
2Фитосанитария. Карантин растений

DOI 10.69536/FKR.2025.68.86.001 
UDC 632.3.01/.08

Genetic characteristics 
of Tomato brown 
rugose fruit virus 
(ToBRFV) isolates 
in the Russian Federation 
and neighboring 
countries 

DOI 10.69536/FKR.2025.68.86.001 
УДК 632.3.01/.08

Генетические 
особенности изолятов 
вируса коричневой 
морщинистости плодов 
томата (ToBRFV), 
распространенных 
в Российской Федерации 
и сопредельных странах 

* EVGENIYA N. LOZOVAYA1, TATIANA S. ZHIVAEVA2, 
YURI N. PRIKHODKO3, YURI A. SHNEYDER4,  
IDA G. BASHKIROVA5, ELENA V. KARIMOVA6

1, 2, 3, 4, 5, 6 FGBU “All-Russian Plant Quarantine Center” 
(FGBU “VNIIKR”), Bykovo, Ramenskoye, Moscow 
Oblast, Russia, 140150

1 e-mail: evgeniyaf@mail.ru
2 e-mail: zhivaeva.vniikr@mail.ru
3 e-mail: prihodko_yuri59@mail.ru
4 ORCID ID: 0000-0002-7565-1241,  

e-mail: yury.shneyder@mail.ru 
5 ORCID ID: 0000-0001-9014-4179,  

e-mail: bashkirovaid@mail.ru
6 ORCID ID: 0000-0001-6474-8913,  

e-mail: elenavkar@mail.ru

* ЛОЗОВАЯ Е.Н.1, ЖИВАЕВА Т.С.2, 
ПРИХОДЬКО Ю.Н.3, ШНЕЙДЕР Ю.А.4,  
БАШКИРОВА И.Г.5, КАРИМОВА Е.В.6

1, 2, 3, 4, 5, 6 ФГБУ «Всероссийский центр карантина 
растений» (ФГБУ «ВНИИКР»), р. п. Быково, 
г. о. Раменский, Московская обл., Россия, 140150

1 e-mail: evgeniyaf@mail.ru
2 e-mail: zhivaeva.vniikr@mail.ru
3 e-mail: prihodko_yuri59@mail.ru
4 ORCID ID: 0000-0002-7565-1241,  

e-mail: yury.shneyder@mail.ru 
5 ORCID ID: 0000-0001-9014-4179,  

e-mail: bashkirovaid@mail.ru
6 ORCID ID: 0000-0001-6474-8913,  

e-mail: elenavkar@mail.ru

 ДИАГНОСТИКА   DIAGNOSIS 

АННОТАЦИЯ
Вирус коричневой морщинистости плодов тома-
та (Tomato brown rugose fruit virus, или Tobamo
virus fructirugosum, ToBRFV) является карантинным 
объектом ЕАЭС, ЕОКЗР и целого ряда стран мира. 
Вирус заражает томат, перец и несколько видов 
сорных растений. Потери урожая плодов томата 
в результате заражения ToBRFV могут достигать 
70%. Из-за развития интенсивной некротизации 
и деформации плоды зараженных растений ста-
новятся непригодными для продажи. 

Вирус коричневой морщинистости плодов 
томата характеризуется многообразием путей 
распространения и способен длительное время 
сохраняться в растительных остатках, почве, воде, 
растворах для гидропоники и на различных инерт-
ных поверхностях. Важное значение в распростра-
нении вируса коричневой морщинистости плодов 
томата имеет семенная инфекция. 

В соответствии с национальным докладом 
в Российской Федерации вирус коричневой мор-
щинистости плодов томата впервые был выявлен 
в 2023 г., что обусловило необходимость установле-
ния 5 карантинных фитосанитарных зон в 4 субъ-
ектах Российской Федерации. В 2024 г. наблюда-
лось дальнейшее расширение его ареала.

Важнейшей предпосылкой для предотвраще-
ния распространения фитопатогенных вирусов 
является установление источников их инфекции, 
что может быть достигнуто сравнением последо-
вательности нуклеотидов у выявленных изолятов 

ABSTRACT
Tomato brown rugose fruit virus or Tobamovirus fruc-
tirugosum (ToBRFV) is a quarantine pest of the EAEU, 
EPPO and some other countries. The virus affects to-
matoes, peppers and several weed species. Yield losses 
of tomato fruits as a result of infection with ToBRFV 
can reach 70%. Due to the development of intensive 
necrosis and deformation, the fruits of infected plants 
become unmarketable. 

ToBRFV is characterized by a variety of pathways 
and is capable of remaining for a long time in plant res-
idues, soil, water, hydroponic solutions and on various 
inert surfaces. Seed infection is of great importance in 
the spread of ToBRFV. 

According to the national report, ToBRFV was first 
detected in the Russian Federation in 2023, which ac-
counted for 5 quarantine phytosanitary areas in 4 con-
stituent entities of the Russian Federation. In 2024, 
a further expansion of its area was observed.

The most important prerequisite for preventing 
the spread of phytopathogenic viruses is the identifi-
cation of their infection sources, which can be achieved 
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INTRODUCTION

T omato brown rugose fruit virus or Tobamovi-
rus fructirugosum (ToBRFV) is a representa-
tive of the genus Tobamovirus of the Virga-
viridae family. Due to its danger and rapid 
spread, ToBRFV is regulated as a quaran-

tine pest in many countries and organizations, includ-
ing the EAEU and EPPO (Lozovaya et al., 2022).

Economically significant host plants of ToBRFV 
are tomato (Solanum lycopersicum) and pepper (Capsi-
cum annuum). The harmfulness of ToBRFV is further 
enhanced by its ability to infect tomato plants (see 
Fig. 1) with Tm resistance genes and pepper plants 
with L resistance alleles that provide resistance to 
other tobamoviruses (Salem et al., 2023). The virus can 
also infect several common weeds, such as Amaranthus 
retroflexus, Convolvulus arvensis, Oxalis corniculata, Cheno-
podium murale, Erigeron сanadensis, Taraxacum officinale, 
Solanum nigrum, Portulaca oleracea, etc. (EPPO, 2025).

ToBRFV was first detected on tomato in Jordan 
in 2015 (Salem et al., 2016). However, before that, in 
2014, an outbreak of a new disease affecting resistant 
tomato varieties was observed in southern Israel (Kari-
mova et al., 2020a). The disease was later identified as 
being caused by an Israeli ToBRFV isolate with a high 
degree of genomic sequence identity to the Jordanian 
isolate (Luria et al., 2017). In 2018, ToBRFV was de-
tected in Germany, Italy, Mexico, and the United States, 
and in 2019 in the United Kingdom, Greece, Egypt, Chi-
na, the Netherlands, and Turkey (Salem et al., 2023). 
ToBRFV is currently distributed in 48 countries on all 
continents except Antarctica (EPPO, 2025). Many of 
these countries are exporters of tomato and pepper 
seeds and fruits to the Russian Federation. In the Rus-
sian Federation, ToBRFV was first detected in 2023 
(National Report, 2024), and further expansion of its 
range was observed in 2024 (National Report, 2025).

Naturally, such a rapid propagation of ToBRFV 
was due to its ability to spread efficiently with seeds. 
Seeds isolated from infected tomato fruits can be 
100% infected with the virus (Salem et al., 2022). Ver-
tical transmission of the virus from infected seeds 
to seedlings is relatively low and varies from 0.08 to 
2.8% (Davino et al., 2020; Salem et al., 2022). However, 
even a few infected seedlings become sources for the 

ВВЕДЕНИЕ

В
ирус коричневой морщинистости 
плодов томата (Tomato brown rugose 
fruit virus, или Tobamovirus fructirugo-
sum, ToBRFV) – представитель рода 
Tobamovirus семейства Virgaviridae. 
В связи со своей высокой опасно-
стью и быстрым распространением 
ToBRFV регулируется в качестве ка-

рантинного объекта во многих странах и органи-
зациях, в том числе в ЕАЭС и ЕОКЗР (Лозовая и др., 
2022).

Экономически значимыми растениями – хозя-
евами ToBRFV являются томат (Solanum lycopersicum) 
и перец (Capsicum annuum). Вредоносность ToBRFV 
усугубляется его способностью заражать расте-
ния томатов (см. рис. 1) с генами устойчивости Tm 
и растения перца с аллелями устойчивости L, обе-
спечивающими устойчивость к другим тобамови-
русам (Salem et al., 2023). Вирус способен заражать 
также несколько повсеместно распространенных 
сорных растений, таких как амарант запрокину-
тый (Amaranthus retroflexus), вьюнок полевой (Convol-
vulus arvensis), кислица рожковая (Oxalis corniculata), 
марь постенная (Chenopodium murale), мелколепест-
ник канадский (Erigeron сanadensis), одуванчик ле-
карственный (Taraxacum officinale), паслен черный 
(Solanum nigrum), портулак огородный (Portulaca ole
racea), и ряд других (EPPO, 2025).

Впервые ToBRFV был выявлен на томате в Иор-
дании в 2015 г. (Salem et al., 2016). Однако до этого, 
в 2014 г., на юге Израиля наблюдалась вспышка 
нового заболевания, поражающего устойчивые со-
рта томата (Каримова и др., 2020a). Позднее было 
установлено, что причиной заболевания стал из-
раильский изолят ToBRFV с высокой степенью 
идентичности геномной последовательности 
с иорданским изолятом (Luria et al., 2017). В 2018 г. 
ToBRFV был выявлен в Германии, Италии, Мекси-
ке и США, а в 2019 г. – в Великобритании, Греции, 
Египте, Китае, Нидерландах и Турции (Salem et al., 
2023). В настоящее время ToBRFV распространен 
в 48 странах на всех континентах, за исключени-
ем Антарктиды (EPPO, 2025). Многие из этих стран 
являются экспортерами семян и плодов томата 
и перца в Российскую Федерацию. В Российской 
Федерации ToBRFV впервые был выявлен в 2023 г. 
(Национальный доклад, 2024), а в 2024 г. наблюда-
лось дальнейшее расширение его ареала (Нацио-
нальный доклад, 2025).

ДИАГНОСТИКА DIAGNOSIS

и изолятов данного патогена различного геогра-
фического происхождения.

В настоящей статье приведены результаты 
изучения генетических особенностей изолятов 
вируса коричневой морщинистости плодов тома-
та, выявленных в Ставропольском крае, Волгоград-
ской и Московской областях, Республике Казахстан 
и Республике Узбекистан. 

Ключевые слова. Молекулярная диагностика, 
полимеразная цепная реакция, праймер, секвени-
рование, филогенетический анализ.

by comparing the nucleotide sequence of the identified 
isolates and isolates of a given pathogen of different 
geographic origins.

This article presents the results of a study of the 
genetic characteristics of the ToBRFV isolates identi-
fied in Stavropol Krai, Volgograd Oblast and Moscow 
Oblast, the Republic of Kazakhstan and the Republic 
of Uzbekistan. 

Key words. Molecular diagnosis, polymerase 
chain reaction, primer, sequencing, phylogenetic 
analysis.
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subsequent spread of the virus. During various agri-
cultural activities, the virus can be transmitted me-
chanically through the hands, clothes, shoes and tools 
of workers, with irrigation water and hydroponic solu-
tions, as well as through direct contact of infected and 
uninfected plants (Karimova et al., 2020b, Schneider et 
al., 2021). It has been found that with only two ToBRFV 
infected tomato plants in a 0.5 ha greenhouse, infec-
tion was observed in 1.45, 80 and 100% of plants after 
1, 4 and 8 months, respectively (Panno et al., 2020).

Tobamovirus virions are extremely stable and 
can survive outside the host on inert (e.g. cardboard, 
pallets, glass, concrete, tools, clothing, vehicles) and 
biological surfaces (e.g. human hands, plant debris, 
pollinating insects), as well as in nutrient solutions, 
water and soil for months without losing their vir-
ulence (Smit et al., 2019). In particular, it has been 
shown that ToBRFV can survive on skin and gloves for 
at least 2 hours, in dried tomato plant juice on green-
house surfaces (glass, aluminum, steel, hard plastic, 
polyethylene film) for at least 4 weeks and on concrete 
for more than a week (EPPO, 2025). 

It has also been established that ToBRFV can be 
effectively spread by bumblebees and other pollinating 
insects (Levitzky et al., 2019).

Like other tobamoviruses, ToBRFV virions are rig-
id rod-shaped particles measuring 300 x 18 nm. 

The ToBRFV genome consists of a single mol-
ecule of single-stranded plus-sense RNA approxi-
mately 6376–6394 nucleotides long, which contains 
four open reading frames (ORFs). The two 5′-terminal 
ORFs are translated directly from the genomic RNA. 
ORF1 encodes a 126-kDa protein (p126) that contains 
methyltransferase and helicase domains. Passage of 
a stop codon (UAG) (amber) between ORF1 and ORF2 
results in the expression of a 183-kDa protein (p183) 
that contains an RNA-dependent RNA polymerase do-
main at its C-terminus. Both proteins are essential for 
viral replication. ORF3 and ORF4 are translated from 
5′-capped subgenomic RNAs 1 and 2, which encode 
a 30-kDa transport protein (MP) and a 17.5-kDa coat 
protein (CP), respectively. Genetically, ToBRFV is most 
closely related to tomato mosaic virus (ToMV) and to-
bacco mosaic virus (TMV), with which it shares 81–
82% nucleotide sequence identity (Salem et al., 2016).

MATERIALS AND METHODS
The objects of the study were ToBRFV isolates:

- detected in tomato plants collected in Stavropol 
Krai, Volgograd Oblast and Moscow Oblast in official-
ly established quarantine phytosanitary areas for this 
pathogen (fsvps.gov.ru, 2025);

- detected in tomato plants in the Republic of Ka-
zakhstan;

- identified in the Testing laboratory center of 
FGBU “VNIIKR” in regulated tomato fruits from the 
Republic of Uzbekistan.

RNA extraction for reverse transcription polymerase 
chain reaction (RT-PCR) was performed using сommer-
cial RNA extraction kit Proba-NK (AgroDiagnostika, 
Russia) according to the manufacturer’s instructions.

Безусловно, столь быстрое распространение 
ToBRFV было обусловлено его способностью эф-
фективно распространяться с семенами. Семена, 
выделенные из зараженных плодов томата, могут 
быть заражены вирусом на 100% (Salem et al., 2022). 
Вертикальная передача вируса от зараженных се-
мян к сеянцам является относительно невысокой 
и варьирует от 0,08 до 2,8% (Davino et al., 2020; 
Salem et al., 2022). Однако даже немногочислен-
ные заразившиеся растения рассады становятся 
источниками для последующего распространения 
вируса. При выполнении различных сельскохозяй-
ственных работ вирус может передаваться механи-
ческим путем через руки, одежду, обувь и инстру-
менты рабочих, с поливной водой и растворами 
для гидропоники, а также при прямом контакте 
зараженных и незараженных растений (Каримова 
и др., 2020b, Шнейдер и др., 2021). Установлено, что 
при наличии всего двух растений томата, инфи-
цированных ToBRFV, на теплицу площадью 0,5 га 
наблюдалось заражение 1,45; 80 и 100% растений 
через 1, 4 и 8 месяцев соответственно (Panno et al., 
2020).

Вирионы тобамовирусов чрезвычайно ста-
бильны и могут выживать вне хозяина на инертных 
(например, картон, поддоны, стекло, бетон, инстру-
менты, одежда, транспортные средства) и биоло-
гических поверхностях (например, человеческие 
руки, остатки растений, насекомые-опылители), 
а также в питательных растворах, воде и почве в те-
чение месяцев, не теряя своей вирулентности (Smit 
et al., 2019). В частности, показано, что ToBRFV мо-
жет выживать на коже и перчатках не менее 2 часов, 

Рис. 1. Симптомы 
ToBRFV на плодах томата 
из Республики Казахстан 
(фото авторов)

Fig. 1. ToBRFV symptoms 
on tomato fruits from 
the Republic of Kazakhstan 
(photo by the authors)
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cDNA synthesis was carried out using a kit of re-
agents for reverse transcription MMLV RT kit (Eurogen, 
Russia) according to the manufacturer’s instructions.

Tomato plants and fruits samples from Stavropol 
Krai, Volgograd Oblast, the Republic of Kazakhstan and 
the Republic of Uzbekistan were tested by RT-PCR with 
ToBRFV-F/ToBRFV-R primers (Alkowni et al., 2019) 
and a 5x MasDDMix-2025 reagent kit (Dialat, Russia). 
Each 25 μl reaction contained 5 μl of PCR master mix, 
5 μl of cDNA, 1 μl of each primer and 13 μl of sterile 
deionized water. The temperature-time regime was: 
95 °C – 5 min, 40 cycles (95 °C – 30 sec, 58 ˚С – 30 sec, 
72 °C – 60 sec).

Tomato plants and fruits samples from the Repub-
lic of Kazakhstan and the Republic of Uzbekistan were 
also tested by RT-PCR with primers ToBRT up1/To-
BRT do2 (Dovas et al., 2004) and a 5x MasDDMix-2025 
reagent kit (Dialat, Russia). Each 25 μl reaction con-
tained 5 μl of PCR master mix, 3 μl of cDNA, 1 μl of 
each primer and 16 μl of sterile deionized water. The 
temperature-time regime was: 95 °C – 1 min, 40 cycles 
(95 °C – 15 sec, 49 °C – 20 sec, 72 °C – 60 sec).

The obtained amplicons were sequenced using a 
modified Sanger method on an AB-3500 genetic ana-
lyzer (Applied Biosystems, USA). The following software 
was used to analyze the obtained nucleotide sequenc-
es: BioEdit 7.0.5.3 (Hall, 1999), BLASTN 2.12.0+ (nc-
biinsights.ncbi.nlm.nih.gov) and Needleman-Wunsch 
Global Align Nucleotide Sequences (blast.ncbi.nlm.
nih.gov). Phylogenetic analysis was performed using 
the MEGA11 software (Tamura et al., 2021). 

For phylogenetic analysis, along with the identi-
fied isolates, the following ToBRFV isolates deposited 
in the NCBI Genbank were included: TBRFV-Ant-Tom 
(MT107885, Turkey), 39941596_A (MN882048, the 
Netherlands), Tom2M-Jo (MZ438228, Jordan), To-
BRFV-SD (MT018320, China) and TBRFV-IL (KX619418, 
Israel). The ToMV isolate PV-0846 DSMZ (MW197140, 
Iran) was included as a phylogenetic outgroup.

Tomato plant samples from Moscow Oblast were 
tested by RT-PCR with ToBRFV F-5476/ToBRFV R-6287 
primers (Levitzky et al., 2019) and the One Tube RT-
PCR TaqMan reagent kit (Eurogen, Russia). Each 25 μl 
reaction contained 5 μl of PCR master mix, 3.5 μl of 
extracted RNA, 0.5 μl of each primer, 0.5 μl of MMLV 
reverse transcriptase, and 15 μl of sterile deionized 
water. The temperature and time regime were: 50 °C 
for 15 min, 95 °C for 1 min, 40 cycles (95 °C for 15 sec, 
53 ˚С for 20 sec, 72 °C for 20 sec).

RESULTS AND DISCUSSION
ToBRFV-F/ToBRFV-R primers (Alkowni et al., 2019) 
recommended for the specific ToBRFV detection in the 
EPPO diagnostic protocol (EPPO, 2022) and the guide-
lines of FGBU “VNIIKR” (No. 01-2020 MR VNIIKR), al-
low amplification of a 560 bp section of the ToBRFV 
replicase gene. Using these primers allows effective 
diagnosis of the target object in tomato plant samples 
(Shneyder et al., 2022). As an example, Fig. 2 shows 
the results of one of the tests for detecting ToBRFV in 
tomato plant samples from Stavropol Krai.

а в высушенном соке растений томата на поверхно-
стях теплиц (стекло, алюминий, сталь, твердый пла-
стик, полиэтиленовая пленка) – не менее 4 недель 
и на бетоне – более недели (EPPO, 2025). 

Установлено также, что ToBRFV может эффек-
тивно распространяться шмелями и другими насе-
комыми-опылителями (Levitzky et al., 2019).

Как и у других тобамовирусов, вирионы To-
BRFV представляют собой жесткие палочковидные 
частицы величиной 300 х 18 нм. 

Геном ToBRFV состоит из единственной мо-
лекулы одноцепочечной плюс-смысловой РНК 
длиной около 6376–6394 нуклеотидов, которая 
содержит четыре открытые рамки считывания 
(ОРС). Две 5′-концевые ОРС транслируются не-
посредственно с геномной РНК. OРС1 кодирует 
белок массой 126  кДа (p126), который содержит 
домены метилтрансферазы и хеликазы. Прохожде-
ние стоп-кодона янтаря (UAG) между ОРС1 и ОРС2 
приводит к экспрессии белка массой 183 кДа 
(p183), который содержит домен РНК-зависимой 
РНК-полимеразы на своем C-конце. Оба белка не-
обходимы для репликации вируса. ОРС3 и ОРС4 
транслируются с 5›-кэпированных субгеномных 
РНК 1 и 2, которые кодируют транспортный бе-
лок массой 30 кДа (MP) и белок оболочки массой 
17,5 кДа (CP) соответственно. Генетически ToBRFV 
наиболее близок к тобамовирусам мозаики томата 
(ToMV) и табачной мозаики (TMV), с которыми име-
ет идентичность последовательности нуклеотидам 
на уровне 81–82% (Salem et al., 2016).

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Объектами исследований являлись изоляты 
ToBRFV:

– выявленные в растениях томата, отобранные 
в Ставропольском крае, Волгоградской и Москов-
ской областях в официально установленных каран-
тинных фитосанитарных зонах для этого патогена 
(fsvps.gov.ru, 2025);

– выявленные в растениях томата в Республи-
ке Казахстан;

– выявленные в ИЛЦ ФГБУ «ВНИИКР» в подка-
рантинной продукции плодов томата из Республи-
ки Узбекистан.

Экстракцию РНК для проведения полимераз-
ной цепной реакции с обратной транскрипцией 
(ОТ-ПЦР) проводили коммерческим набором ре-
агентов Проба-НК (Агродиагностика, Россия) со-
гласно инструкции фирмы-производителя.

Синтез кДНК осуществляли набором реаген-
тов для обратной транскрипции MMLV RT kit (Ев-
роген, Россия) согласно инструкции фирмы-про-
изводителя.

Образцы растений и плодов томата из Став-
ропольского края, Волгоградской области, Респу-
блики Казахстан и Республики Узбекистан тести-
ровали методом ОТ-ПЦР с праймерами ToBRFV-F/
ToBRFV-R (Alkowni et al., 2019) и набором реаген-
тов 5x MasDDMix-2025 (Диалат, Россия). Каждая 
реакция объемом 25 мкл содержала 5 мкл мастер 
микса для ПЦР, 5 мкл кДНК, по 1 мкл каждого 
праймера и 13 мкл стерильной деионизированной 
воды. Температурно-временной режим составил: 
95 °C – 5 мин, 40 циклов (95 °C – 30 сек, 58 °С – 
30 сек, 72 °C – 60 сек).
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During sequencing of the amplification products 
of the ToBRFV-F/ToBRFV-R primers, sequences were 
obtained for 10 ToBRFV isolates from Stavropol Krai, 
three isolates from Volgograd Oblast, two isolates from 
Moscow Oblast, 10 and 5 isolates from the Republic of 
Kazakhstan and the Republic of Uzbekistan, respec-
tively.

Analysis of the obtained sequences in the Nucle-
otide Blast showed that they all belong to ToBRFV spe-
cies and correspond to the region of the 126 kDa rep-
licase gene of the ORF-1 ToBRFV of numerous isolates 
of this virus deposited in the NCBI Genbank.

The identity of nucleotide sequences in the iden-
tified isolates from Stavropol Krai (StToBR isolates) 
compared to the reference ToBRFV isolates ranged 
from 98.57 to 100%, in isolates from Volgograd Oblast 
(VolToBR isolates) – from 98.03 to 98.92%, in isolates 
from Moscow Oblast – from 99.64 to 99.82%. 

 Among the isolates from Stavropol Krai, the high-
est identity with the reference ToBRFV isolates (99.82–
100%) was demonstrated by isolate StToBR-21-312, 
while the lowest identity (98.57–98.93%) was demon-
strated by isolate StToBR-5-320 (see Tables 1–2), indi-
cating the presence of at least two primary sources of 
infection. At the same time, in contrast to all other an-
alyzed Russian isolates, isolate StToBR-5-320 demon-
strated the highest identity with isolate ToBRFV-SD 
(OR792460.1) identified in China.

All other isolates from Stavropol Krai, Volgograd 
Oblast and Moscow Oblast were characterized by high 
identity with a group of 62–65 reference isolates dis-
tributed in Germany, Greece, Israel, Jordan, Iran, Chi-
na, Morocco, Mexico, the Netherlands, the USA, Pal-
estine and Turkey, of which about 50% were isolates 

Образцы растений и плодов томата из Ре-
спублики Казахстан и Республики Узбекистан те-
стировали также методом ОТ-ПЦР с праймерами 
ToBRT up1/ToBRT do2 (Dovas et al., 2004) и набо-
ром реагентов 5x MasDDMix-2025 (Диалат, Россия). 
Каждая реакция объемом 25 мкл содержала 5 мкл 
мастер микса для ПЦР, 3 мкл кДНК, по 1 мкл каж-
дого праймера и 16 мкл стерильной деионизиро-
ванной воды. Температурно-временной режим 
составил: 95 °C – 1 мин, 40 циклов (95 °C – 15 сек, 
49 °С – 20 сек, 72 °C – 60 сек).

Полученные ампликоны секвенировали по мо-
дифицированному методу Сенгера на генетическом 
анализаторе AB-3500 (Applied Biosystems, США). Для 
анализа полученных нуклеотидных последователь-
ностей использовали программное обеспечение 
BioEdit 7.0.5.3 (Hall, 1999), BLASTN 2.12.0+ (ncbiin-
sights.ncbi.nlm.nih.gov) и Needleman-Wunsch Global 
Align Nucleotide Sequences (blast.ncbi.nlm.nih.gov). 
Филогенетический анализ проводили с помощью 
программы MEGA11 (Tamura et al., 2021). 

Для филогенетического анализа наряду с вы-
явленными изолятами были включены следующие 
изоляты ToBRFV, депонированные в генбанке NCBI: 
TBRFV-Ant-Tom (MT107885, Турция), 39941596_A 
(MN882048, Нидерланды), Tom2M-Jo (MZ438228. 
Иордания), ToBRFV-SD (MT018320, Китай) и TBRFV-
IL (KX619418, Израиль). Изолят тобамовируса мо-
заики томата ToMV PV-0846 DSMZ (MW197140, 
Иран) был включен в качестве филогенетической 
аутгруппы.

Образцы растений томата из Московской об-
ласти тестировали методом ОТ-ПЦР с праймерами 
ToBRFV F-5476/ToBRFV R-6287 (Levitzky et al., 2019) 
и набором реагентов One Tube RT-PCR TaqMan (Ев-
роген, Россия). Каждая реакция объемом 25 мкл 
содержала 5 мкл мастер микса для ПЦР, 3,5 мкл экс-
трагированной РНК, по 0,5 мкл каждого праймера, 
0,5 мкл ревертазы MMLV и 15 мкл стерильной деио-
низированной воды. Температурно-временной ре-
жим составил: 50 °C – 15 мин, 95 °C – 1 мин, 40 цик
лов (95 °C – 15 сек, 53 °С – 20 сек, 72 °C – 20 сек).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Праймеры ToBRFV-F/ToBRFV-R (Alkowni et al., 
2019), рекомендуемые для специфического выяв-
ления ToBRFV в диагностическом протоколе ЕОКЗР 
(EPPO, 2022) и методических рекомендациях ФГБУ 
«ВНИИКР» (№ 01-2020 МР ВНИИКР), позволяют ам-
плифицировать участок гена репликазы ToBRFV 
длиной 560 п.о. Использование данных праймеров 
позволяет эффективно диагностировать целевой 
объект в образцах растений томата (Shneyder et 
al., 2022). В качестве примера на рис. 2 представ-
лены результаты одного из тестов по выявлению 
ToBRFV в образцах растений томата из Ставрополь-
ского края.

В ходе секвенирования продуктов амплифи-
кации праймеров ToBRFV-F/ToBRFV-R были полу-
чены последовательности для 10 изолятов ToBRFV 
из Ставропольского края, трех изолятов из Волго-
градской области, двух изолятов из Московской 
области, 10 и 5 изолятов из Республики Казахстан 
и Республики Узбекистан соответственно.

Анализ полученных последовательностей 
в программе Nucleotide Blast показал, что все они 

Рис. 2. Выявление вируса 
коричневой морщинистости 
плодов томата (ToBRFV) 
в образцах растений томата из 
Ставропольского края методом 
ОТ-ПЦР с праймерами ToBRFV-F/
ToBRFV-R (Alkowni et al., 2019). 
Бэнды 1–33 – образцы растений 
томата, бэнд 34 – отрицательный 
контрольный образец

Fig. 2. Detectiom of 
ToBRFV in tomato plant 
samples from Stavropol 
Krai by RT-PCR with 
primers ToBRFV-F/
ToBRFV-R (Alkowni 
et al., 2019). Bands 
1–33 – tomato plant 
samples, band 34 – 
negative control sample
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относятся к виду Tomato brown rugose fruit virus 
(ToBRFV) и соответствуют участку гена репликазы 
126 кДа ОРС-1 ToBRFV многочисленных изолятов 
этого вируса, депонированных в генбанке NCBI.

Идентичность последовательностей нуклео-
тидов у выявленных изолятов из Ставропольского 
края (изоляты StToBR) в сравнении с референт-
ными изолятами ToBRFV варьировала от 98,57 
до 100%, у изолятов из Волгоградской области 
(изоляты VolToBR) – от 98,03 до 98,92%, у изолятов 
из Московской области – от 99,64 до 99,82%. 

 Среди изолятов из Ставропольского края наи-
более высокой идентичностью с референтными 
изолятами ToBRFV (99,82–100%) характеризовался 
изолят StToBR-21-312, а наименее высокой иден-
тичностью (98,57–98,93%) – изолят StToBR-5-320 
(см. табл. 1–2), что свидетельствует о наличии как 
минимум двух первичных источников инфекции. 
При этом в отличие от всех других анализируемых 
российских изолятов для изолята StToBR-5-320 
установлена наиболее высокая идентичность 
с изолятом ToBRFV-SD (OR792460.1), выявленном 
в Китае. 

Все остальные изоляты из Ставропольского 
края, Волгоградской и Московской областей харак-
теризовались высокой идентичностью с группой 
из 62–65 референтных изолятов, распространен-
ных в Германии, Греции, Израиле, Иордании, Ира-
не, Китае, Марокко, Мексике, Нидерландах, США, 
Палестине и Турции, среди которых около 50% 
составляют изоляты, распространенные в Израи-
ле, Иордании и Турции. Некоторые из этих рефе-
рентных изолятов и их идентичность по анализи-
руемому участку генома с изолятами ToBRFV из РФ 
представлены в табл. 2.

Изоляты ToBRFV из Волгоградской области 
характеризовались менее высокой идентичностью 
с референтными изолятами этого вируса (не выше 
98,93%), чем изоляты из Ставропольского края 
и Московской области (см. табл. 1), что указывает 
на различное происхождение первичных источни-
ков инфекции. 

При попарном сравнении последовательно-
стей нуклеотидов, проведенном с использованием 
Needleman-Wunsch Global Align Nucleotide Sequenc-
es, было установлено, что идентичность изолятов 
ToBRFV-EK-49 и ToBRFV-EK-54 из Московской 
области по данному участку генома составляет 
100%. Идентичность этих изолятов в сравнении 
с изолятами из Ставропольского края варьирова-
ла от 98,94 до 100%, тогда как с изолятами из Вол-
гоградской области составила всего 97,99–98,73%. 
Идентичность последовательностей нуклеотидов 
у изолятов из Волгоградской области в сравнении 
с изолятами из Ставропольского края варьировала 
от 97,32 до 98,92%, тогда как внутри группы изо-
лятов из Ставропольского края (за исключением 
изолята StToBR-5-320) составила 99,09–99,82%. 
Как уже отмечалось, изолят StToBR-5-320 харак-
теризуется существенной дивергентностью. Его 
идентичность в сравнении с другими изолятами 
ToBRFV из Ставропольского края составила все-
го 97,51–98,75%, а с изолятами из Волгоградской 
области – 97,33–97,69%. В свою очередь, все три 
анализируемых изолята ToBRFV из Волгоградской 
области оказались генетически разнородными. 

Табл. 1. Идентичность последовательностей 
нуклеотидов участка гена репликазы 126 кДа 
изолятов ToBRFV из Ставропольского края, 
Волгоградской и Московской областей и изолятов 
ToBRFV, депонированных в генбанке NCBI
Table 1. Identity of nucleotide sequences of 
the 126 kDa replicase gene region of ToBRFV isolates 
from Stavropol Krai, Volgograd Oblast  
and Moscow Oblast and ToBRFV isolates deposited  
in the NCBI Genbank

Изолят*
Isolate*

Идентичность
(%)
Identity
(%)

Кол-во изолятов 
из генбанка NCBI с данной 
идентичностью 
Number of isolates from NCBI 
Genbank with given identity

StToBR-3-320  
№ 1

99,82 62

99,64 38

StToBR-3-320  
№ 2

99,11 62

98,93 38

StToBR-5-320

98,93 1

98,75 62

98,57 37

StToBR-11-312 
№ 1

99,82 62

99,64 38

StToBR-11-312 
№ 2

99,28 62

99,11 38

StToBR-21-312
100 62

99,82 38

StToBR-24-312 
№ 1

99,46 62

99,28 38

StToBR-24-312 
№ 2

99,82 62

99,64 38

StToBR-26-312 
№ 1

99,64 62

99,46 38

StToBR-26-312 
№ 2

99,29 62

99,11 38

VolToBR-42  
№ 1

98,40 65

98,22 35

VolToBR-43  
№ 1

98,92 62

98,74 38

VolToBR-43  
№ 2

98,21 62

98,03 38

ToBRFV-EK-49
99,82 68

99,64 30

ToBRFV-EK-54
99,82 67

99,64 31

* Изоляты StToBR, VolToBR и ToBRFV-EK выявлены 
соответственно в Ставропольском крае, Волгоградской 
и Московской областях
* Isolates StToBR, VolToBR and ToBRFV-EK were detected 
in Stavropol Krai, Volgograd Oblast and Moscow Oblast, respectively
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distributed in Israel, Jordan and Turkey. Some of these 
reference isolates and their identity in the analyzed 
region of the genome with ToBRFV isolates from the 
Russian Federation are presented in Table 2.

ToBRFV isolates from Volgograd Oblast were char-
acterized by a lower identity with the reference virus 
isolates (no higher than 98.93%) than isolates from 
Stavropol Krai and Moscow Oblast (see Table 1), which 
indicates a different origin of the primary sources of 
infection. 

Pairwise comparison of nucleotide sequenc-
es using Needleman-Wunsch Global Align Nucleo-
tide Sequences showed that the identity of the To-
BRFV-EK-49 and ToBRFV-EK-54 isolates from Moscow 
Oblast for this genomic region was 100%. The identity 
of these isolates compared to isolates from Stavropol 
Krai ranged from 98.94 to 100%, while with isolates 
from Volgograd Oblast it was only 97.99–98.73%. 
The identity of nucleotide sequences in isolates from 
Volgograd Oblast compared to isolates from Stav-
ropol Krai ranged from 97.32 to 98.92%, while within 
the group of isolates from Stavropol Krai (except for 
isolate StToBR-5-320) it was 99.09–99.82%. As al-
ready noted, isolate StToBR-5-320 is characterized 

Их идентичность в сравнении друг с другом соста-
вила всего 97,33–97,69% (см. табл. 3).

Таким образом было показано, что изоляты 
ToBRFV, выявленные в Ставропольском крае и Мо-
сковской области, характеризуются высоким гене-
тическим сходством, но существенно отличаются 
от изолятов этого вируса из Волгоградской обла-
сти, что может говорить о разном происхождении 
источника вируса.

Секвенирование продуктов амплификации, 
полученных в тестах методом ОТ-ПЦР для образ-
цов растений и плодов томата из Республики Ка-
захстан и Республики Узбекистан, подтвердило, 
что все они относятся к виду Tomato brown rugose 
fruit virus (ToBRFV). Продукты амплификации 
праймеров TobRT-up1/TobRT-do2 соответствова-
ли участку гена репликазы 183 кДа ОРС-2 ToBRFV, 
а продукты амплификации праймеров ToBRFV-F/
ToBRFV-R – участку гена репликазы 126 кДа ОРС-1 
ToBRFV многочисленных изолятов этого вируса, 
депонированных в генбанке NCBI (см. табл. 4–5). 

Анализ полученных последовательностей по-
казал, что все изоляты ToBRFV, выявленные в рас-
тениях томата из Республики Казахстан, являются 

Табл. 2. Сравнение изолятов ToBRFV Волгоградской области и Ставропольского края 
с референтными изолятами этого вируса по последовательности нуклеотидов  
в гене репликазы 126 кДа
Table 2. Comparison of ToBRFV isolates from Volgograd Oblast and Stavropol Krai with 
reference isolates of this virus by the nucleotide sequence in the 126 kDa replicase gene

Российские  
изоляты ToBRFV*
ToBRFV Russian 
isolates *

Референтные изоляты ToBRFV с наиболее высокой идентичностью  
последовательности нуклеотидов:
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StToBR-3-320 № 1 99,82 99,82 99,82 99,82 99,82 99,82 99,82 99,82 99,82 99,82 99,82

StToBR-3-320 № 2 99,11 99,11 99,11 99,11 99,11 99,11 99,11 99,11 99,11 99,11 99,11

StToBR-5-320** 98,75 98,75 98,75 98,75 98,75 98,75 98,75 98,75 98,75 98,75 98,75

StToBR-11-312 № 1 99,82 99,82 99,82 99,82 99,82 99,82 99,82 99,82 99,82 99,82 99,82

StToBR-11-312 № 2 99,28 99,28 99,28 99,28 99,28 99,28 99,28 99,28 99,28 99,28 99,28

StToBR-21-312 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100

StToBR-24-312 № 1 99,46 99,46 99,46 99,46 99,46 99,46 99,46 99,46 99,46 99,46 99,46

StToBR-24-312 № 2 99,82 99,82 99,82 99,82 99,82 99,82 99,82 99,82 99,82 99,82 99,82

StToBR-26-312 № 1 99,64 99,64 99,64 99,64 99,64 99,64 99,64 99,64 99,64 99,64 99,64

StToBR-26-312 № 2 99,29 99,29 99,29 99,29 99,29 99,29 99,29 99,29 99,29 99,29 99,29

VolToBR-42 98,40 98,40 98,40 98,40 98,40 98,40 98,40 98,40 98,40 98,40 98,40

VolToBR-43 № 1 98,92 98,92 98,92 98,92 98,92 98,92 98,92 98,92 98,92 98,92 98,92

VolToBR-43 № 2 98,21 98,21 98,21 98,21 98,21 98,21 98,21 98,21 98,21 98,21 98,21

ToBRF-EK-54 99,82 99,82 99,82 99,82 99,82 99,82 99,82 99,82 99,82 99,82 99,82

* Продукт амплификации ПЦР с праймерами TobRT-up1/TobRT-do2;   
** Продукт амплификации ПЦР с праймерами ToBRFV-F/ToBRFV-R
* PCR amplification product with primers TobRT-up1/TobRT-do2;   
** PCR amplification product with primers ToBRFV-F/ToBRFV-R
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by significant divergence. Its identity in comparison 
with other ToBRFV isolates from Stavropol Krai was 
only 97.51–98.75%, and with isolates from Volgograd 
Oblast – 97.33–97.69%. In turn, all three analyzed 
ToBRFV isolates from Volgograd Oblast turned out to 
be genetically heterogeneous. Their identity in com-
parison with each other was only 97.33–97.69% (see 
Table 3).

Thus, it was shown that ToBRFV isolates identified 
in Stavropol Krai and Moscow Oblast are characterized 
by high genetic similarity, but differ significantly from 
this virus isolates from the Volgograd Oblast, which 
may indicate a different origin of the virus source.

Sequencing of the amplification products ob-
tained in RT-PCR tests for tomato plant and fruit sam-
ples from the Republic of Kazakhstan and the Republic 
of Uzbekistan confirmed that they all belong to the To-
BRFV. The amplification products of the TobRT-up1/
TobRT-do2 primers corresponded to the 183 kDa rep-
licase gene region of the ToBRFV ORF-2, and the ampli-
fication products of the ToBRFV-F/ToBRFV-R primers 
corresponded to the 126 kDa replicase gene region of 
the ToBRFV ORF-1 of numerous isolates of this virus 
deposited in the NCBI Genbank (see Tables 4–5). 

Analysis of the obtained sequences showed that 
all ToBRFV isolates detected in tomato plants from the 
Republic of Kazakhstan are genetically closely relat-
ed. The identity of the nucleotide sequence in the 126 
kDa polymerase gene of the isolate Kaz-21 and isolates 
Kaz-20, Kaz-22, Kaz-26, Kaz-27, Kaz-30 and Kaz-31 
was 100%, and that of the isolate Kaz-21 compared to 
isolates Kaz-23, Kaz-24 and Kaz-25 was 99.81%, i.e. it 
differed in only one nucleotide.

генетически близкородственными. Идентичность 
последовательности нуклеотидов в гене полимера-
зы 126 кДа изолята Kaz-21 и изолятов Kaz-20, Kaz-
22, Kaz-26, Kaz-27, Kaz-30 и Kaz-31 составила 100%, 
а изолята Kaz-21 в сравнении с изолятами Kaz-23, 
Kaz-24 и Kaz-25 – 99,81%, то есть отличалась всего 
по одному нуклеотиду.

Последовательность нуклеотидов гена репли-
казы 126 кДа ОРС-1 у выявленных изолятов Kaz-20, 
Kaz-21, Kaz-22, Kaz-26, Kaz-27 и Kaz-30 на 100% со-
ответствовала таковой у 57–58 изолятов ToBRFV 
из генбанка NCBI. Для изолятов Kaz-23, Kaz-24, 
Kaz-25 и Kaz-31 идентичность данного участка 
в сравнении с этими же референтными изолятами 
ToBRFV составила 99,64–99,82% (см. табл. 4). Более 
50% референтных изолятов этой группы было вы-
явлено в Нидерландах. 

По последовательности нуклеотидов в гене 
репликазы 183 кДа изоляты Kaz-20, Kaz-22, Kaz-23, 
Kaz-24, Kaz-25 и Kaz-26 из Республики Казахстан ха-
рактеризуются наиболее высокой идентичностью 
(99,29–99,82%) с изолятом 39986411 (OM515247) 
из Нидерландов. С группой из 101 другого рефе-
рентного изолята ToBRFV по этому участку генома 
идентичность изолятов из Республики Казахстан 
составила 99,11–99,64% (см. табл. 4). Эта груп-
па включает 55 других изолятов из Нидерландов 
и референтный изолят Uzb_4.1 (OR501605) из Уз-
бекистана. Идентичность последовательностей ну-
клеотидов у шести выявленных изолятов ToBRFV 
из Узбекистана в сравнении с референтными 
изолятами этого вируса составила 99,27–99.82% 
для гена репликазы 183 кДа ОРС-2 и 99,82–100% – 
для гена репликазы 126 кДа ОРС-1 (см. табл. 5). Для 
изолята Uzb-6 наблюдалась 100%-я идентичность 
участка гена репликазы 126 кДа с изолятом Conv-
01 (OP150933) из Италии. Идентичность выявлен-
ных нами изолятов Uzb-1 и Uzb-3 по участку гена 

Табл. 3. Идентичность последовательности нуклеотидов (%) участка гена репликазы 
126 кДа у российских изолятов ToBRFV из Ставропольского края,  
Волгоградской и Московской областей 
Table 3. Nucleotide sequence identity (%) of the 126 kDa replicase gene region  
in Russian ToBRFV isolates from Stavropol Krai, Volgograd Oblast and Moscow Oblast
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VolToBR-43 № 2 97,48 97,69 97,63 97,32 97,33 98,04 97,50 98,22 97,68 98,04 97,86 97,34

VolToBR-43 № 1 97,48 97,33 98,55 98,02 97,48 98,74 98,20 98,92 98,38 98,74 98,56 98,04

VolToBR-42 № 1 97,69 97,33 98,36 97,51 97,69 98,22 97,69 98,40 97,86 98,22 98,04 97,87

StToBR-3-320 № 1 97,63 98,53 98,36 99,27 98,54 99,13 99,09 99,82 99,27 99,63 99,45 99,09

StToBR-5-320 97,33 97,48 97,69 98,54 97,68 98,39 97,51 98,39 98,04 98,75 98,21 97,69

StToBR-11-312 № 1 98,04 98,74 98,22 99,63 99,28 98,39 99,11 99,64 99,64 99,64 99,46 99,47

StToBR-21-312 98,22 98,92 98,40 99,82 99,11 98,39 99,64 99,28 99,46 99,82 99,64 99,11

StToBR-24-312 № 1 97,68 98,38 97,86 99,27 98,04 98,04 99,64 98,76 99,46 99,64 99,11 99,11

StToBR-26-312 № 1 97,86 98,56 98,04 99,45 98,75 98,21 99,46 98,93 99,64 99,11 99,46 98,76

ToBRFV-EK-49,  
ToBFV-EK-54 97,99 98,73 98,36 100 99,27 98,94 99,63 99,09 99,82 99,27 99,63 99,45 99,09
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The nucleotide sequence of the 
126 kDa ORF-1 replicase gene in the 
identified isolates Kaz-20, Kaz-21, 
Kaz-22, Kaz-26, Kaz-27 and Kaz-30 was 
100% consistent with that of 57–58 To-
BRFV isolates from the NCBI Genbank. 
For isolates Kaz-23, Kaz-24, Kaz-25 and 
Kaz-31, the identity of this region com-
pared to the same reference ToBRFV 
isolates was 99.64–99.82% (see Table 
4). More than 50% of the reference iso-
lates of this group were identified in the 
Netherlands. 

Based on the nucleotide sequence 
in the 183 kDa replicase gene, isolates 
Kaz-20, Kaz-22, Kaz-23, Kaz-24, Kaz-
25, and Kaz-26 from the Republic of 
Kazakhstan are characterized by the 
highest identity (99.29–99.82%) with 
isolate 39986411 (OM515247) from 
the Netherlands. With a group of 101 
other reference ToBRFV isolates, the 
identity of the isolates from the Re-
public of Kazakhstan for this region 
of the genome was 99.11–99.64% (see 
Table 4). This group includes 55 other 
isolates from the Netherlands and the 
reference isolate Uzb_4.1 (OR501605) 
from Uzbekistan. The identity of nu-
cleotide sequences in six identified 
ToBRFV isolates from Uzbekistan 
compared to the reference isolates of 
this virus was 99.27–99.82% for the 
183 kDa replicase gene ORF-2 and 
99.82–100% for the 126 kDa replicase 
gene ORF-1 (see Table 5). For the Uzb-
6 isolate, 100% identity of the 126 kDa 
replicase gene region was observed 
with the Conv-01 (OP150933) isolate 
from Italy. The identity of the Uzb-1 
and Uzb-3 isolates identified by us 
for the 183 kDa replicase gene region 
compared to the same region of the ge-
nome of the reference isolate Uzb_4.1 
(OR501605) was high and amounted to 
99.29 and 99.82%, respectively. 

After pairwise comparisons of 
the 126 kDa replicase gene region, the 
identity of isolates Uzb-1, Uzb-2, Uzb-3 
and Uzb-4 was 100%, and the identity 
of isolate Uzb-6 compared to these iso-
lates was 99.82%.

According to the conducted phy-
logenetic analysis, it was established 
that isolates StToBR-26-312-1, StTo-
BR-26-312-2, StToBR-21-312 (Stav-
ropol Krai), Kaz-26 and Kaz-31 (Re-

public of Kazakhstan) form a separate cluster together 
with isolates TBRFV-IL (Israel) and Tom2M-Jo (Jordan). 
Isolates Kaz-22, Kaz-23, Kaz-24 and Kaz-30 (Republic 
of Kazakhstan) and Uzb-1 (Republic of Uzbekistan) 

репликазы 183 кДа в сравнении с аналогичным 
участком генома референтного изолята Uzb_4.1 
(OR501605) оказалась высокой и составила соот-
ветственно 99,29 и 99,82%. 

После попарных сравнений участка гена ре-
пликазы 126 кДа идентичность изолятов Uzb-1, 
Uzb-2, Uzb-3 и Uzb-4 составила 100%, а идентич-
ность изолята Uzb-6 в сравнении с этими изолята-
ми – 99,82%.

Табл. 4. Идентичность последовательностей нуклеотидов 
изолятов ToBRFV из Республики Казахстан и изолятов 
ToBRFV, депонированных в генбанке NCBI
Table 4. Identity of ToBRFV isolates nucleotide sequences 
from the Republic of Kazakhstan and ToBRFV isolates 
deposited in the NCBI Genbank

Изолят
Isolate

Участок генома
Genome region

Идентичность
(%)
Identity
(%)

Кол-во изолятов 
NCBI***
Number of 
isolates NCBI***

Kaz-20

Ген репликазы 183 кДа ОРС-2*
Replicase gene 183 kDa ORF-2*

99,46 1

99,28 101

Ген репликазы 126 кДа ОРС-1**
Replicase gene 126 kDa ORF-1**

100 57

99,82 42

Kaz-21 Ген репликазы 126 кДа ОРС-1**
Replicase gene 126 kDa ORF-1**

100 57

99,82 42

Kaz-22

Ген репликазы 183 кДа ОРС-2*
Replicase gene 183 kDa ORF-2*

99,29 1

99,11 101

Ген репликазы 126 кДа ОРС-1**
Replicase gene 126 kDa ORF-1**

100 57

99,82 42

Kaz-23

Ген репликазы 183 кДа ОРС-2*
Replicase gene 183 kDa ORF-2*

99,46 1

99,28 101

Ген репликазы 126 кДа ОРС-1**
Replicase gene 126 kDa ORF-1**

99,82 57

99,64 42

Kaz-24

Ген репликазы 183 кДа ОРС-2*
Replicase gene 183 kDa ORF-2*

99,64 1

99,45 101

Ген репликазы 126 кДа ОРС-1**
Replicase gene 126 kDa ORF-1**

99,82 57

99,64 42

Kaz-25

Ген репликазы 183 кДа ОРС-2*
Replicase gene 183 kDa ORF-2*

99,64 1

99,46 101

Ген репликазы 126 кДа ОРС-1**
Replicase gene 126 kDa ORF-1**

99,82 57

99,64 42

Kaz-26

Ген репликазы 183 кДа ОРС-2*
Replicase gene 183 kDa ORF-2*

99,82 1

99,64 101

Ген репликазы 126 кДа ОРС-1**
Replicase gene 126 kDa ORF-1**

100 57

99,82 42

Kaz-27 Ген репликазы 126 кДа ОРС-1**
Replicase gene 126 kDa ORF-1**

100 58

99,82 41

Kaz-30 Ген репликазы 126 кДа ОРС-1**
Replicase gene 126 kDa ORF-1**

100 58

99,82 41

Kaz-31 Ген репликазы 126 кДа ОРС-1**
Replicase gene 126 kDa ORF-1**

99,82 57

99,64 42

* Продукт амплификации ПЦР с праймерами TobRT-up1/TobRT-do2;
** Продукт амплификации ПЦР с праймерами ToBRFV-F/ToBRFV-R;
*** Количество изолятов в генбанке NCBI с данной идентичностью
* PCR amplification product with primers TobRT-up1/TobRT-do2;
** PCR amplification product with primers ToBRFV-F/ToBRFV-R;
*** Number of isolates in the NCBI Genbank with a given identity
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formed the second cluster together with 
isolates TBRFV-Ant-Tom (Turkey) and 
ToBRFV-SD (China). Isolates Kaz-21, 
Kaz-25 and Kaz-27 (Republic of Kazakh-
stan) were grouped together with isolate 
39941596_A (Netherlands). Isolates 
from Moscow Oblast (ToBRFV-EK-49 
and ToBRFV-EK-54) and four isolates 
from Stavropol Krai (StToBR-3-320-1, 
StToBR-3-320-2, StToBR-11-312-1 
and StToBR-26-312-2) form a separate 
phylogenetic subgroup. Isolates from 
Volgograd Oblast (VolToBR-42, VolTo-
BR-43-1 and VolToBR-43-2) together 
with isolate StToBR-5-320 also form a 
separate cluster (see Fig. 3).

Sequencing of the amplification 
products of the ToBRFV F-5476/To-
BRFV R-6287 primers (Levitzky et 
al., 2019) also allowed us to obtain 
full-length nucleotide sequences of 
the coat protein gene (486 nucleo-
tides) for two other ToBRFV isolates 
(ToBRFV-LO-43 and ToBRFV-LO-44) 
identified in Moscow Oblast. The ob-
tained sequences corresponded to a 
similar region of the genome of the 
general group of 117 ToBRFV iso-
lates deposited in the NCBI Genbank, 
among which isolates common in 
the Netherlands predominated. The 
identity of the nucleotide sequenc-
es of the coat protein gene of the 
ToBRFV-LO-43 and ToBRFV-LO-44 
isolates compared to the reference 
isolates of this virus was 98.36 and 
99.38%, respectively. The identity be-

tween isolates ToBRFV-LO-43 and ToBRFV-LO-44 
was only 97.33%. 

CONSLUSION
The conducted studies allow us to conclude that the 
ToBRFV isolates that have spread in the Russian Fede
ration are quite genetically heterogeneous, which in-
dicates repeated cases of this virus being introduced 
in the Russian Federation from various sources. Two 
groups of ToBRFV isolates were detected in Moscow 
Oblast, one of which is genetically closely related to 
the isolates of this virus that are common in Stavropol 
Krai. In turn, most ToBRFV isolates from Volgograd 
Oblast differ significantly in the nucleotide sequence 
in the 126 kDa replicase gene from isolates from Stav-
ropol Krai and Moscow Oblast. It was established that 
the ToBRFV isolates common in the Republic of Ka-
zakhstan have a high genetic similarity to the isolates 
of this virus that were identified in the Netherlands 
and form a phylogenetic cluster with three isolates 
from Stavropol Krai. For the Uzb-6 isolate from the 
Republic of Uzbekistan, 100% identity of the 126 kDa 
replicase gene region was established with the Conv-01 
(OP150933) isolate from Italy.

Согласно проведенному филогенетическому 
анализу установлено, что изоляты StToBR-26-312-1, 
StToBR-26-312-2, StToBR-21-312 (Ставропольский 
край), Kaz-26 и Kaz-31 (Республика Казахстан) об-
разуют отдельный кластер совместно с изолятами 
TBRFV-IL (Израиль) и Tom2M-Jo (Иордания). Изо-
ляты Kaz-22, Kaz-23, Kaz-24 и Kaz-30 (Республика 
Казахстан) и Uzb-1 (Республика Узбекистан) фор-
мировали второй кластер совместно с изолятами 
TBRFV-Ant-Tom (Турция) и ToBRFV-SD (Китай). 
Изоляты Kaz-21, Kaz-25 и Kaz-27 (Республика Ка-
захстан) группировались совместно с изолятом 
39941596_A (Нидерланды). Изоляты из Москов-
ской области (ToBRFV-EK-49 и ToBRFV-EK-54) 
и четыре изолята из Ставропольского края 
(StToBR-3-320-1, StToBR-3-320-2, StToBR-11-312-1 
и StToBR-26-312-2) образуют отдельную филогене-
тическую подгруппу. Изоляты из Волгоградской 
области (VolToBR-42, VolToBR-43-1 и VolToBR-43-2) 
совместно с изолятом StToBR-5-320 также форми-
руют отдельный кластер (см. рис. 3).

Секвенирование продуктов амплификации 
праймеров ToBRFV F-5476/ToBRFV R-6287 (Levitzky 
et al., 2019) позволило также получить полноразмер-
ные последовательности нуклеотидов гена белка 
оболочки длиной 486 нуклеотидов для двух других 
изолятов ToBRFV (ToBRFV-LO-43 и ToBRFV-LO-44), 
выявленных в Московской области. Получен-
ные последовательности соответствовали 

Табл. 5. Идентичность последовательностей нуклеотидов 
изолятов ToBRFV из Республики Узбекистан и изолятов 
ToBRFV, депонированных в генбанке NCBI
Table 5. Identity of ToBRFV isolates nucleotide sequences 
from the Republic of Uzbekistan and ToBRFV isolates 
deposited in the NCBI Genbank

Изолят
Isolate

Участок генома
Genome region

Идентичность
(%)
Identity
(%)

Кол-во изолятов 
NCBI***
Number of isolates 
NCBI***

Uzb-1

Ген репликазы 183 кДа ОРС-2*
Replicase gene 183 kDa ORF-2*

99,29 102

Ген репликазы 126 кДа ОРС-1**
Replicase gene 126 kDa ORF-1**

100 57
99,82 42

Uzb-2

Ген репликазы 183 кДа ОРС-2*
Replicase gene 183 kDa ORF-2*

99,27 102

Ген репликазы 126 кДа ОРС-1**
Replicase gene 126 kDa ORF-1**

100 99

Uzb-3

Ген репликазы 183 кДа ОРС-2*
Replicase gene 183 kDa ORF-2*

99,82 102

Ген репликазы 126 кДа ОРС-1**
Replicase gene 126 kDa ORF-1**

100 58
99,82 41

Uzb-4 Ген репликазы 126 кДа ОРС-1**
Replicase gene 126 kDa ORF-1**

100 58
99,82 42

Uzb-6 Ген репликазы 126 кДа ОРС-1**
Replicase gene 126 kDa ORF-1**

100 1

99,82 58
99,64 41

* Продукт амплификации ПЦР с праймерами TobRT-up1/TobRT-do2;
** Продукт амплификации ПЦР с праймерами ToBRFV-F/ToBRFV-R;
*** Количество изолятов в генбанке NCBI с данной идентичностью
* PCR amplification product with primers TobRT-up1/TobRT-do2;
** PCR amplification product with primers ToBRFV-F/ToBRFV-R;
*** Number of isolates in the NCBI Genbank with a given identity
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ
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сти нуклеотидов в гене репликазы 
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ского края и Московской области. 
Установлено, что изоляты ToBRFV, 
распространенные в Республике Ка-
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сходство с изолятами этого вируса, выявленными 
в Нидерландах, и формируют филогенетический 
кластер с тремя изолятами из Ставропольского 
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