagonists, microor-
ganism, microbiota, Pseudomonas.
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АННОТАЦИЯ
Представители рода Sorbus sensu lato (Рябина) – из-
вестные и достаточно широко распространенные 
растения  – хозяева бактериального ожога пло-
довых культур Erwinia amylovora (Burrill) Winslow 
et al. Однако до настоящего времени официаль-
но подтвержденных данных о  выявлении воз-
будителя на рябине в Российской Федерации не 
было. В данной работе проведено обследование 
насаждений Sorbus aucuparia L. и культурных сор-
тов рябины в 7 регионах европейской части Рос-
сии. Сборные образцы и пробы различных частей 
растений проанализированы с помощью 4 тестов 
на основе полимеразной цепной реакции (ПЦР), 
методом секвенирования, а  также культураль-
но-морфологическим методом. Достоверно выяв-
лена ДНК возбудителя в г. Москве и Московской 
области. Изучена динамика развития патогена 
в различных частях растений рябины в течение 

вегетационного сезона. Не подтверждены сооб-
щения об основной роли Erwinia amylovora в разви-
тии некротических поражений растений рябины 
в Московской области.

Ключевые слова. Обследование, выявление, ка-
рантин, ДНК, ПЦР, сезонная динамика заболевания, 
симптом, некроз, пятнистость, увядание, растение- 
хозяин, антагонисты, микроорганизм, микробиота, 
Pseudomonas.
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are actively visited by insects (especially during flo-
wering), serve as resting and feeding places for birds; 
without being exposed to protective measures, can ac-
cumulate infection and serve as its source for the sur-
rounding agrocenoses. 

Among wild and ornamental host plants, the re-
pre sentatives of the genus Crataegus Tourn. ex L. (haw-
thorn) play a special role in the spreading of E. amylovo-
ra. Due to their high susceptibility to fire blight, as well 
as the ability to regenerate and keep a viable pathogen 
in the affected tissues for a long time, hawthorns are 
recognized as E. amylovora reservators [6, 12, 13, 14, 
15, 16, 17]. In Russia, fire blight often affects Cratae-
gus monogyna Jacq. (common hawthorn) which is wide-
spread in Kaliningrad region, and occurs in the central 
and southern regions of the European part of Russia 
and the Volga region [18]. 

Other widespread host plants of fire blight are 
Sorbus L. spp. (mountain-ash). The genus Sorbus sen-
su lato is represented by deciduous trees and shrubs 
and includes about 100 species and many hybrid forms 
(these species and hybrids are common in the tempe-
rate zone of the Northern Hemisphere) [19]. In 2017, 
based on the latest phylogenetic studies, a revision of 
European species of the genus was carried out, as a re-
sult 5 non-hybrid genera were identified, represen-
ting separate evolutionary lines (Aria (Pers.) Host, Cha-
maemespilus Medik., Cormus Spach, Sorbus L., Tor minalis 
Medik.), as well as 5 hybridogenic genera, a total of 
201 species of diploid and apomictic species and hy-
brids [20]. In 2018, S. intermedia (Ehrh.) Pers. and its 
hybrid with S. aucuparia L. were classified as a new ge-
nus Scandosorbus Sennikov [21].

In the European part of the Russian Federation, 
the most widespread is S. aucuparia L. (mountain-ash); 
S. sibirica Hedl., or S. aucuparia ssp. sibirica (Hedl.) Kry-
lov (Siberian mountain-ash), prevails from the north-
eastern territories of the European part to the south-
eastern territories of the Far East [22]. There are local, 
including relict, species and forms in the Caucasus, the 
Republic of Crimea, as well as in the regions of the Far 
North and the Far East [22, 23, 24]. 

The plants of genus Sorbus sensu lato are quite lon-
gevous (up to 200–300 years), begin to bear fruit at the 
age of 10–12. In nature, they reproduce by seeds. When 
cutting down or damaging the aboveground part, they 
give abundant shoots and root stalks. Flower buds are 
laid in autumn, plants start to grow and bloom early, 
bear fruit almost every year [22].

Mountain-ash is a valuable fruit and ornamental 
plant, at least 14 species have been introduced into the 
culture, it has many garden forms and varieties. Moun-
tain-ash species are winter-hardy and drought-resis-
tant, unpretentious to soils, avoid only swampy, exces-
sively dry and saline soils. They are light-demanding, 
but withstand shading, therefore they can grow both in 
open habitats and in the 2nd forest storey, and in the un-
dergrowth. Due to its high ecological plasticity, moun-
tain-ash is widely used in urban landscaping and in the 
creation of forest shelter belts in the steppe zone [19]. 
Mountain-ashes are used as rootstock for pears, as 
well as in intergeneric selection of some pomaceous 

остаются малоизученными. Между тем растения- 
хозяева, произрастающие в лесах, на пустырях и за-
лежах, в малоконтролируемых насаждениях лесо-
полос и населенных пунктов, активно посещаются 
насекомыми (особенно в период цветения), служат 
местами отдыха птиц и их кормления; не подверга-
ясь защитным мероприятиям, могут накапливать 
инфекцию и служить ее источником для окружаю-
щих агроценозов. 

Среди дикорастущих и  декоративных рас-
тений-хозяев особую роль в  распространении 
E. amylovora играют представители рода Crataegus 
Tourn. ex L. (Боярышник). В  силу своей высокой 
восприимчивости к  ожогу, а  также способности 
хорошо восстанавливать крону и долгое время со-
хранять в  пораженных тканях жизнеспособного 
возбудителя, боярышники являются признанными 
резерваторами E. amylovora [6, 12, 13, 14, 15, 16, 17]. 
На территории РФ бактериальным ожогом часто 
поражается Crataegus monogyna Jacq. (Боярышник 
однопестичный), широко распространенный в Ка-
лининградской  области, а также встречающийся 
в центральных и южных регионах европейской ча-
сти России и в Поволжье [18]. 

Другими широко распространенными рас-
тениями  – хозяевами бактериального ожога яв-
ляются виды рода Sorbus L. (Рябина). Род Sorbus 
sensu lato представлен листопадными деревья-
ми и  кустарниками, включает около 100 видов 
и множество гибридных форм (эти виды и гибри-
ды распространены в умеренном поясе Северного 
полушария) [19]. В 2017 г. на основании новейших 
филогенетических исследований была прове-
дена ревизия европейских видов рода, в резуль-
тате чего было выделено 5 негибридных родов, 
представляющих отдельные эволюционные ли-
нии (Aria (Pers.) Host, Chamaemespilus Medik., Cormus 
Spach, Sorbus L., Torminalis Medik.), а также 5 гибри-
догенных родов, в общей сложности включающих 
201 вид диплоидных и апомиктных видов и гиб-
ридов [20]. В 2018 г. S. intermedia (Ehrh.) Pers. и ее 
гиб рид с S. aucuparia L. были выделены в новый род 
Scandosorbus Sennikov [21].

На территории европейской части РФ наибо-
лее широко распространена S. aucuparia L. (Рябина 
обыкновенная); S. sibirica Hedl., или S. aucuparia ssp. 
sibirica (Hedl.) Krylov (Рябина сибирская), преобла-
дает от северо-восточных территорий европейской 
части до юго-восточных территорий Дальнего Вос-
тока [22]. На Кавказе, в Республике Крым, а также 
в регионах Крайнего Севера и Дальнего Востока 
встречаются местные, в  т.  ч. реликтовые, виды 
и формы [22, 23, 24]. 

Представители рода Sorbus sensu lato достаточ-
но долговечны (до 200–300 лет), начинают плодо-
носить в 10–12-летнем возрасте. В природе размно-
жаются семенами. При вырубке или повреждении 
надземной части дают обильную поросль и корне-
вые отпрыски. Цветочные почки закладываются 
осенью, растения трогаются в рост и цветут рано, 
плодоносят практически ежегодно [22].

Рябина – ценное плодовое и декоративное рас-
тение, в культуру введено не менее 14 видов, имеет 
много садовых форм и сортов. Виды рябины зимо-
стойки и засухоустойчивы, неприхотливы к поч-
вам, избегают лишь заболоченных, чрезмерно су-
хих и засоленных. Светолюбивы, но выдерживают 
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plants. Fruits are a valuable raw material for the food 
and pharmaceutical industries. They serve as an im-
portant food resource for many bird species [22].

Fire blight on Sorbus spp. has been repeatedly de-
tected in different countries. In the USA, the home-
land of the fire blight, van der Zwet describes common 
symptoms on mountain-ash as browning and mummi-
fication of leaves remaining on the shoots [6].

In 1995, fire blight in the form of a typical shoot 
wilting called a “shepherd’s crook” was detected in col-
lectible plantations in New Jersey on the Asian species 
of S. folgneri (C. Schneider) Rehd. and S. alnifolia (Siebold 
& Zucc.) Koch [25].

In the Old World, the first detection of a fire blight 
on mountain-ash dates back to 1959. The infection was 
noted on S. aucuparia and S. aria (L.) Crantz in Great 
Britain [26]. Thus, the pathogen colonized the moun-
tain-ash shortly after its first discovery in 1957 on fruit 
crops imported from the United States [6]. 

Later, the infection was detected on mountain-ash 
in 1986 in Ireland, in 1991 in Italy, in 1994 and 1996 
on S. aucuparia in France [27], on S. aria in 1996 in Hun-
gary [28], in Austria in 2001 on S. aria and in 2003 on 
S. aucuparia [29], in 2002 in the Netherlands [30], in 
2004 in Belgium [31], in 2005 in Switzerland [32].

In 2005, symptoms of leaf burn, as well as necrosis 
and cancers on the shoots bark with a reddish-brown 
discoloration of the affected tissues were detected on 
Sorbus spp. in the Republic of Serbia. The causative 
agent was identified as E. amylovora. The authors ino-
culated the mountain-ash petioles and shoots with sus-
pensions of the extracted isolates and obtained typical 
symptoms of fire blight [33]. In 2012, fire blight with 
symptoms of necrotic damage to shoots and leaves was 
detected in Turkey [34]. The new plasmid pEA68 E. amy-
lovora was detected on an isolate extracted from moun-
tain-ash in the Republic of Poland [35]. The pathogen 
has been repeatedly detected on mountain-ash in Kiev 
region (Ukraine) [9]. In 2011, when certifying Polish 
nurseries, the specialists of FGBU “VNIIKR” detected a 
mountain-ash with symptoms of shoots wilting, necro-
sis of infructescence and neighboring leaves, with the 
release of bacterial ooze. During the laboratory study 
of the sample, the isolated pathogen was identified as 
E. amylovora. 

In 2000, the Royal Botanic Gardens in Melbourne 
(Australia) reported the isolation of E. amylovora from 
necrosis and cancers on the mountain-ash branches 
and shoots bark [36]. In 2005, the pathogen was detec-
ted on mountain-ash in New Zealand [37]. 

In the Russian Federation, the detection of fire 
blight on forest crops, including mountain-ash, has 
been repeatedly reported [38, 39]. However, the causa-
tive agent identification of the infection similar in 
symptoms to fire blight (E. amylovora) was based only 
on the use of microbiological methods (isolation, bio-
chemical analyzes and pathogenicity test), which is not 
enough for the accurate identification of a quarantine 
pathogen, in accordance with international and Rus-
sian diagnostic Standards [40, 41, 42]. 

Considering the possibility of Sorbus spp. and 
 other wild and ornamental host plants to be infected 

затенение, поэтому могут расти как на открытых 
местообитаниях, так и в 2-м ярусе леса, и в под-
леске. В связи с высокой экологической пластич-
ностью рябины широко используют в городском 
озеленении и при создании лесозащитных полос 
в степной зоне [19]. Рябины используют в качестве 
подвоя для груши, а также в межродовой селекции 
семечковых культур. Плоды  – ценное сырье для 
пищевой и фармакологической промышленности. 
Они служат важным пищевым ресурсом для многих 
видов птиц [22].

Бактериальный ожог на видах рода Sorbus не-
однократно выявлялся в разных странах мира. На 
родине бактериального ожога в США van der Zwet 
описывает обычные симптомы на рябине как по-
бурение и мумификацию листьев, остающихся на 
побегах [6].

В 1995 г. в  коллекционных насаждениях 
в штате Нью-Джерси на азиатских видах S. folgneri 
(C. Schneider) Rehd. и S. alnifolia (Siebold & Zucc.) Koch 
был отмечен ожог в форме типичного увядания по-
бегов, называемого «пастуший посох» [25].

В Старом Свете первое выявление бактериаль-
ного ожога на рябине относится к 1959 г. Заболева-
ние было отмечено на S. aucuparia и S. aria (L.) Crantz 
(Рябина круглолистная, или мучнистая) в Велико-
британии [26]. Таким образом, возбудитель колони-
зировал рябину вскоре после его первого обнару-
жения в 1957 г. на плодовых культурах, завезенных 
из США [6]. 

В последующем на рябине заболевание выяв-
ляли в 1986 г. в Ирландии, в 1991 г. в Италии, в 1994 
и 1996 гг. на S. aucuparia во Франции [27], на S. aria 
в 1996 г. в Венгрии [28], в Австрии в 2001 г. на S. aria 
и в 2003-м на S. aucuparia [29], в 2002 г. в Нидерлан-
дах [30], в 2004 г. в Бельгии [31], в 2005 г. в Швейца-
рии [32].

В 2005 г. симптомы листового ожога, а также 
некрозы и язвы на коре побегов с красновато-бу-
рым окрашиванием пораженных тканей были 
отмечены на Sorbus spp. в Республике Сербия. Воз-
будитель был идентифицирован как E. amylovora. 
Авторы провели инокуляцию черешков и  побе-
гов рябины суспензиями выделенных изолятов 
и получили типичные симптомы бактериального 
ожога  [33]. В 2012 г. в Турции был выявлен ожог 
с симптомами некротического поражения побегов 
и листьев [34]. Новая плазмида pEA68 E. amylovora 
была обнаружена у  изолята, выделенного с  ря-
бины в Рес публике Польша [35]. Сообщается о не-
однократном выявлении возбудителя на рябине 
в Киевской области (Украина) [9]. В 2011 г. при про-
ведении сертификации польских питомников со-
трудниками Всероссийского центра карантина рас-
тений (ФГБУ «ВНИИКР») было выявлено растение 
рябины с симптомами увядания побегов, некроза 
соплодия и соседних листьев, с выделением бакте-
риального экссудата. При проведении лаборатор-
ного исследования образца был изолирован возбу-
дитель, идентифицированный как E. amylovora.

В 2000 г. опубликовано сообщение о выделе-
нии E. amylovora из некрозов и язв на коре ветвей 
и  побегов рябины в  Королевском ботаническом 
саду Мельбурна (Австралия) [36]. В 2005 г. возбуди-
тель выявлен на рябине в Новой Зеландии [37]. 

В Российской Федерации неоднократно 
были опубликованы сообщения о  выявлении 
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with fire blight, since 2003, the authors of this article 
have periodically monitored them in various regions 
of the Russian Federation, tested the samples using 
the accepted methods [41, 42]. So far, no mountain- 
ashes with the typical fire blight symptoms have been 
 detected [6], the tests performed have also been nega-
tive. However, starting from 2017–2018 in Moscow re-
gion some symptoms similar to fire blight have been 
detected on S. aucuparia. The most suspicious of these 
were the mummification of peduncles, necrosis of in-
dividual ovaries and fruitlets in infructescence, necro-
sis of the bark, as well as leaf spot. In many cases, fluo-
rescent pseudomonads were isolated, which have been 
often found in samples with symptoms of fire blight in 
the last years. However, when testing some plant ex-
tracts using qPCR methods, weak positive reactions 
were obtained, corresponding to the presence of  single 
copies of the pathogen DNA for the reaction, or about 
 102–103 CFU/ml of the plant extract, which could not be 
the cause of the symptoms. During this period, there 
was a tendency to both an increase in symptoms in 
mountain-ash plants and an increase in the signal le-
vel obtained by qPCR. 

Based on the previously obtained data, the aim of 
the research was to examine Sorbus spp. plants to de-
tect the fire blight agent (E. amylovora) and study its role 
in the necrotic damage development of mountain-ash 
plants.

MATERIALS AND METHODS 
The research and sampling were carried out in 2020 
mainly in the areas of known fire blight foci in the Vo-
ronezh, Penza, Tula regions and in the Stavropol Krai, 
as well as in regions where fire blight had not officially 
been registered before: Moscow (1 location, 30  samples), 

бактериального ожога на лесных культурах, в т. ч. 
на рябине [38, 39]. Однако идентификация возбуди-
телей заболеваний, схожих по симптомам с бакте-
риальным ожогом плодовых культур (E. amylovora), 
была основана исключительно на использовании 
классических методов микробиологии (культу-
рально-морфологических, биохимических анали-
зах и изучении патогенности), что в соответствии 
с международными и российскими диагностиче-
скими стандартами недостаточно для точной иден-
тификации карантинного патогена [40, 41, 42]. 

Понимая вероятность заражения растений 
рода Sorbus и других дикорастущих и декоратив-
ных растений-хозяев возбудителем бактериаль-
ного ожога, авторы настоящей статьи начиная 
с 2003 г. периодически проводили наблюдения за 
их состоя нием в различных регионах РФ, отбирали 
и тестировали образцы с использованием приня-
тых методик [41, 42]. До последнего времени нами 
не было выявлено растений рябины с характерны-
ми симптомами бактериального ожога [6], прове-
денные тесты также были отрицательны. Однако 
начиная с 2017–2018 гг. в Московской области мы 
отмечали на S. aucuparia поражения, в некоторой 
степени схожие с  симптомами, вызываемыми 
E.  amylovora. Наиболее подозрительными из них 
были мумификация плодовых веточек, некроз от-
дельных завязей и молодых плодов в соплодии, 
некроз коры, а  также пятнистости листьев. На 
питательные среды во многих случаях выделяли 
флуоресцирующие псевдомонады, которые в по-
следние годы нередко встречаются в  образцах 
с симптомами бактериального ожога. Однако при 
тестировании растительных экстрактов с помо-
щью методов ПЦР в реальном времени (ПЦР-РВ) 
в отдельных случаях были получены слабые поло-
жительные реакции, соответствующие наличию 
единичных копий ДНК возбудителя на реакцию, 
или около 102–103 КОЕ/мл растительного экстрак-
та, что не могло быть причиной возникновения 
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Moscow region (Ramenskoye – 10 locations, 49 samples, 
Kolomna – 1 location, 1 sample) and Kaluga region (1 lo-
cation, 4 samples). Samples were  taken from the begin-
ning of the flowering period to fruit  ripening. 

The data about the samples taken in the  Voro nezh, 
Penza regions and the Stavropol Krai are presented in 
Table 1.

In laboratory studies of the samples from Moscow 
and Moscow, Kaluga, and Tula regions, the plant ma-
terial was divided into subsamples that included in-
dividual parts of plants with symptoms (Fig. 1, 2) and 
without symptoms. The main interest was the previ-
ous year’s mummified peduncles (living tissue at the 
border of the damage as well as dead tissue), flowers 
(about a quarter of the flowers were cut with scissors 
from several inflorescences combining them into 1 
sample), ovaries, fruits (the apical part of 10–20 fruits 
per 1 sample was cut off with a scalpel), leaves, shoots, 
bark of branches and trunks. 

The samples were photographed, plant material 
was selected in plastic containers, 30–40 ml of phos-
phate buffer was added [40, 41, 42]. The flowers were 
placed in bags for homogenization, and 50–100 ml of 
buffer was added depending on the sample volume. Mi-
crobiota extraction was performed in accordance with 
the Methodological Recommendations [42]. Some bark 
samples were taken directly from the trees into sterile 
plastic containers, after cleaning the bark at the border 
of the damage with a cotton pad dipped in 70% ethanol, 
and removing the top layer of the bark with a sterile 
scalpel. The ants collected from the samples infected 
with aphids (3–8 per sample) were placed in a micro-
tube with 500 μL of phosphate buffer, shaken gently, 
insects were removed, and suspensions were used for 
testing.

симптомов. В течение указанного периода наме-
тилась тенденция как к усилению симптоматики 
на растениях рябины, так и к увеличению уровня 
сигнала, полученного методами ПЦР-РВ. 

С учетом ранее полученных данных нашей це-
лью было обследование растений р. Sorbus на выяв-
ление возбудителя бактериального ожога плодовых 
культур (E. amylovora) и изучение его роли в разви-
тии некротических поражений растений рябины.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
Исследования и отбор образцов проводили в 2020 г. 
преимущественно в районах известных очагов бак-
териального ожога в  Воронежской, Пензенской, 
Тульской областях и в Ставропольском крае, а так-
же в регионах, где ранее бактериальный ожог офи-
циально не был зарегистрирован: г. Москве (1 точ-
ка, 30 образцов), Московской (Раменский городской 
округ – 10 точек, 49 образцов, г. Коломна – 1 точка, 
1 образец) и Калужской (1 точка, 4 образца) обла-
стях. Образцы отбирали от начала периода цвете-
ния до созревания плодов. 

Сведения об образцах, отобранных в Воронеж-
ской, Пензенской областях и Ставропольском крае, 
представлены в таблице 1.

При лабораторных исследованиях образцов из 
г. Москвы, Московской, Калужской и Тульской обла-
стей растительный материал разделяли на пробы, 
включающие отдельные части растений с симпто-
мами (рис. 1, 2) и без симптомов. В различные пе-
риоды основной интерес представляли прошлогод-
ние мумифицированные плодовые веточки (живые 
ткани на границе поражения и  мертвые ткани), 
цветки (ножницами срезали около четверти цвет-
ков с нескольких щитков, объединяя их в 1 пробу), 
завязи, плоды (скальпелем срезали верхнюю часть 
10–20 плодов на 1 пробу), листья, побеги, кора вет-
вей и стволов. 

Пробы фотографировали, отбирали расти-
тельный материал в  пластиковые стаканчики, 
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Таблица 1
Сведения об образцах из Воронежской, Пензенской областей  
и Ставропольского края
Место отбора Дата отбора Кол-во Часть растения Симптомы Тест

ВОРОНЕЖСКАЯ ОБЛАСТЬ

Терновский р-н 27 мая 5 соцветия нет «Проба-ГС» + 
FLASH ООО 
«АгроДиагностика»Хохольский р-н* 27 мая 4 соцветия нет

г. Воронеж* 3 июня 2 + 3 плодики нет

ПЕНЗЕНСКАЯ ОБЛАСТЬ

Пензенский р-н 7–8 июля 2 листья пятнистость,  
краевой некроз

«Проба-ГС» + 
FLASH ООО 
«АгроДиагностика»

р. п. Тамала* 4 августа 1 листья пятнистость,  
краевой некроз, хлороз

СТАВРОПОЛЬСКИЙ КРАЙ

Железноводск* август 3 ветви, листья, 
плоды

усыхание «ФитоСорб» + ПЦР-РВ 
ООО «Синтол»

Пятигорск* сентябрь 2

* – площадь очага или буферной зоны.

Table 1
The data about the samples taken in the Voronezh, Penza regions   
and the Stavropol Krai
Place of sampling Date of sampling Number Plant part Symptoms Test

VORONEZH REGION

Ternovsky district May 27 5 inflorescences no “PREP-GS” + FLASH 
(AgroDiagnostica)

Khokholsky district* May 27 4 inflorescences no

Voronezh* June 3 2 + 3 fruitlets no

PENZA REGION

Penza district July 7–8 2 leaves spotting, marginal 
necrosis

“PREP-GS” + FLASH 
(AgroDiagnostica)

Tamala* August 4 1 leaves spotting, marginal 
necrosis, chlorosis

STAVROPOL KRAI

Zheleznovodsk* August 3 branches, leaves, 
fruits

drying out “PhytoSorb” + RT-PCR 
(Syntol)

Pyatigorsk* September 2

* – focus area or buffer zone.
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Plant extracts were plated on 
levan agar [40, 41, 42]. Inocula-
tion was carried out using a bac-
teriological loop. From flowers ex-
tracts, as well as from some other 
samples, three 10-fold dilutions 
were prepared and 50 μl of each 
extract and dilution were plated 
using a Drygalski spatula. The Pe-
tri dishes were incubated for up 
to 96 hours, at a temperature of 
27 °C, starting to being watched 
after 48 hours. Mucoid colonies 
were selected under a binocu-
lar microscope and replated on 
King B agar [40, 41, 42]. Incuba-
ted as described above. 

Non-fluorescent cultures 
were tested by qPCR according 
to Gottsberger [42, 43]. For this, 
suspensions at a concentration 
of about 109 cfu/ml were prepared 
in 200 μl of PCR grade water, heat-
ed for 10 min at 97 °C, cooled in 
a sample cooler, and centrifuged 
for 3 min at 7000 rpm. 2 μl DNA 
per reaction were used.

Some extracts were en-
riched in levan broth (LB), 
King  B broth (KB) [40, 41, 42], 
as well as in a medium con-
taining 1% of peptone and sor-
bitol  (SB) [42]. 1  ml of the me-
dium and 200 μl of the plant 
extract were transferred into the 
microtube. The tubes were in-
cubated for 48  hours at a tem-
perature of 27 °C. The enriched 
extracts were centrifuged for 5 
min at 7000 rpm, the superna-
tant was removed, pellets were 
resuspended in 900 μl of ste-
rile phosphate buffer or distilled 
water, centrifuged as described 
above, then the supernatant was 
removed. 200 μl of sterile dis-
tilled water or PCR grade water 
was added, DNA was extracted 
by boiling, and the qPCR test was 
performed according to Gotts-
berger [43], as described above.

To carry out direct PCR-based tests, DNA was ex-
tracted from 200 μl of the plant extract using the purifi-
cation kit “PREP-GS” (AgroDiagnostica, Russia) accord-
ing to the instruction.

The samples were tested with 2 qPCR tests using 
commercial kits «Erwinia amylovora-RT» (Syntol, Rus-
sia) and “Fire blight-RT» (or “Fire blight F” in FLASH 
format) (AgroDiagnostica, Russia). Commercial kits 
include internal amplification control necessary when 
working with plant extracts. Amplification was carried 
out in accordance with the manufacturer’s instructions 

on a DTlite device (DNA-Technology, Research & Pro-
duction LLC). 

Also 2 tests were used based on conventional PCR 
with primers according to Stöger et al. (2006) and Ob-
radovic et al. (2007) [cit. ex 40]. The tests are unified 
and validated with the commercial PCR mix 5х Screen-
Mix-HS (Evrogen, Russia). The reaction was carried out 
in a volume of 25 μl, including 5 μl of DNA. Amplifica-
tion conditions: 96 °C – 15 min; 45 cycles: 94 °C – 15 s, 
58 °C – 30 s, 72 °C – 45 s; 72 °C – 5 min. Amplification 
was performed on devices Veriti (Applied Biosystems, 
USA) and С1000 (Bio-Rad, USA). The reaction with in-
ternal control was carried out in a separate test tube to 
allow the further sequencing of the product.

The selected products of conventional PCR tests 
were sequenced according to Sanger on a Nano-
for-05 genetic analyzer (Syntol, Russia) using the re-
agents from Applied Biosystems, USA. The sequences 
were processed using the software BioEdit and com-
pared to the database NCBI BLAST to confirm the PCR 
 results. 

RESULTS AND DISCUSSION
The detection of fire blight agent in samples

As a result, the research involved taking and testing a 
total of 103 combined samples, or 173 subsamples of 
various organs of S. aucuparia and cultivated varieties 
with pathogen infection symptoms and without symp-
toms (Fig. 1, 2). The fire blight agent E. amylovora has 
not been detected in the samples from Voronezh, Kalu-
ga, Penza, Tula regions and Stavropol Krai.

In the samples from Moscow, E. amylovora DNA 
was detected in 18 out of 25 samples (72%), or in 28 
out of 54 subsamples of various plant parts (52%). In 
13 samples (52%), or in 20 subsamples (37%), the re-
sult was obtained by at least 3 tests, which is enough to 
diagnose the fire blight causative agent, in accordance 
with the Methodological Recommendations [42] used 
in the Rosselkhoznadzor laboratories. 

In Ramenskoye, DNA was detected in 23 of 49 
samples (47%) and in 29 of 87 subsamples (33%). The 
infected samples were taken at 6 out of 7 locations in 
different areas of Ramenskoye, in the village Dergaevo, 
Vyalki and Bykovo.

In 2 subsamples of the sample from Kolomna, the 
genetic material was detected by 4 PCR tests and con-
firmed by the results of conventional PCR products se-
quencing.

Despite the fact that some samples were taken 
at the optimal season time for the pathogen multipli-
cation, under favorable weather conditions, from the 
trees untreated with pesticides and with characteris-
tic symptoms, a pure culture of E. amylovora could not 
be isolated. It should be noted that according to the re-
sults of qPCR tests, the pathogen concentration in the 
extracts of most samples can be estimated in the range 
of 105–107 cfu/ml (Ct value from 26 to 20, respectively, 
according to the test with a Syntol diagnostic kit). Be-
sides, by bio-PCR-RT it was shown that in at least 1 out 
of 3 tested samples the pathogen was in a viable state, 
Сt value changed from 32.0 in direct qPCR to 26.5 with 
enrichment in LB, 29.1 in KB and 27.9 in SB, i. e. the 

добавляли 30–40 мл фосфатного буфера [40, 41, 
42]. Цветки помещали в пакеты для гомогениза-
ции и добавляли 50–100 мл буфера в зависимости 
от объема пробы. Проводили экстракцию микро-
биоты в соответствии с Методическими рекомен-
дациями [42]. Некоторые образцы коры отбирали 
непосредственно с дерева в стерильные пласти-
ковые стаканчики, предварительно очистив кору 
на границе поражения с помощью ватного тампо-
на, смоченного в 70%-м этиловом спирте, и сняв 
верхний слой коры стерильным скальпелем. 
Муравьев, собранных с  образцов, пораженных 
тлей (3–8 шт. в образце), помещали в микропробир-
ку с 500 мкл фосфатного буфера, слегка встряхива-
ли, удаляли насекомых, смывы использовали для 
 исследования.

Растительные экстракты высевали на левано-
вый агар [40, 41, 42]. Посев проводили с помощью 
бактериологической петли. Из экстрактов цвет-
ков, а  также из части других образцов готовили 
по 3 10-кратных разведения и высевали по 50 мкл 
экстракта и разведений с помощью шпателя Дри-
гальского. Чашки инкубировали до 96 ч, начиная 
просматривать после 48 ч, при температуре 27 °С. 
Мукоидные колонии отбирали под бинокуляром 
и отсевали на агар Кинга Б [40, 41, 42]. Инкубиро-
вали, как описано выше. 

Нефлуоресцирующие культуры тестировали 
методом ПЦР-РВ по Gottsberger [42, 43]. Для этого 
в 200 мкл воды для ПЦР готовили суспензии в кон-
центрации около 109 КОЕ/мл, нагревали 10 мин при 
97 °С, остужали в охладителе проб, центрифугиро-
вали 3 мин при 7000 об/мин. Использовали 2 мкл 
ДНК на реакцию.

Часть экстрактов обогащали в левановом бу-
льоне (LB), бульоне Кинга Б (KB) [40, 41, 42], а так-
же в среде, содержащей по 1% пептона и сорби-
та (SB) [42]. В микропробирку вносили 1 мл среды 
и  200  мкл растительного экстракта. Пробирки 
инкубировали 48 ч при температуре 27 °С. Обога-
щенные экстракты центрифугировали 5 мин при 
7000  об/мин, сливали супернатант, промывали 
в 900 мкл стерильного фосфатного буфера или дис-
тиллированной воды, центрифугировали, как опи-
сано выше, затем удаляли супернатант. Вносили 
200 мкл стерильной дис тиллированной воды или 
воды для ПЦР, выделяли ДНК методом кипячения 
и проводили тест ПЦР-РВ по Gottsberger [43], как 
описано выше.

Для проведения прямых тестов на основе ПЦР 
из 200 мкл экстракта выделяли ДНК с помощью на-
бора для выделения «Проба-ГС» (ООО «АгроДиагно-
стика») в соответствии с инструкцией.

Образцы исследовали с  помощью 2 тестов 
ПЦР-РВ с  использованием коммерческих набо-
ров «Erwinia amylovora-РВ» (ООО «Синтол») и «Ожог 
плодовых Rt» (или «Ожог плодовых F» в формате 
FLASH) (ООО «АгроДиагностика»). Коммерческие 
наборы включают внутренний контроль амплифи-
кации (ВК), необходимый при работе с раститель-
ными экстрактами. Амплификацию проводили 
в соответствии с инструкциями производителей на 
приборе «ДТ-лайт» (ЗАО «НПФ «ДНК-Технология»). 

Также использовали 2 теста на основе клас-
сической ПЦР с праймерами по Stöger et al. (2006) 
и Obradovic et al. (2007) [цит. по 40]. Тесты унифи-
цированы и валидированы с коммерческой сме-
сью для ПЦР 5х ScreenMix-HS (ЗАО «Евроген»). 
Реакцию проводили в  объеме 25 мкл, включая 
5 мкл ДНК. Условия амплификации: 96 °С – 15 мин; 
45 циклов: 94 °С – 15 с, 58 °С – 30 с, 72 °С – 45 с; 
72 °С – 5 мин. Амплификацию проводили на при-
борах Veriti (Applied Biosystems, США) и С1000 (Bio-
Rad, США). Реакцию с ВК проводили в отдельной 
пробирке для возможности дальнейшего секвени-
рования продукта.

Избранные продукты классических ПЦР-те-
стов секвенировали по Сенгеру на генетическом 
анализаторе «Нанофор-05» (ООО «Синтол») с ис-
пользованием реактивов Applied Biosystems, США. 
Последовательности обрабатывали с помощью про-
граммы BioEdit, сравнивали с базой данных NCBI 
BLAST для подтверждения результатов ПЦР. 
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Рис. 1. Основные типы поражений 
исследованных генеративных  
органов рябины: 
 a–d – мумификация плодовых веточек; 
e–g – увядание, мумификация, некроз, 
отставание в росте завязей и плодов 

Fig. 1. The main damage types 
of the investigated mountain-ash  
generative organs: 
a–d – mummification of peduncles;  
e–g – wilting, mummification, necrosis, 
growth retardation of fruitlets and fruits 
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pathogen concentration increased by 1–2 orders of 
magnitude. 

In 30 samples (39% of the total number of sam-
ples from Moscow and Moscow region), or in 43 sub-
samples (30%), fluorescent isolates of Pseudomonas sp. 
were detected that can cause symptoms similar to 
those of a fire blight. It is interesting to note that in 
17 samples (46% of the infected ones), or in 27 subsam-
ples (46%) the infection of both E. amylovora and Pseudo-
monas sp. has been detected. In different studies there 
are data on the opposite effect of the bacteria Pseudo-
monas sp. on E. amylovora. Thus, Ukrainian researchers 
experimentally proved the absence of antagonism be-
tween E. amylovora and P. syringae pv. syringae van Hall, 
pointing out the synergism of the pathogenic effect of 
these species on the plant [9]. Other assays show strong 
suppressive effect of P. fluorescens Migula and P. aerugi-
nosa (Schroeter) Migula on E. amylovora [44, 45]. In addi-
tion, there is evidence of suppression of the fire blight 
pathogen by other bacterial species associated with 
host plants [46, 47], as well as yeast [48] which were 
also often found during isolation from mountain-ash 
extracts. Thus, the problem of E. amylovora pure culture 
isolation from mountain-ash plant material can be as-
sociated with the spread of antagonistic microorga-
nisms in the environment, which at this stage prevent 
the introduction of an invasive species. In this case, in 
the future, it is necessary to use a selective medium for 
E. amylovora isolation.

Seasonal dynamics of the infection of moun-
tain-ash organs

The plant samples taken in Moscow and the Mos-
cow region were grouped according to the time of 
their collection during the growing season, from the 
flower ing period to fruit ripening. It should be not-
ed that the number of samples taken at each location 
was not the same in different periods. Nevertheless, 
there is a definite tendency in the dynamics of the 
infection le vel and its connection with various plant 
parts ( Table 2, Fig. 3).

Due to the cool spring, the flowering period of 
mountain-ash in Moscow region began around May 
20th. In the period from May 20th to 26th, no symptoms 
of fire blight were detected on the flowers, the analysis 
of asymptomatic material did not reveal the presence 
of a latent infection. 

When examining the plants, a frequent occur-
rence of the previous year’s mummified peduncles 
was noted, which have a clear outer and inner bor-
der with healthy shoot tissues (Fig. 1 а–d). Among 
 other reasons, organs mummification (their drying 
out and the lack of timely detachment from the shoot) 
may be caused by fire blight. Besides, it is a typical 
symptom of this infection. The infection can move to 
 older plant parts (up to the root system), persist at 
the  border of di seased and healthy tissue, as well as 
in the mummified parts of some plant species [6]. The 
pre sence of pathogen DNA was noted in mummified 
fruits of apple and pear trees after wintering [49]. We 
repeatedly detected the genetic material of E. amylo-
vora in mummified fruitlets of pear, apple and quince. 
However, only once in March 2019 the pure culture 

of the pathogen was isolated from mummified pear 
ovaries collected from a fire blight focus in the Vo-
ronezh  region.

The authors also noted a high degree of young 
shoots infestation by aphids (Fig. 2e). It is interesting 
to note that renewal buds are often located right under 
the peduncles (Fig. 1 а, f ), as a result, when  gro wing 
in spring, the young shoots are in close contact with 
the mummified tissues (Fig. 1b). The aphid infesta-
tion contributes to the shoots twisting around the pe-
duncles, which creates inside favorable conditions 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Выявление возбудителя бактериального 

ожога в образцах
В результате исследований было отобрано 

и  протестировано в  общей сложности 103 образ-
ца, или 173 пробы различных частей S. aucuparia  
и  культурных сортов  с  симптомами поражения 
патогенами (рис. 1, 2) и без симптомов. В образцах 
из Воронежской, Калужской, Пензенской, Тульской 
областей и Ставропольского края возбудитель бак-
териального ожога плодовых культур E. amylovora 
выявлен не был.

В образцах из г. Москвы был выявлен генети-
ческий материал в 18 из 25 образцов (72%), или 
в 28 из 54 проб различных частей растений (52%). 
В 13 образцах (52%), или в 20 пробах (37%), ре-
зультат был получен не менее чем 3 методами, 
что в  соответствии с  Методическими рекомен-
дациями [42], использующимися в лабораториях 
Россельхознадзора, достаточно для установления 
диагноза о выявлении возбудителя бактериально-
го ожога. 

В Раменском ГО ДНК выявили в 23 из 49 об-
разцов (47%) и в 29 из 87 проб (33%). При этом за-
раженные образцы были отобраны в 6 из 7 точек 
в разных районах г. Раменское, в дер. Дергаево, Вял-
ки и в р. п. Быково.

В 2 пробах образца, отобранного в г. Коломне, 
генетический материал был выявлен 4 ПЦР-теста-
ми и подтвержден результатами секвенирования 
продуктов классических ПЦР.

Несмотря на то, что некоторые образцы были 
отобраны в оптимальные для развития патогена 
сроки, при благоприятных погодных условиях, 
с необработанных пестицидами деревьев и име-
ли характерные симптомы, чистую культуру 
E. amylovora изолировать не удалось. При этом сле-
дует отметить, что по результатам тестов ПЦР-РВ 
концентрация возбудителя в  экстрактах значи-
тельного количества образцов может оцениваться 
в пределах 105–107 КОЕ/мл (значение Ct от 26 до 20 
соответственно по тесту с набором ООО «Синтол»). 
Кроме того, методом био-ПЦР-РВ было показано, 
что по крайней мере в 1 из 3 протестированных 
образцов возбудитель присутствовал в жизнеспо-
собном состоянии, значение Сt изменилось с 32,0 
в прямой ПЦР-РВ до 26,5 с обогащением в левано-
вом бульоне, 29,1 в бульоне Кинга Б и 27,9 в сорби-
тово-пептонном бульоне, т. е. концентрация пато-
гена возросла на 1–2 порядка. 

В 30 образцах (39% от общего количества сбор-
ных образцов из г. Москвы и МО), или в 43 пробах 
(30%), были выявлены флуоресцирующие изоляты 
бактерий Pseudomonas sp., которые способны вы-
зывать симптомы, схожие с симптомами бактери-
ального ожога. Интересно отметить, что в 17 об-
разцах (46% от зараженных), или 27 пробах (46%), 
была выявлена совместная инфекция E. amylovora 
и  Pseudomonas sp. В работах встречаются данные 
о  прямо противоположном влия нии бактерий  
Pseudomonas sp. на E. amylovora. Так, украинские ис-
следователи в эксперименте доказали отсутствие 
антагонизма между E.  amylovora и  P.  syringae pv. 
syringae van Hall, отмечая синергизм патогенного 
воздействия этих видов на растение [9]. В других ра-
ботах показано сильное подавляющее воздействие 
P. fluorescens Migula и P. aeruginosa (Schroeter) Migula на 

E. amylovora [44, 45]. Кроме того, 
имеются данные о подавлении 
возбудителя бактериального 
ожога другими видами бакте-
рий, ассоциированных с рас-
тениями-хозяевами  [ 46, 47], 
а также дрожжами [48], кото-
рые также часто встречались 
в посевах экстрактов рябины 
на питательные среды. Таким 
образом, проблема изоляции 
чистой культуры E. amylovora 
из растительного материала 
рябины может быть связана 
с  распространением в  окру-
жающей среде антагонисти-
ческих микроорганизмов, на 
данном этапе препятствую-
щих внедрению инвазивного 
вида. В этом случае в дальней-
шем необходимо использовать 
селективную среду для изоля-
ции E. amylovora.

Сезонная динамика зара-
женности различных частей 
рябины 

Растительные образцы, 
отобранные в г. Москве и Мос-
ковской области, были сгруп-
пированы по времени их отбо-
ра в  течение вегетационного 
сезона, начиная с периода цве-
тения и до созревания плодов. 
Следует отметить, что в  раз-
ные периоды количество об-
разцов, отобранных в каждой 
из точек, было неодинаково. 
Тем не менее прослеживает-
ся определенная тенденция 
в динамике уровня инфекции 
и ее приуроченности к различ-
ным частям растения (табл. 2, 
рис. 3).

В связи с прохладной вес-
ной период цветения рябины 
в  МО начался около 20 мая. 
В период с 20 по 26 мая нами 
не были выявлены симптомы 
бактериального ожога на цвет-
ках, анализ бессимптомного 
материала не выявил наличия 
латентной инфекции. 

При осмотре растений была отмечена частая 
встречаемость прошлогодних мумифицирован-
ных плодовых веточек, имеющих четкую внеш-
нюю и  внутреннюю границу со здоровыми тка-
нями побега (рис. 1 а–d). Среди прочих причин 
мумификация органов (их усыхание и отсутствие 
своевременного отсоединения от побега) может 
быть обусловлена ожогом плодовых. Кроме того, 
она является характерным симптомом данного за-
болевания. Инфекция может мигрировать в более 
старые части растения (вплоть до корневой систе-
мы), сохраняться на границе больной и здоровой 
ткани, а также и в мумифицированных частях не-
которых видов растений [6]. В мумифицирован-
ных плодах яблонь и  груш после зимовки было 
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Рис. 2. Основные типы поражений 
исследованных вегетативных органов 
рябины: 
а – краевой некроз листа; b, c – пятнистость, 
некроз листа; d – увядание побегов; 
e – поражение побегов тлей; f – усыхание 
побегов; g – некроз коры, язвы 

Fig. 2. The main damage types 
of the investigated mountain-ash 
vegetative organs: 
а – marginal leaf necrosis; b, c – spotting, 
leaf necrosis; d – wilting shoots; e –aphid 
infestation of shoots; f –  drying of shoots; 
g – bark necrosis, cancers 
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for high humidity and protection from external influ-
ences; the process is also aggravated by the da mage 
caused by these insects to the young tissue of shoots 
and leaves. With a viable pathogen being present, the 
combination of these factors can become a powerful 
stimulus for the development of the disease on young 
shoots.

In this study, the E. amylovora genetic materi-
al was reliably detected at the border of the infected 
and healthy tissue in 2 out of 9 samples (22%), as well 
as in 2 more samples using single tests. In the mum-
mified parts of the peduncles, the pathogen DNA was 
not detected by more than 1 test. As expected, wilting 
and necrotic leaves were observed inside the shoots af-
fected by aphids (Fig. 2e). However, E. amylovora DNA 
was reliably detected only in 1 subsample, fluorescent 
pseudomonads were isolated in most cases. In several 
 studied samples of leaves and shoots, as well as on the 
body surface of aphid-herding ants, the pathogen was 
not reliably detected. In general, E. amylovora DNA was 
detected in 15% of the collected samples (in generative 
organs – in 15%, in vegetative ones – in 9%).

In the period June 5th–16th, samples were col-
lected in Ramenskoye and Kolomna. Some suspi-
cious and typical symptoms were noted on various 
mountain-ash parts. The analysis involved faded 
flowers with brown petals or dry separating unpolli-
nated flo wers; ovaries with symptoms of wilting, ne-
crosis and asymptomatic, without symptoms; pre-
vious year’s mummified peduncles; shoots; leaves 
with symptoms of spotting and necrosis, wilting, cen-
tral vein necrosis and no symptoms; shoots affec-
ted by aphids; trunk bark with symptoms of necro-
sis and cancers (Fig. 2g). E. amylovora genetic material 
was detected in all the studied plant organs, includ-
ing those without symptoms, except for the shoot in-
fested with aphids. The concentration of genome co-
pies was in most cases no less than 104–105 (Ct 29–25 
respectively). The highest DNA concentrations were 
found in leaves with signs of spotting (Ct 20.3, which 
corresponds to at least 107 copies of the genome per 
1 ml of plant extract). The total proportion of infect-
ed samples of ge nerative organs was 67%, vegetative 
shoots and bark – 80% each. The total number of in-
fected combined samples amounts to 86%. Fluores-
cent strains of Pseudomonas sp. were detected in 100% 
of flower samples, 79% of ovaries, 83% of leaves, but 
were absent in the bark and the previous year’s mum-
mified peduncles. The total proportion of the samples 
infected with pseudomonads in this period was 82%. 

From June 29th to July 3rd, samples were taken 
in Moscow. The examination concerned dried flow-
ers; fruitlets with symptoms of wilting, stunting, 
nec rosis  (Fig. 1f ), and asymptomatic ones; leaves 
with spotting, necrosis (Fig. 2 b, c) and chlorosis; 
shoots with symptoms of necrosis, wilting, drying 
out (Fig. 2f ). E. amylovora DNA was detected practi-
cally in all plant parts, in 69% of the combined sam-
ples. Shoots accounted for the highest proportion of 
infected samples (67%). The highest concentration (Ct 
24.3) was also noted in a sample of wilted and shrink-
ing shoot with leaves. Among the leaf samples, 60% 

resulted to be infected. The proportion of the infected 
fruitlets was 53%, with the Ct values of the samples 
with and without symptoms being equal. For the most 
positive samples it was 26–32. In 40% of the fruitlet 
samples with necrosis and without any symptoms, as 
well as in 1 leaves sample with necrosis and bacteria 
Pseudomonas sp. were detected. 

During July, samples were taken in Moscow and 
Ramenskoye, where special attention was paid to the 
trunk bark necrosis, which has been observed in re-
cent years, leading to the death of trees. In sterile ta-
ken bark samples, E. amylovora DNA was detected 
only in 1 case out of 9, Pseudomonas sp. was not isola-
ted. Among other subsamples, shoots and leaves with 
symptoms of wilting, drying out, chlorosis, spotting 
and necrosis, and vein necrosis were analyzed (2 sub-
samples of leaves from 10 subsamples of vegetative 
organs are reliably positive (20%), or 2 out of 8 sam-
ples (25%)). Ct values exceeded 31. Among 4 fruit-
let subsamples, E. amylovora DNA was detected only 
in 1 case – in wilting and asymptomatic ones. In this 
subsample, the pathogen viability was confirmed by 
the bio-PCR-RT method. The total proportion of the 
infected samples was 29%.

In late August – early September, a study was car-
ried out mainly for combined samples, as well as sam-
ples of mature fruits without symptoms and with symp-
toms of wilting and mummification, peduncles with 
signs of chlorosis and drying out, as well as leaves with 

показано наличие ДНК возбудителя [49]. В  ходе 
собственных исследований авторы неоднократ-
но выявляли генетический материал E. amylovora 
в  мумифицированных плодах груши, яблони 
и  айвы. Однако выделить культуру возбудите-
ля удалось только в марте 2019 г., когда патоген 
был изолирован из мумифицированных завязей 
груши, отобранных в очаге ожога в Воронежской 
области.

Авторы также отмечали высокую степень 
пораженности молодых побегов тлей (рис. 2e). 
Интересно отметить, что на плодоносящих вет-
вях S.  aucuparia почки возобновления часто рас-
положены под плодовой веточкой текущего года 
(рис. 1 а, f), вследствие чего при отрастании весной 
молодой побег тесно соприкасается с мумифициро-
ванными тканями (рис. 1b). Поражение тлей спо-
собствует закручиванию побегов вокруг плодовой 
веточки, что создает внутри благоприятные усло-
вия повышенной влажности и защищенности от 
внешних воздействий; также процесс усугубляет-
ся повреждением молодой ткани побега и листьев 
этими насекомыми. Совокупность этих факторов 
при наличии жизнеспособного возбудителя может 
стать мощным стимулом развития болезни на мо-
лодых побегах.

В данном исследовании генетический матери-
ал E. amylovora был достоверно выявлен на границе 
больной и здоровой ткани в 2 из 9 образцов (22%), 
а также еще в 2 образцах с помощью единичных 
тестов. В  мумифицированных частях плодовых 
веточек ДНК возбудителя не была выявлена бо-
лее чем 1  тестом. Как и  предполагалось, внутри 
пораженных тлей побегов наблюдали в  той или 
иной степени увядающие и  некротизированные 
листья (рис. 2e). Однако ДНК E. amylovora достовер-
но была выявлена только в 1 пробе, в большинстве 
случаев были изолированы флуоресцирующие 
псевдомонады. В нескольких исследованных об-
разцах листьев и побегов, а также на поверхности 
тела пасущих тлю муравьев возбудитель достовер-
но выявлен не был. В целом ДНК E. amylovora была 
выявлена в 15% сборных образцов (в генеративных 
органах – в 15%, в вегетативных – в 9%  случаев).

В период 5–16 июня образцы были отобраны 
в  Раменском ГО и  г. Коломне. Отмечалось нали-
чие подозрительных и  характерных симптомов 
на различных частях растений рябины. Были про-
анализированы отцветшие цветки с побуревшими 
лепестками или сухие отделяющиеся неопылив-
шиеся цветки; завязи с  симптомами увядания, 
некроза и  без симптомов; прошлогодние муми-
фицированные плодовые веточки; побеги; листья 
с симптомами пятнистостей и некрозов, увядания, 
некроза центральной жилки и без симптомов; по-
беги, пораженные тлей; кора ствола с симптомами 
некрозов и язв (рис. 2g). Генетический материал 
E. amylovora был выявлен во всех исследованных 
частях растений, в т. ч. в бессимптомных, за исклю-
чением побега, пораженного тлей. Концентрация 
копий генома составляла в большинстве случаев 
не менее 104–105 (Ct 29–25 соответственно). Наи-
более высокие концентрации ДНК были отмечены 
в листьях с признаками пятнистости (Ct 20,3, что 
соответствует не менее 107 копиям генома на мл 
растительного экстракта). Общая доля заражен-
ных проб генеративных органов составила 67%, 

вегетативных побегов и коры – по 80%. Общее ко-
личество зараженных сборных образцов  – 86%. 
Флуоресцирующие бактерии Pseudomonas sp. были 
выявлены в 100% проб цветков, 79% завязей, 83% 
листьев, но отсутствовали в коре и в мумифициро-
ванных плодовых веточках прошлого года. Общая 
доля зараженных псевдомонадами образцов в дан-
ный период составила 82%. 

В период с 29 июня по 3 июля образцы отбира-
ли в г. Москве. Исследовали усохшие цветки; плоды 
с симптомами увядания, отставания в росте и не к-
роза (рис. 1f), а также без симптомов; листья с пят-
нистостью, некрозами (рис. 2 b, c) и пожелтением; 
побеги с симптомами некроза, увядания, усыха-
ния (рис. 2f). Генетический материал E.  amylovora 
был выявлен практически во всех частях расте-
ний рябины, в 69% сборных образцов. Наиболее 
высокая доля зараженных проб приходилась на 
побеги (67%). Наибольшая концентрация (Ct 24,3) 
отмечена также в образце увядающего и усыхаю-
щего побега с листьями. Среди проб листьев зара-
женными оказались 60%. Доля зараженных плодов 
составила 53%, причем значения Ct проб с  сим-
птомами и без не отличались. Предельный цикл 
большинства положительных образцов составил 
26–32. В 40% проб плодов с симптомами некроза 
и без симптомов, а также в 1 пробе листьев с сим-
птомами некроза и пожелтения выявлены бакте-
рии Pseudomonas sp.
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Таблица 2
Зараженность отдельных частей растений рябины и сборных образцов, 
отобранных в  г. Москве и МО  
(на основании положительных результатов 3 и более тестов)

Части 
растения

20–26.05 05–16.06 29.06–03.07 10–28.07 28.08–19.09 Итого
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ра

ж
ен

о
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ег

о

% за
ра
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% за
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ен
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%

цветки 0 4 0 4 4 100 – – – – – – 0 1 0 4 9 44

завязи – – – 7 14 50 – – – – – – – – – 7 14 50

плоды – – – – – – 8 15 53 1 4 25 0 12 0 9 31 29

плод. вет. 2 9 22 5 6 83 – – – – – – 0 7 0 7 22 32

ГЕНЕРАТ. 2 13 15 16 24 67 8 15 53 1 4 25 0 20 0 26 79 33

листья 1 7 14 4 5 80 3 5 60 2 8 25 0 3 0 10 32 31

побеги 0 5 0 – – – 4 6 67 0 1 0 – – – 4 11 36

ВЕГЕТАТ. 1 12 8 4 5 80 7 11 64 2 9 22 0 3 0 14 44 33

КОРА – – – 4 5 80 – – – 1 9 11 0 4 0 5 18 28

Всего 3 25 12 24 34 71 15 26 58 4 22 18 0 27 0 45 141 32

СБОРНЫЕ
ОБРАЗЦЫ

2 13 15 18 22 82 9 14 64 5 17 29 0 12 0 34 78 44
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spotting and vein necrosis. 3 positive results of one of 
the two qPCR-based tests used were obtained. Thus, 
during this period, the infected samples were not re-
liably identified.

CONCLUSION
As a result of the testing of the samples taken from ge-
nus Sorbus plants from May to September 2020 in Vo-
ronezh, Kaluga, Penza, Tula regions and Stavropol Krai, 
the fire blight causative agent E. amylovora has not been 
detected.

The pathogen has not been isolated from the sam-
ples taken in Moscow and Moscow region, however, in 
accordance with the Methodological recommendations 
for the detection and identification of the fire blight 
causative agent Erwinia amylovora (Burrill.) Winslow et 
al. [42], DNA of the pathogen has been reliably  detected 
by at least 3 tests based on conventional PCR and qPCR, 
confirmed by sequencing at 8 out of 9 sampling loca-
tions in Moscow, Ramenskoye and Kolomna and in 44% 
of the tested samples.

The genetic material of E. amylovora has been 
detected in the samples of all tested parts of moun-
tain-ash plants (flowers, ovaries, fruitlets, peduncles, 
shoots, leaves, trunk bark) both with symptoms and 
without symptoms at concentrations corresponding to  
102–107 copies of the genome per 1 ml of extract. How-
ever, at the moment, the leading role of the fire blight 

В течение июля образцы отбирали в г. Москве 
и  в  Раменском ГО, где особое внимание удели-
ли некрозам коры ствола, который наблюдается 
в  течение последних лет, приводя к  гибели де-
ревьев. В отобранных стерильно пробах коры ДНК 
E. amylovora  была выявлена только в 1 случае из 9, 
не были изолированы и бактерии Pseudomonas sp. 
Среди других проб анализировали побеги и листья 
с симптомами увядания, усыхания, хлороза, пят-
нистостей и некрозов, некроза жилок (достоверно 
положительны 2 пробы листьев из 10 проб вегета-
тивных органов (20%),  или 2 из 8 образцов (25%)). 
Значения Ct превышали 31. Среди 4 проб плодов 
ДНК E. amylovora выявлена в 1 случае – в увядающих 
и бессимптомных плодах. В данном образце жизне-
способность возбудителя была подтверждена мето-
дом био-ПЦР-РВ. Общая доля зараженных образцов 
составила 29%.

В конце августа – начале сентября провели ис-
следование в основном сборных образцов, а также 
проб зрелых плодов без симптомов и с симптома-
ми увядания и мумификации, плодовых веточек 
с  признаками пожелтения и  усыхания, листьев 
с пятнистостью и некрозом жилки. Получены 3 по-
ложительных результата одного из двух использо-
ванных тестов на основе ПЦР-РВ. Таким образом, 
в данный период зараженные образцы достоверно 
выявлены не были. 

ВЫВОДЫ
В ходе исследования образцов, отобранных с расте-
ний рода Sorbus в период с мая по сентябрь 2020 г. 
в Воронежской, Калужской, Пензенской, Тульской 
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causative agent in the formation of necrotic damage of 
mountain-ash has not been confirmed. 

Generally, the infection dynamics of the combined 
samples and individual organs corresponds to the di-
sease dynamics on fruit trees, except for no detection 
of the infection on flowers during the flowering period, 
which may be due to the small number of samples. In 
all other respects, the highest level of infection (both 
as a percentage of the tested samples (up to 82%), and 
in terms of DNA concentration in samples extracts 
of individual mountain-ash organs (ave rage num-
ber Ct  28.3–30 in qPCR test with a Syntol commercial 
kit) was observed in June. Thus, the surveys of moun-
tain-ash and fruit crops for the detection of E. amylovo-
ra in central Russia should be carried out in late May – 
June before the hot dry weather. Combined samples of 
symptomatic and asymptomatic vegetative and gene-
rative organs should be collected.

Fluorescent isolates of Pseudomonas sp. have been 
detected in a significant number of symptomatic and 
asymptomatic samples, both with E. amy lovora co- 
infection and unaffected ones. Besides, many sam-
ples have shown fast growth of other bacteria species, 
as well as fungal and yeast-like organisms, which at 
this stage may prevent the introduction of the inva-
sive species E. amylovora. In further studies, it is ad-
visable to study the effect of microbiota on the fire 
blight causative agent. This will contribute to the un-
derstanding of its potential harmfulness, as well as 
the development of selective media for isolation and 
creating biological products to control the rapidly 
spreading pathogen across the territory of the Rus-
sian  Federation.

областях и Ставропольском крае, возбудитель бак-
териального ожога плодовых культур E. amylovora 
выявлен не был.

Из образцов, отобранных в г. Москве и Москов-
ской области, возбудитель не был изолирован, одна-
ко в соответствии с Методическими рекомендация-
ми по выявлению и идентификации возбудителя 
бактериального ожога плодовых культур Erwinia 
amylovora (Burrill.) Winslow et al. [42] генетический 
материал возбудителя был достоверно выявлен не 
менее чем 3 тестами на основе классической ПЦР 
и ПЦР-РВ, а также методом секвенирования продук-
тов амплификации классической ПЦР в 8 из 9 то-
чек отбора в г. Москве, Раменском городском округе 
и г. Коломне и в 44% исследованных образцов.

Генетический материал E. amylovora был выяв-
лен в пробах всех исследованных частей растений 
рябины (цветки, завязи, плоды, плодовые веточки, 
побеги, листья, кора ствола) как с симптомами, так 
и без симптомов в концентрациях, соответствую-
щих 102–107 копиям генома на 1 мл экстракта. 
Однако в настоящий момент ведущая роль возбу-
дителя бактериального ожога в формировании не-
кротических поражений рябины не подтверждена. 

Динамика зараженности сборных образцов 
и отдельных органов в целом соответствует динами-
ке заболевания на плодовых культурах, за исключе-
нием отсутствия выявлений инфекции на цветках 
в период цветения, что может быть связано с малым 
количеством отобранных образцов. В  остальном 
наиболее высокий уровень инфекции (как в про-
центном отношении от исследованных образцов (до 
82%), так и по концентрации ДНК в экстрактах проб 
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Table 2
Infection of individual parts of mountain-ash plants and combined samples 
from Moscow and Moscow region  
(based on positive results of 3 or more tests)

Plant parts

20–26.05 05–16.06 29.06–03.07 10–28.07 28.08–19.09 Total
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flowers 0 4 0 4 4 100 – – – – – – 0 1 0 4 9 44

ovaries – – – 7 14 5 0 – – – – – – – – – 7 1 4 50

fruitlets – – – – – – 8 15 53 1 4 25 0 12 0 9 3 1 29

peduncles 2 9 22 5 6 8 3 – – – – – – 0 7 0 7 2 2 32

GENERAT. 2 13 15 16 24 67 8 15 53 1 4 25 0 20 0 26 79 33

leaves 1 7 14 4 5 80 3 5 60 2 8 25 0 3 0 10 32 31

shoots 0 5 0 – – – 4 6 67 0 1 0 – – – 4 11 36

VEGETAT. 1 12 8 4 5 80 7 11 64 2 9 22 0 3 0 14 44 33

BARK – – – 4 5 80 – – – 1 9 11 0 4 0 5 18 28

Total 3 25 12 24 34 71 15 26 58 4 22 18 0 27 0 45 141 32

COMBINED 
SAMPLES

2 13 15 18 22 82 9 14 64 5 17 29 0 12 0 34 78 44

Рис. 3. Динамика зараженности различных частей 
растений рябины возбудителем бактериального ожога

Fig. 3. Fire blight infection dynamics of 
various parts of mountain-ash plants
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отдельных частей растений рябины (среднее значе-
ние Ct 28,3–30 в тесте ПЦР-РВ с набором ООО «Син-
тол»)) наблюдался в июне. Таким образом, обследова-
ния растений рябины, как и насаждений плодовых 
культур на выявление E. amylovora в средней полосе 
России следует проводить в конце мая – июне до на-
ступления жаркой сухой погоды. Следует отбирать 
сборные образцы вегетативных и генеративных ор-
ганов с симптомами и без симптомов.

В значительном количестве образцов с сим-
птомами и без были выявлены флуоресцирующие 
бактерии Pseudomonas sp., как в совместной инфек-
ции с E. amylovora, так и в незараженных образцах. 
Кроме того, во многих образцах наблюдался обиль-
ный рост других видов бактерий, а также грибных 
и дрожжеподобных организмов, которые могут на 
данном этапе препятствовать внедрению инвазив-
ного вида E. amylovora. В дальнейших исследовани-
ях целесообразно изучить влияние микробиоты 
на возбудителя бактериального ожога. Это поспо-
собствует пониманию его потенциальной вредо-
носности, а также подбору селективных сред для 
изоляции и изучению возможности создания био-
препаратов для борьбы с быстро распространяю-
щимся по территории РФ патогеном.
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ABSTRACT 
Blackleg of potato is a bacteriosis widespread in the 
Russian Federation caused by pectolytic bacteria of 
the genus Pectobacterium, Enterobacteriaceae fami-
ly. In 2009, Dickeya spp. agents of potato blackleg were 
identified in Russia: Dickeya dianthicola and Dickeya so-
lani. The annual yield shortfall due to this disease can 
reach from 1–2 to 50–70%. The main pathway for the 
pathogen bacteria is connected to seed material move-
ment. The detection and identification of plant patho-
gens causing potato blackleg require the design and op-
timization of highly sensitive laboratory methods for 
practical use. In 2019, within the framework of the Fe-
deral Scientific and Technical Program (FSTP) of agri-
culture development for 2017–2025, the RAS Shemya-
kin and Ovchinnikov Institute of Bioorganic Chemistry 
and A.G. Lorkh Russian Potato Federal Research Center 
designed new test systems in real-time PCR (RT-PCR) 
for the diagnosis of bacteria causing potato blackleg, 
with analytical sensitivity for detecting the pathogen 
DNA at the level of 10–50 copies of plasmids, contai-
ning a specific PCR product, per reaction. The article 
presents the results of comparative testing of the new 
test systems for the diagnosis of the bacteria Pectobac-
terium atrosepticum, Dickeya dianthicola and Dickeya sola-
ni. When testing 20 varieties of seed potatoes delivered 
to the Testing Laboratory of A.G. Lorkh Russian Potato 
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АННОТАЦИЯ
Черная ножка картофеля – повсеместно распро-
страненный в Российской Федерации бактериоз, 
вызываемый пектолитическими бактериями рода 
Pectobacterium из семейства Enterobacteriaceae. 
В 2009 г. на территории России были идентифици-
рованы возбудители черной ножки картофеля, от-
носящиеся к роду Dickeya: Dickeya dianthicola и Dickeya 
solani. Ежегодный недобор урожая из-за данной бо-
лезни может составлять от 1–2 до  50–70%. Основ-
ной путь распространения патогенных бактерий 
связан с  перемещением семенного материала. 
Для выявления и идентификации фитопатогенов, 
вызывающих черную ножку картофеля, необходи-
ма разработка и оптимизация для практического 
использования высокочувствительных лабора-
торных методов. В 2019 г. в рамках Федеральной 
научно-технической программы (ФНТП) разви-
тия сельского хозяйства на 2017–2025 гг. Инсти-
тутом биоорганической химии имени академиков 
М.М. Шемякина и Ю.А. Овчинникова РАН и Феде-
ральным исследовательским центром картофеля 
имени А.Г. Лорха (ФИЦ картофеля) были разрабо-
таны новые тест-системы в формате полимеразной 
цепной реакции в реальном времени (ПЦР-РВ) для 
диагностики бактерий, вызывающих черную нож-
ку картофеля, с аналитической чувствительностью 
выявления ДНК патогенов на уровне  10–50 копий 
плазмиды, содержащей специфический ПЦР-про-
дукт, на реакцию. В статье представлены резуль-
таты сравнительных испытаний новых тест-сис-
тем для диагностики бактерий Pectobacterium 

for Fire Blight: the Potential Role of Fruit Mummies and 
Non-Host Plants. Plant Pathology. 2016; 65 (3): 470–483.
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