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ABSTRACT
Bacterial ear rot of wheat Rathayibacter tritici (Carlson 
& Vidaver) Zgurskaya et al. is included in the Common 
List of Quarantine Pests of the Eurasian Economic 
Union. Rapid identification of the pathogen is an im-
portant element in the field of plant quarantine. The 
“real time” PCR method (real-time PCR) is the most 
optimal for laboratory diagnosis. Currently, there are 
only two real-time PCR tests for identification of Ra-
thayibacter tritici developed by Postnikova et al., 2017. 
The tests are designed to identify Rathayibacter tritici 
in pure bacterial cultures. The original article does not 
contain information on the values ​​of the main parame-
ters of the real-time PCR test applicability – analytical 
specificity, including exclusivity and inclusivity, and 
analytical sensitivity, as well as on testing the test for 
detecting the pathogen in plant samples. The aim of 
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АННОТАЦИЯ
Возбудитель желтого слизистого бактериоза пше-
ницы Rathayibacter tritici (Carlson & Vidaver) Zgurska-
ya et al. входит в Единый перечень карантинных 
объектов Евразийского экономического союза. Бы-
страя идентификация возбудителя является важ-
ным элементом в сфере карантина растений. Метод 
ПЦР в режиме «реального времени» (ПЦР-РВ) наи-
более оптимален при проведении лабораторной ди-
агностики. В настоящий момент существует только 
два теста ПЦР-РВ для идентификации Rathayibacter 
tritici, разработанные Postnikova et al., 2017. Тесты 
предназначены для идентификации Rathayibacter 
tritici в чистых бактериальных культурах. Сведения 
о значениях основных параметров применимости 
теста ПЦР-РВ – аналитической специфичности, 
включая эксклюзивность и инклюзивность, и ана-
литической чувствительности, – а также об испыта-
ниях теста для обнаружения патогена в раститель-
ных образцах в оригинальной статье отсутствуют. 
Целью настоящей работы являлась оценка при-
менимости ранее известных тестов ПЦР-РВ для 
идентификации R. tritici. Материалами исследова-
ний являлись штаммы R. tritici, а также 26 штаммов 
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this work was to assess the applicability of previous-
ly known real-time PCR tests for the identification of 
R. tritici. The study materials were R. tritici strains, as 
well as 26 strains of bacteria of the genus Rathayibacter, 
including all existing species within this genus. As a 
result of assessing the applicability of real-time PCR 
tests for the identification of the causative agent of 
bacterial ear rot of wheat Rathayibacter tritici, it was 
found that the inclusivity value – the ability of the test 
to identify the entire diversity of bacterial strains with-
in a species – for the studied tests is 83.3%. The use of 
these tests allowed us to identify 5 out of 6 strains of 
the target object – Rathayibacter tritici. The exclusivi-
ty value – the ability of the test to distinguish target 
strains from non-target ones – was 100% for both tests. 
The real-time PCR tests developed by Postnikova et al., 
2017, despite their high exclusivity (100%), are not ap-
plicable for phytosanitary diagnosis, since in the case 
of their use the risk of false negative results and, as 
a consequence, the introduction of the quarantine pest 
into new territories is quite high. 

Key words. Bacteriosis of grain crops, phytosani-
tary, molecular genetic methods, real time PCR, plant 
disease diagnosis, phytopathogens identification. 

бактерий рода Rathayibacter, включая все существу-
ющие виды внутри указанного рода. В результате 
оценки применимости тестов ПЦР-РВ для иденти-
фикации возбудителя желтого слизистого бактери-
оза пшеницы Rathayibacter tritici было установлено, 
что значение инклюзивности – способности теста 
идентифицировать все многообразие штаммов 
бактерии внутри вида – для исследуемых тестов 
составляет 83,3%. Использование указанных тестов 
позволило идентифицировать 5 из 6 штаммов целе-
вого объекта – Rathayibacter tritici. Значение эксклю-
зивности – способности теста отличать целевые 
штаммы от нецелевых – составило 100% для обоих 
тестов. Тесты ПЦР-РВ, разработанные Postnikova et 
al., 2017, несмотря на их высокую эксклюзивность 
(100%), неприменимы для фитосанитарной диа-
гностики, поскольку в случае их применения до-
статочно высоким является риск ложноотрицатель-
ных результатов и, как следствие, проникновения 
карантинного фитопатогена на новые территории. 

Ключевые слова. Бактериозы зерновых куль-
тур, фитосанитария, молекулярно-генетические 
методы, ПЦР-РВ, диагностика болезней растений, 
идентификация фитопатогенов.

INTRODUCTION

B acterial ear rot of wheat caused by Rathay-
ibacter tritici (Carlson & Vidaver) Zgurskaya 
et al., can affect such plants as wheat (Triti-
cum aestivum L.), barley (Hordeum L.) and lit-
tle seed canary grass (Phalaris minor Retz.) 

(Gupta, Swarup, 1972; Paruthi et al., 1987; Postnikova 
et al., 2017; Park et al., 2017; Murray et al., 2017; Staro-
dumova et al., 2024). The main infection source of bac-
terial ear rot of wheat is damage to host plants by nem-
atodes Anguina tritici (Sabet, 1954). In case of partial 
development of the disease, a loss of grain yield of up 
to 70% can be observed, and if the ears are complete-
ly affected, seeds are not formed (Paruthi et al., 1987). 

The pathogen is included in the Common List of 
Quarantine Pests of the Eurasian Economic Union (De-
cision… No. 158). Regulated articles to which special 
quarantine phytosanitary requirements are imposed 
on their origin from areas free from R. tritici are wheat 
and triticale seeds (Decision… No. 157). In addition, 
the bacterium is a quarantine pest for Tunisia, Geor-
gia, Bangladesh, Uzbekistan and Moldova (Slovareva, 
2023; Updated phytosanitary requirements of Bangla-
desh 2015; List of quarantine pests for the Republic of 
Uzbekistan; List of pests, the import and distribution of 
which is prohibited in the Republic of Moldova).

R. tritici cells are gram-positive, non-motile, aero-
bic, straight or slightly curved rods measuring 1.1–1.6 
µm long and 0.5–0.6 µm wide (Zgurskaya et al., 1993; 
Park et al., 2017; Shashkov et al., 2020). 

On general-purpose solid nutrient media such 
as nutrient broth-yeast extract (NBY) (Postnikova 

ВВЕДЕНИЕ

Ж
елтый слизистый бактериоз 
пшеницы, вызываемый фитопа-
тогенной бактерией Rathayibacter 
tritici (Carlson & Vidaver) Zgurska-
ya et al., способен поражать та-
кие растения, как пшеница мяг-
кая (Triticum aestivum L.), ячмень 

(Hordeum L.) и канареечник малый (Phalaris minor 
Retz.) (Gupta, Swarup, 1972; Paruthi et al., 1987; Post-
nikova et al., 2017; Park et al., 2017; Murray et al., 
2017; Starodumova et al., 2024). Основным источ-
ником заражения возбудителем желтого слизи-
стого бактериоза является повреждение расте-
ний-хозяев нематодами Anguina tritici (Sabet, 1954). 
В случае частичного развития болезни, может 
наблюдаться потеря урожайности зерна до 70%, 
а при полном поражении колосьев семена не об-
разуются (Paruthi et al., 1987). 

Патоген входит в Единый перечень карантин-
ных объектов Евразийского экономического союза 
(Решение… № 158). Подкарантинной продукцией, 
к которой предъявляются специальные карантин-
ные фитосанитарные требования по ее происхо-
ждению из зон, свободных от R.  tritici, являются 
семена пшеницы и тритикале (Решение… №  157). 
Кроме того, бактерия является карантинным объ-
ектом для Туниса, Грузии, Бангладеша, Узбеки-
стана и Молдовы (Словарева, 2023; Обновленные 
фитосанитарные требования Бангладеша 2015 г.; 
Перечень вредных организмов карантинного зна-
чения для Республики Узбекистан; Перечень вред-
ных организмов, ввоз и распространение которых 
в Республике Молдова запрещен).

Клетки R. tritici представляют собой грампо-
ложительные, неподвижные, аэробные, прямые 
или слегка изогнутые палочки, размер которых 
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et al., 2017), yeast peptone glucose agar (YPGA) 
(EPPO PM 7/60 (2), 2016), R2A (Reasoner, Geldreich, 
1985), etc., R. tritici forms bright yellow round colonies 
that are opaque on most media (see Fig. 1). 

The profile height, edge shape and colony size may 
vary depending on the medium used (Postnikova et al., 
2017; Park et al., 2017; Muvingi et al., 2020; Obolensky, 
Slovareva, 2024). Zgurskaya et al. (1993), as a result 
of studying R. tritici, provide a detailed description of 
its biochemical characteristics and their differenc-
es from the characteristics of closely related species. 
Identification of this pathogen among other bacteria 
by classical microbiological methods is possible, but 
the required stage of pure culture isolation takes quite 
a long time – from 4 to 20 days (Gupta, Swarup, 1972; 
Postnikova et al., 2017). In addition, an error in quar-
antine pathogens identification is unacceptable, since 
it entails trade restrictions and other consequences. In 
this regard, a positive result of R. tritici identification 
requires confirmation by other methods based on dif-
ferent biological principles.

Molecular genetic methods allow more reliable 
identification of phytopathogenic bacteria compared 
to classical methods (Prikhodko et al., 2021; Tarakan-
ov et al., 2024). Among the molecular genetic diagnos-
tic methods, the most universal and therefore widely 
applicable in phytosanitary testing laboratories is 
the real-time PCR method (Ignatyeva et al., 2021; Do-
moratskaya et al., 2024). Species-specific real-time 
PCR tests make it possible to quickly and accurately 
identify the causative agent of the disease (Karakay, 
Ignatyeva, 2024). When introducing a test into diag-
nostic practice, an assessment of its applicability is 
required, within the framework of which the key test 
parameters are established (EPPO PM 7/76 (5), 2018). 
These parameters are analytical specificity (AS), which 
shows the ability of the test to reliably distinguish the 
target organism from non-target ones, and analytical 
sensitivity (ASen), which reflects the minimum de-
tectable content of the target in the tested DNA sample 

(EPPO PM 7/98 (3), 2018; Slovare-
va, Kornev, 2020; Beloshapkina, 
Pisareva, 2024). Additionally, two 
indicators characterizing AS were 
introduced – inclusivity, or the 
ability of the test to identify the 
entire diversity of bacterial strains 
within a species, and exclusivity, 
or the ability of the test to distin-
guish target strains from non-tar-
get ones (EPPO PM 7/98 (3), 2018). 

Two real-time PCR tests have 
been developed for the identifica-
tion of R. tritici: BTRITF1/BTRITR1/
BTRITP1 and BTRITF2/BTRITR2/
BTRITP1 (Postnikova et al., 2017). 
The tests are designed to identify 
R. tritici in pure bacterial cultures. 
There is no information on the AS 
and ASen values, as well as on try-
ing out the test for detecting the 

составляет 1,1–1,6 мкм в длину и 0,5–0,6 мкм в ши-
рину (Zgurskaya et al., 1993; Park et al., 2017; Шаш-
ков и др., 2020). 

На твердых питательных средах общего назна-
чения, таких как питательный бульон-дрожжевой 
экстракт (NBY) (Postnikova et al., 2017), дрожжевой 
пептонно-глюкозный агар (YPGA) (EPPO PM 7/60 (2), 
2016), R2A (Reasoner, Geldreich, 1985) и др., R. tritici 
образует ярко-желтые круглые колонии, непро-
зрачные на большинстве сред (см. рис. 1). 

Высота профиля, форма края и размер коло-
ний могут отличаться в зависимости от использу-
емой среды (Postnikova et al., 2017; Park et al., 2017; 
Muvingi et al., 2020; Оболенский, Словарева, 2024). 
Zgurskaya с соавт. в результате изучения R. tritici 
приводят подробное описание его биохимиче-
ских характеристик и их отличий от характери-
стик близкородственных видов (Zgurskaya et al., 
1993). Идентификация данного возбудителя сре-
ди других бактерий классическими микробиоло-
гическими методами возможна, но необходимый 
в данном случае этап изоляции чистой культуры 
занимает достаточно длительное время – от 4 до 20 
суток (Gupta, Swarup, 1972; Postnikova et al., 2017). 
Кроме того, ошибка в результатах идентификации 
карантинных патогенов недопустима, поскольку 
влечет за собой ограничения торговли и другие 
последствия. В этой связи положительный резуль-
тат идентификации R. tritici требует подтвержде-
ния другими методами, основанными на различ-
ных биологических принципах.

Молекулярно-генетические методы позволя-
ют более надежно, по сравнению с классически-
ми, идентифицировать фитопатогенные бактерии 
(Приходько и др., 2021; Тараканов и др., 2024). 
Среди молекулярно-генетических диагностиче-
ских методов наиболее универсальным, а потому 
широко применимым в испытательных фитосани-
тарных лабораториях является метод ПЦР в режи-
ме «реального времени» (ПЦР-РВ) (Ignatyeva et al., 

Рис. 1. Колонии Rathayibacter tritici 
на среде R2A спустя 19 суток 
инкубирования при температуре 25 °C 
(фото Р. Р. Оболенского)

Fig. 1. Rathayibacter tritici colonies 
on R2A medium after 19 days  
of incubation at 25 °C  
(photo by R. R. Obolensky)
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pathogen in plant samples, which does not allow us to 
conclude on the applicability of the BTRITF1/BTRITR1/
BTRITP1 and BTRITF2/BTRITR2/BTRITP1 tests.

The aim of this work was to evaluate the appli-
cability of the real-time PCR tests BTRITF1/BTRITR1/
BTRITP1 and BTRITF2/BTRITR2/BTRITP1 for R. tritici 
identification. 

MATERIALS AND METHODS
The research materials were the R. tritici strains: 
VNIIKR-B-0837T, VNIIKR-B-1014, VNIIKR-B-1015, 
VNIIKR-B-1016, VNIIKR-B-1017, VNIIKR-B-1018 
from the Research Collection of the Research and 
Methodology Department of FGBU “VNIIKR” (Russia) 
(see Table 1).  

Apart from R. tritici strains, 17 bacterial strains 
belonging to all known species of the genus Rathay-
ibacter were used: R. toxicus, R. rathayi, R. iranicus, R. fes-
tucae, R. caricis, R. oskolensis, R. agropyri и R. tanacetum 
(see Table 2). 

The study materials also included bacterial strains 
identified using molecular genetic, spectrometric and 
biochemical analyses as representatives of the genus 
Rathayibacter (Slovareva et al., 2024) (see Table 3).

Thus, the study was conducted using 32 strains 
isolated from plants of the families Poaceae, Fabaceae, 

2021; Доморацкая и др., 2024). Видоспецифичные 
тесты ПЦР-РВ дают возможность быстро и точно 
идентифицировать возбудителя болезни (Каракай, 
Игнатьева, 2024). При внедрении теста в диагно-
стическую практику требуется оценка его приме-
нимости, в рамках которой устанавливают клю-
чевые параметры теста (EPPO PM 7/76 (5), 2018). 
Такими параметрами являются аналитическая 
специфичность (АС), показывающая способность 
теста достоверно отличать целевой организм от не-
целевых, и аналитическая чувствительность (АЧ), 
отражающая минимальное детектируемое содер-
жание целевой мишени в тестируемом образце 
ДНК (EPPO PM 7/98 (3), 2018; Словарева, Корнев, 
2020; Белошапкина, Писарева, 2024). Дополнитель-
но введены два показателя, характеризующие АС – 
инклюзивность, или способность теста идентифи-
цировать все многообразие штаммов бактерии 
внутри вида, и эксклюзивность, или способность 
теста отличать целевые штаммы от нецелевых 
(EPPO PM 7/98 (3), 2018). 

Для идентификации R.  tritici разработано 
два теста ПЦР-РВ: BTRITF1/BTRITR1/BTRITP1 
и BTRITF2/BTRITR2/BTRITP1 (Postnikova et al., 
2017). Тесты предназначены для идентификации 
R. tritici в чистых бактериальных культурах. Сведе-
ния о значениях АС и АЧ, а также об испытаниях 
теста для обнаружения патогена в растительных 
образцах отсутствуют, что не позволяет сделать 
вывод о применимости тестов BTRITF1/BTRITR1/
BTRITP1 и BTRITF2/BTRITR2/BTRITP1.

Табл. 1. Штаммы Rathayibacter tritici, используемые в работе
Table 1. Rathayibacter tritici strains used in the work
№ 
п/п

Номер штамма
Strain number

Номер штамма в других коллекциях
Strain number in other collections

Источник, страна
Source, country

1 VNIIKR-B-0837Т
ВКМ Ac-1603Т | VKM Ac-1603Т;  
ATCC 11403; CCUG 23914; CIP 104038; DSM 7486; 
ICMP 2626; JCM 9309; LMG 3728; NCPPB 1857; CFBP 1385

Triticum aestivum L., Египет
Triticum aestivum L., Egypt

2 VNIIKR-B-1014  ВКМ Ac-2585 | VKM Ac-2585;  
ICMP 2623; ICPB CT103

Triticum aestivum L., Индия
Triticum aestivum L., India

3 VNIIKR-B-1015 ВКМ Ac-2586 | VKM Ac-2586;  
ICMP 2624; ICPB CT106; NCTC 6255

Triticum aestivum L., Египет
Triticum aestivum L., Egypt

4 VNIIKR-B-1016 ВКМ Ac-2587 | VKM Ac-2587;  
ICMP 2625; ATCC 11402

Triticum aestivum L., Индия
Triticum aestivum L., India

5 VNIIKR-B-1017 ВКМ Ac-2588 | VKM Ac-2588;  
ICMP 2627; NCPPB 471

Triticum aestivum L., Индия
Triticum aestivum L., India

6 VNIIKR-B-1018 ВКМ Ac-2589 | VKM Ac-2589;  
ICMP 2628

Triticum aestivum L., Иран
Triticum aestivum L., Iran

Примечание: VNIIKR – Исследовательская коллекция научно-методического отдела ФГБУ «ВНИИКР» (Россия), 
ВКМ – Всероссийская коллекция микроорганизмов (Россия), ATCC – American Type Culture Collection (США),  
CCUG – Culture Collection, University of Göteborg (Швеция), CIP – Collection de l’Institut Pasteur (Франция),  
DSM – Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen (Германия),  
ICMP-PDDCC – Culture Collection of Plant Diseases Division (Новая Зеландия), JCM – Acronym used by the Microbiology 
section of the College of Biology and Environmental Sciences (Китай), BCCM-LMG – Collection of the Laboratorium 
voor Microbiologie en Microbiele Genetica (Бельгия), NCPPB – National Collection of Plant Pathogenic Bacteria 
(Великобритания), CFBP – Collection Francaise des Bacteries Phytopathogenes (Франция), ICPB – International Collection 
of Phytopathogenic Bacteria (США), NCTC – National Collection of Type Cultures (Великобритания)
Note: VNIIKR – Research collection of the Research and Methodology Department of FGBU “VNIIKR” (Russia),  
VKM – All-Russian collection of microorganisms (Russia), ATCC – American Type Culture Collection (USA), CCUG – Culture Collection, 
University of Göteborg (Sweden), CIP – Collection de l’Institut Pasteur (France), DSMZ – Deutsche Sammlung von Mikroorganismen 
und Zellkulturen (Germany), ICMP-PDDCC – Culture Collection of Plant Diseases Division (New Zealand), JCM – Acronym used by  
the  Microbiology section of the College of Biology and Environmental Sciences (China), BCCM-LMG – Collection of the Laboratorium 
voor Microbiologie en Microbiele Genetica (Belgium), NCPPB – National Collection of Plant Pathogenic Bacteria (UK),  
CFBP – Collection Francaise des Bacteries Phytopathogenes (France), ICPB – International Collection of Phytopathogenic 
Bacteria (USA), NCTC – National Collection of Type Cultures (UK)
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Табл. 2. Штаммы прочих видов бактерий рода Rathayibacter,  
кроме Rathayibacter tritici, используемые в работе
Table 2. Strains of other bacteria species of the genus Rathayibacter,  
except Rathayibacter tritici, used in the work

№ 
п/п

Номер штамма
Strain number

Название 
бактерии
Bacterium

Номер штамма в других 
коллекциях
Strain number in other collections

Источник, страна
Source, country

1 VNIIKR-B-0454 Rathayibacter 
toxicus

ВКМ Ac-1600 | VKM Ac-1600;  
ICMP 6309; LMG 7339; PDDCC 6309

Phalaris minor Retz., Австралия
Phalaris minor Retz., Australia

2 VNIIKR-B-0451Т Rathayibacter 
rathayi

ВКМ Ac-1601Т | VKM Ac-1601Т; 
CIP 104036; DSM 7485; ICMP 2574; 
JCM 9307; LMG 7288; NCPPB 2980

Dactylis glomerata L., Новая Зеландия
Dactylis glomerata L., New Zealand

3 VNIIKR-B-0457Т Rathayibacter 
iranicus

ВКМ Ac-1602Т | VKM Ac-1602Т; 
CCUG 23897; CIP 104037; DSM 7484; 
ICMP 3496; ICPB CI148; JCM 9308; 
LMG 3677; NCPPB 2253; CFBP 807

Triticum aestivum L., Иран
Triticum aestivum L., Iran

4 VNIIKR-B-0458Т Rathayibacter 
festucae

ВКМ Ac-1390Т | VKM Ac-1390Т; 
DSM 15932; JCM 13577

Festuca Tourn. ex L., Россия
Festuca Tourn. ex L., Russia

5 VNIIKR-B-0455Т Rathayibacter 
caricis

ВКМ Ac-1799Т | VKM Ac-1799Т;  
DSM 15933; JCM 13576

Carex L., Россия
Carex L., Russia

6 VNIIKR-B-0455 Rathayibacter 
oskolensis

ВКМ Ac-2121Т | VKM Ac-2121Т;  
BCCM/LMG 22542

Androsace villosa subsp. koso-poljanskii (Ovcz.) Fed.
Androsace villosa subsp. koso-poljanskii (Ovcz.) Fed.

7 VNIIKR-B-0450 Rathayibacter 
agropyri

ВКМ Ac-2828 | VKM Ac-2828;  
DSM 104101;  
ATCC TSD-78

Elymus smithii (Rydb.) Gould, США (Калифорния)
Elymus smithii (Rydb.) Gould, USA (California)

8 VNIIKR-B-0459Т Rathayibacter 
tanacetum

ВКМ Ac-2596Т

VKM Ac-2596Т
Tanacetum vulgare L., Россия
Tanacetum vulgare L., Russia

9 VNIIKR-B-0452 Rathayibacter 
“tanacetum”

ВКМ Ac-2761
VKM Ac-2761

Tanacetum vulgare L., Россия
Tanacetum vulgare L., Russia

10 VNIIKR-B-0499 Rathayibacter 
“acroptylon”

ВКМ Ac-2630
VKM Ac-2630

Rhaponticum repens (L.) Hidalgo, Узбекистан
Rhaponticum repens (L.) Hidalgo, Uzbekistan

11 VNIIKR-B-0461 Rathayibacter 
festucae

ВКМ Ac-3063 | VKM Ac-3063;  
20M31-111 

x Triticosecale Wittm. & A.Camus, Россия 
x Triticosecale Wittm. & A.Camus, Russia

12 VNIIKR-B-0827 Rathayibacter 
festucae

ВКМ Ac-3064 | VKM Ac-3064;  
21K1-3

Hordeum vulgare L., Россия
Hordeum vulgare L., Russia

13 VNIIKR-B-0460 Rathayibacter 
oskolensis

ВКМ Ac-3061 | VKM Ac-3061;  
22В16-68

Triticum aestivum L., Россия
Triticum aestivum L., Russia

14 VNIIKR-B-0831 Rathayibacter 
festucae 22С1-338 Hordeum vulgare L., Россия

Hordeum vulgare L., Russia

15 VNIIKR-B-0832 Rathayibacter 
festucae 22С1-357 Hordeum vulgare L., Россия

Hordeum vulgare L., Russia

16 VNIIKR-B-0834 Rathayibacter 
festucae 22С1-370 Hordeum vulgare L., Россия

Hordeum vulgare L., Russia

17 VNIIKR-B-0835 Rathayibacter 
festucae

ВНИИКР (ИЛЦ) 0554
VNIIKR (TLC) 0554

Lathyrus oleraceus Lam., Россия
Lathyrus oleraceus Lam., Russia

Примечание: VNIIKR – Исследовательская коллекция научно-методического отдела ФГБУ «ВНИИКР»,  
ВКМ – Всероссийская коллекция микроорганизмов (Россия), ATCC – American Type Culture Collection (США),  
CCUG – Culture Collection, University of Göteborg (Швеция), CIP – Collection de l’Institut Pasteur (Франция),  
DSM – Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen (Германия), ICMP- PDDCC – Culture Collection of Plant 
Diseases Division (Новая Зеландия), JCM – Acronym used by the Microbiology section of the College of Biology and Environmental 
Sciences (Китай), BCCM/LMG – Collection of the Laboratorium voor Microbiologie en Microbiele Genetica (Бельгия),  
NCPPB – National Collection of Plant Pathogenic Bacteria (Великобритания), CFBP – Collection Francaise des Bacteries 
Phytopathogenes (Франция), ICPB – International Collection of Phytopathogenic Bacteria (США),  
ВНИИКР (ИЛЦ) – Исследовательская коллекция Испытательного лабораторного центра ФГБУ «ВНИИКР» (Россия) 
Note: VNIIKR – Research collection of the Research and Methodology Department of FGBU “VNIIKR” (Russia),  
VKM – All-Russian collection of microorganisms (Russia), ATCC – American Type Culture Collection (USA),  
CCUG – Culture Collection, University of Göteborg (Sweden), CIP – Collection de l’Institut Pasteur (France),  
DSMZ – Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen (Germany), ICMP-PDDCC – Culture Collection of Plant 
Diseases Division (New Zealand), JCM – Acronym used by the Microbiology section of the College of Biology and Environmental 
Sciences (China), BCCM-LMG – Collection of the Laboratorium voor Microbiologie en Microbiele Genetica (Belgium),  
NCPPB – National Collection of Plant Pathogenic Bacteria (UK), CFBP – Collection Francaise des Bacteries Phytopathogenes 
(France), ICPB – International Collection of Phytopathogenic Bacteria (USA),  
VNIIKR (TLC) – Research collection of the Testing laboratory  
center of FGBU “VNIIKR” (Russia)
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Asteraceae and Primulaceae. Of these, 6 were R. tritici, 
17 were representatives of other species of the genus 
Rathayibacter and 9 were bacteria of the genus Rathayi
bacter with an unspecified species affiliation.

In the experiments, suspensions of pure bac-
terial cultures were used at a concentration of 
106–107 CFU/ml. Cultivation was carried out for 48 h 
at a temperature of 25 °C on agarized R2A medium 
(Reasoner, Geldreich, 1985), modified by adding 5 g 
of agar per 1 l of medium (per 1 l of medium: 0.5 g of 
peptone, 0.5 g of yeast extract, 0.5 g of glucose, 0.5 g 
of casein hydrolysate, 0.3 g of sodium pyruvate, 0.5 g 
of starch, 0.3 g of K2HPO4, 0.024 g of MgSO4 x 7H2O, 
23 g of agar).

DNA extraction was performed using the Pro-
ba-GS kit (AgroDiagnostica, Russia) in accordance 
with the manufacturer’s instructions. Each strain was 
tested in triplicate.

The species identity of each R. tritici strain was 
preliminarily confirmed using classical Rt-5F/Rt-5R 
PCR (Baek et al., 2018) and subsequent Sanger se-
quencing.

The oligonucleotide sequences were used accord-
ing to the source (Postnikova et al., 2017). The region 
of the oligonucleotide location in NZ_CP015515.1 
(Rathayibacter tritici strain NCPPB 1953 chromosome, 
complete genome) was determined using the Ugene 
software (Unipro UGENE software). 

Целью настоящей работы являлась оценка 
применимости тестов ПЦР-РВ BTRITF1/BTRITR1/
BTRITP1 и BTRITF2/BTRITR2/BTRITP1 для иденти-
фикации R. tritici. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
Материалами исследований являлись штам-
мы R.  tritici: VNIIKR-B-0837Т, VNIIKR-B-1014, 
VNIIKR-B-1015, VNIIKR-B-1016, VNIIKR-B-1017, 
VNIIKR-B-1018 из Исследовательской коллекции 
научно-методического отдела ФГБУ «ВНИИКР» 
(Россия) (см. табл. 1).  

Кроме штаммов R.  tritici, использовали 
17 штаммов бактерий, принадлежащих всем из-
вестным видам рода Rathayibacter: R. toxicus, R. ra-
thayi, R.  iranicus, R.  festucae, R.  caricis, R.  oskolensis, 
R. agropyri и R. tanacetum (см. табл. 2). 

Материалами исследования также являлись 
бактериальные штаммы, идентифицированные 
с помощью молекулярно-генетического, спек-
трометрического и биохимического анализов как 
представители рода Rathayibacter (Словарева и др., 
2024) (см. табл. 3).

Таким образом, исследование проводи-
ли с использованием 32  штаммов, выделенных 
из растений семейств Poaceae, Fabaceae, Asteraceae 
и Primulaceae. Из них 6 – R. tritici, 17 – представи-
тели других видов рода Rathayibacter и 9 бактерии 
рода Rathayibacter с неустановленной видовой при-
надлежностью. 

В опытах использовали суспензии чи-
стых бактериальных культур в концентрации 
106–107  КОЕ/мл. Культивирование проводили 

Табл. 3. Штаммы бактерий рода Rathayibacter  
с неустановленной видовой принадлежностью, используемые в работе
Table 3. Strains of bacteria of the genus Rathayibacter  
with unspecified species affiliation used in the work

№ п/п
Номер штамма
Strain number

Название бактерии
Bacterium

Номер штамма в других коллекциях
Strain number in other collections Источник, страна

1 VNIIKR-B-0828 Rathayibacter sp. ВКМ Ac-3062 | VKM Ac-3062;  
22В42-16

Triticum aestivum L., Россия
Triticum aestivum L., Russia

2 VNIIKR-B-0178 Rathayibacter sp. ВКМ Ac-3057 | VKM Ac-3057;  
22В16-64

Triticum aestivum L., Россия
Triticum aestivum L., Russia

3 VNIIKR-B-0181 Rathayibacter sp. ВКМ Ac-3056 | VKM Ac-3056;  
22В16-70

Triticum aestivum L., Россия
Triticum aestivum L., Russia

4 VNIIKR-B-0413 Rathayibacter sp. ВКМ Ac-3060 | VKM Ac-3060;  
22В20-115

Triticum aestivum L., Россия
Triticum aestivum L., Russia

5 VNIIKR-B-0829 Rathayibacter sp. ВКМ Ac-3059 | VKM Ac-3059;  
22В37-215

Triticum aestivum L., Россия
Triticum aestivum L., Russia

6 VNIIKR-B-0830 Rathayibacter sp. ВКМ Ac-3058 VKM Ac-3058;  
22В28-251

Triticum aestivum L., Россия
Triticum aestivum L., Russia

7 VNIIKR-B-0462 Rathayibacter sp. ВКМ Ac-3065 | VKM Ac-3065;  
22С29-452

Triticum durum Desf., Россия
Triticum durum Desf., Russia

8 VNIIKR-B-0833 Rathayibacter sp. 22С1-362 Hordeum vulgare L., Россия
Hordeum vulgare L., Russia

9 VNIIKR-B-0836 Rathayibacter sp. ВНИИКР (ИЛЦ) 0591
VNIIKR (TLC) 0591

Glycine max (L.) Merr., Россия
Glycine max (L.) Merr., Russia

Примечание: VNIIKR – Исследовательская коллекция научно-методического отдела ФГБУ «ВНИИКР»,  
ВКМ – Всероссийская коллекция микроорганизмов (Россия), ВНИИКР (ИЛЦ) – Исследовательская коллекция 
Испытательного лабораторного центра ФГБУ «ВНИИКР»
Note: VNIIKR – Research collection of the Research and Methodology Department of FGBU “VNIIKR” (Russia),  
VKM – All-Russian collection of microorganisms (Russia), VNIIKR (TLC) – Research collection  
of the Testing laboratory center of FGBU “VNIIKR”
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The original article did not provide information 
on the dyes/ fluorescence extinguishers used, so for 
the 5’-3’ ends of the BTRITP1 probe, a standard modi
fication of the 6FAM/BHQ1 dyes was used, which is 
most widely available in the Russian Federation (Vo-
ronov et al., 2024). The gC composition, expressed 
in %, and the melting temperature (Tm) were de-
termined using the OligoCalc software (Oligo Calc); 
Table 4 shows the Tm parameters adjusted for salt 
concentration. Oligonucleotide synthesis was carried 
out at Evrogen (Russia). 

в течение 48 ч при температуре 25 °С на агаризо-
ванной среде R2A (Reasoner, Geldreich, 1985), моди-
фицированной путем добавления 5 г агара на 1 л 
среды (на 1 л среды: 0,5 г пептона, 0,5 г дрожжевого 
экстракта, 0,5 г глюкозы, 0,5 г гидролизата казеина, 
0,3 г пирувата натрия, 0,5 г крахмала, 0,3 г K2HPO4, 
0,024 г MgSO4 x 7H2O, 23 г агара).

Выделение ДНК проводили при помощи на-
бора «Проба-ГС», (ООО «Агродиагностика», Россия) 
в соответствии с инструкцией производителя. Те-
стирование каждого штамма проводили в трех-
кратной повторности.

Видовую принадлежность каждого штамма 
R. tritici предварительно подтверждали при помо-
щи классической ПЦР Rt-5F/Rt-5R (Baek et al., 2018) 
и последующего секвенирования по Сэнгеру.

Табл. 4. Состав реакционной смеси и условия амплификации тестов ПЦР-РВ
Table 4. Composition of the reaction mixture and conditions for amplification  
of real-time PCR tests
BTRITF1/BTRITR1/BTRITP1 BTRITF2/BTRITR2/BTRITP1

Компонент
Component

Рабочая концентрация
Working concentration

Количество, мкл
Quantity, µl

Компонент
Component

Рабочая концентрация
Working concentration

Количество, мкл
Quantity, µl

Вода | Water – 14,4 Вода | Water – 13,1
5X ПЦР-микс
5X PCR mix 5Х 5,0 5X ПЦР-микс

5X PCR mix 5Х 5,0

BTRITF1 10 пмоль/мкл | 10 pmol/µl 1,9 BTRITF2 10 пмоль/мкл | 10 pmol/µl 1,9
BTRITR1 10 пмоль/мкл | 10 pmol/µl 0,6 BTRITR2 10 пмоль/мкл | 10 pmol/µl 1,9
BTRITP1 5 пмоль/мкл | 5 pmol/µl 1,0 BTRITP1 5 пмоль/мкл | 5 pmol/µl 1,0
ВПК | IPC – 0,1 ВПК | IPC – 0,1
ДНК | DNA – 2,0 ДНК | DNA – 2,0
Общий объем
Total volume – 25,0 Общий объем

Total volume – 25,0

Режим амплификации Amplification mode

Температура
Temperature

Время
Time

Количество циклов
Number of cycles

95 °С 5 мин 5 min 1

95 °С 15 сек 15 sec
45

60 °С 40 сек 40 sec

Примечание: ВПК – внутренний положительный контроль (ООО «НПФ Синтол», Россия);  
5X ПЦР-микс – 5X qPCRmix-HS (ЗАО «Евроген», Россия) 
Note: IPC – internal positive control (Syntol, Russia); 5X PCR mix – 5X qPCRmix-HS (Evrogen, Russia) 

Табл. 5. Характеристики использованных олигонуклеотидов
Table 5. Characteristics of the oligonucleotides 
Название 
олигонуклеотида
Oligonucleotide 
name

Последовательность  
нуклеотидов, 5’-3’
Nucleotide sequence, 5’-3’

Регион
Region

Модификация
Modification

Длина, 
п.о.
Length, 
bp

GC-состав, 
%
GC-content, 
%

Tm, 
°C

BTRITF1 CGGGCAGGTACGAGTAATGG Не найден
Not found Нет | No 20 60 63

BTRITR1 CCGGCCGTCGTCAAGGCGAT 557126-557145 Нет | No 20 70 67
BTRITF2 AATTTGATCTGTTTGGAAGCTGC 557181-557203 Нет | No 23 39 59
BTRITR2 GCCGTCGTCAAGGCGAT 557129-557145 Нет | No 17 65 57
BTRITP1 CGTGACGTGGATAAGTTGATCAGCCTGA 557152-557179 6FAM/BHQ1 28 50 70

Примечание: регион в NZ_CP015515.1 (Rathayibacter tritici strain NCPPB 1953 chromosome, complete genome);  
Tm – температура плавления
Note: region in NZ_CP015515.1 (Rathayibacter tritici strain NCPPB 1953 chromosome, complete genome);  
Tm – melting temperature
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The composition of the reaction mixture and the 
amplification conditions are presented in Table 4.

Real-time PCR was performed on a DTprime 5M6 
detection amplifier (DNA-Technology, Russia). 

Inclusivity was calculated as the ratio of positive 
results when testing R. tritici strains to the total num-
ber of reactions performed, expressed as a percent-
age. Exclusivity was calculated as the ratio of negative 
results when testing non-R. tritici bacterial strains to 
the total number of reactions performed expressed as 
a percentage (EPPO PM 7/98 (3), 2018).

RESULTS AND DISCUSSION
The characteristics of the oligonucleotides used in the 
real-time PCR tests BTRITF1/BTRITR1/BTRITP1 and 
BTRITF2/BTRITR2/BTRITP1 (Postnikova et al., 2017) 
are presented in Table 5.

Primary screening of oligonucleotides in Ugene 
(Unipro UGENE software) allowed in silico PCR to be 
performed. All oligonucleotide sequences except 
BTRITF1 were found in NZ_CP015515.1. The BTRITF1 
oligonucleotide sequence, both direct and reverse 
complementary, was not found in NZ_CP015515.1. In 
the specified genome, in the region 557244-557256, 
there is a 13 bp sequence gTACGAGTAATGG, similar 
to a part of the BTRITF1 oligonucleotide. Tm of the 
specified sequence is 38 °C. Analysis of the position 
of oligonucleotides in NZ_CP015515.1 showed that the 
length of the BTRITF1/BTRITR1 PCR product is 126 bp, 
and BTRITF2/BTRITR2 is 74 bp.

As a result of the BTRITF1/BTRITR1/BTRITP1 and 
BTRITF2/BTRITR2/BTRITP1 tests, positive reactions 
were obtained for the R. tritici strains VNIIKR-B-0837T, 
VNIIKR-B-1014, VNIIKR-B-1016, VNIIKR-B-1017 and 
VNIIKR-B-1018 (see Table 6).  

The fluorescence accumulation graphs were spe-
cific, and the fluorescence level reached 600 in the 

Последовательности олигонуклеотидов ис-
пользованы в соответствии с источником (Post-
nikova et al., 2017). Регион расположения олиго-
нуклеотида в NZ_CP015515.1 (Rathayibacter tritici 
strain NCPPB 1953 chromosome, complete genome) 
определяли, используя программу Ugene (Unipro 
UGENE software). 

В оригинальной статье отсутствовали све-
дения об использованных красителях/гасителях 
флуоресценции, поэтому для участков 5’-3’-кон-
цов зонда BTRITP1 использовали стандартную мо-
дификацию красителей 6FAM/BHQ1, наиболее до-
ступную на территории РФ (Воронов и др., 2024). 
GC-состав, выраженный в %, и температуру плав-
ления (Tm) определяли в программе Олиго Кальк 
(Олиго Кальк); в табл. 4 приведены параметры Tm 
с корректировкой по концентрации солей. Синтез 
олигонуклеотидов осуществляли в ЗАО «Евроген» 
(Россия).

Состав реакционной смеси и условия ампли-
фикации представлены в табл. 4.

ПЦР-РВ проводили на детектирующем ам-
плификаторе «ДТпрайм 5М6» («ДНК-Технология», 
Россия). 

Инклюзивность рассчитывали как отношение 
положительных результатов при тестировании 
штаммов R. tritici к общему числу проведенных ре-
акций, выраженное в процентах. Эксклюзивность 
рассчитывали как отношение отрицательных ре-
зультатов при тестировании штаммов бактерий, 
не относящихся к виду R.  tritici, к общему числу 
проведенных реакций, выраженное в процентах 
(EPPO PM 7/98 (3), 2018).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Характеристики использованных олигонуклео-
тидов в тестах ПЦР-РВ BTRITF1/BTRITR1/BTRITP1 
и BTRITF2/BTRITR2/BTRITP1 
(Postnikova et al., 2017) представ-
лены в табл. 5. 

Первичная проверка оли-
гонуклеотидов в программе 
Ugene (Unipro UGENE software) 
позволила провести ПЦР in sili-
co. Все последовательности оли-
гонуклеотидов, кроме BTRITF1, 
были найдены в NZ_CP015515.1. 
Последовательность олигону-
клеотида BTRITF1, как прямая, 
так и обратно комплементар-
ная, не была найдена в NZ_
CP015515.1. В указанном гено-
ме, в регионе 557244-557256, 
присутствует последователь-
ность GTACGAGTAATGG дли-
ной 13 п.о., аналогичная части 
олигонуклеотида BTRITF1. Tm 
указанной последовательности 
составляет 38 °C. Анализ поло-
жения олигонуклеотидов в NZ_
CP015515.1 показал, что длина 
ПЦР-продукта BTRITF1/BTRITR1 
составляет 126 п.о., а BTRITF2/BTRITR2 – 74 п.о.

В результате проведения тестов BTRITF1/
BTRITR1/BTRITP1 и BTRITF2/BTRITR2/BTRITP1 
получены положительные реакции для штаммов 

Табл. 6. Результат тестирования ДНК штаммов Rathayibacter tritici
Table 6. DNA testing result of Rathayibacter tritici strains 

№ 
п/п

Номер штамма
Strain number

Среднее значение Ct, FAM (специфика) и Cy5 (ВПК) 
и интерпретация результатов ПЦР, полученных 
на амплификаторе, детектирующем «ДТпрайм 5М6» 
(«ДНК-Технология», Россия) 
Average value of Ct, FAM (specificity) and Cy5 (VPK) and 
interpretation of PCR results obtained on the amplifier 
detecting “DTprime 5M6” (“DNA-Technology”, Russia)

BTRITF1/BTRITR1/BTRITP1 BTRITF2/BTRITR2/BTRITP1

Ct, FAM Cy5 Ct, FAM Cy5 

1 VNIIKR-B-0837Т 24,4 33,1 23,2 32,6

2 VNIIKR-B-1014 25,9 32,9 24,2 32,9

3 VNIIKR-B-1015 - 33,7 - 33,5

4 VNIIKR-B-1016 27,1 33,1 25,6 33,2

5 VNIIKR-B-1017 22,7 32,9 21,3 32,7

6 VNIIKR-B-1018 23,8 33,1 22,4 32,9

Примечание: Ct – пороговый цикл ПЦР-РВ,  
ВПК – внутренний положительный контроль
Note: Ct – threshold cycle of real-time PCR, IPC – internal positive control
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BTRITF1/BTRITR1/BTRITP1 test (see Fig. 2) and 500 
in the BTRITF2/BTRITR2/BTRITP1 test (see Fig. 3).

For one of the R. tritici strains, VNIIKR-B-1015, the 
real-time PCR reactions were negative (see Table 6). 
For all other strains of the Rathayibacter genus, ex-
cept R. tritici, the results of the BTRITF1/BTRITR1/
BTRITP1 and BTRITF2/BTRITR2/BTRITP1 tests were 
also negative.

Sequences amplified with primers BTRITF1/
BTRITR1 and BTRITF2/BTRITR2 located in the re-
gion 557126-557256 and 557129-557203 in NZ_
CP015515.1 (Rathayibacter tritici strain NCPPB 1953 

R. tritici VNIIKR-B-0837Т, VNIIKR-B-1014, 
V N I I K R- B - 1 0 1 6 ,  V N I I K R- B - 1 0 1 7 
и VNIIKR-B-1018 (см. табл. 6).  

Графики накопления флуоресцен-
ции были специфичными, а уровень 
флуоресценции достигал значения 
600 в тесте BTRITF1/BTRITR1/BTRITP1 
(см. рис. 2) и 500 – в тесте BTRITF2/
BTRITR2/BTRITP1 (см. рис. 3).

Для одного из штаммов R.  tritici, 
VNIIKR-B-1015, реакции ПЦР-РВ были 
отрицательными (см. табл. 6). Для всех 
остальных штаммов бактерий рода 
Rathayibacter, кроме R. tritici, результа-
ты тестов BTRITF1/BTRITR1/BTRITP1 
и BTRITF2/BTRITR2/BTRITP1 также 
были отрицательными.

Последовательности, амплифи-
цируемые с праймерами BTRITF1/
BTRITR1 и BTRITF2/BTRITR2, распо-
ложенные в регионе 557126-557256 
и 557129-557203 в NZ_CP015515.1 
(Rathayibacter tritici strain NCPPB 1953 
chromosome, complete genome) соот-
ветственно, не имеют сходства с каки-
ми-либо другими последовательностя-
ми кроме соответствующих регионов 
NZ_CP015515.1. Исходя из получен-
ных результатов ПЦР-тестирования 
штаммов R. tritici можно сделать вывод 
о том, что участки геномов этих штам-
мов частично или полностью гомоло-
гичны используемым олигонуклеоти-
дам. Исключение представляет собой 
штамм VNIIKR-B-1015, результаты те-
стирования которого обеими праймер-
ными системами отрицательны, и это 
позволяет предположить, что указан-
ный штамм имеет существенное от-
личие в участке генома, являющегося 
мишенью ПЦР.

В то же время реакция внутрен-
него положительного контроля (ВПК), 
детектируемая по каналу Cy5, пока-
зала отсутствие ингибирования ПЦР 
(см. рис. 4).

Тестирование всех штаммов 
R. tritici с помощью классической ПЦР 
Rt-5F/Rt-5R (Baek et al., 2018) показало 
наличие для каждого из них ПЦР-продукта ожида-
емой длины 613 п.о., характерной для указанного 
вида (см. рис. 5). 

Результаты ПЦР подтвердили последующим 
секвенированием по Сэнгеру. Нуклеотидная по-
следовательность всех шести анализируемых 
штаммов показала 100% гомологии с геномным 
участком R. tritici в BLAST NCBI (BLAST). Как показал 
анализ с помощью Ugene (Unipro UGENE software), 
последовательность, амплифицируемая с прайме-
рами Rt-5F/Rt-5R, расположена в регионе 3200539-
3201151 в NZ_CP015515.1 (Rathayibacter tritici strain 
NCPPB 1953 chromosome, complete genome). Таким 
образом, регион, являющийся мишенью ПЦР Rt-
5F/Rt-5R, отличается от региона, представляюще-
го собой мишень праймерных систем BTRITF1/
BTRITR1/BTRITP1 и BTRITF2/BTRITR2/BTRITP1, 
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Рис. 2. Зависимость уровня 
флуоресценции от номера порогового 
цикла по каналу FAM в результате 
использования теста BTRITF1/
BTRITR1/BTRITP1 на амплификаторе, 
детектирующем «ДТпрайм 5М6» 
(«ДНК-Технология», Россия) (ориг.) 

Fig. 2. Dependence of the fluorescence 
level on the threshold cycle number 
in the FAM channel as a result of using 
the BTRITF1/BTRITR1/BTRITP1 
test on a thermocycler detecting 
“DTprime 5M6” (“DNA-Technology”, 
Russia) (orig.) 

Рис. 3. Зависимость уровня 
флуоресценции от номера порогового 
цикла по каналу FAM в результате 
использования теста BTRITF2/
BTRITR2/BTRITP1 на амплификаторе, 
детектирующем «ДТпрайм 5М6» 
(«ДНК-Технология», Россия) (ориг.)

Fig. 3. Dependence of the fluorescence 
level on the threshold cycle number 
in the FAM channel as a result of using 
the BTRITF2/BTRITR2/BTRITP1 test 
on a thermocycler detecting  
“DTprime 5M6” (“DNA-Technology”, 
Russia) (orig.)
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chromosome, complete genome), respectively, have no 
similarity with any other sequences except for the cor-
responding regions of NZ_CP015515.1. Based on the 
obtained results of PCR testing of R. tritici strains, it can 
be concluded that the genome regions of these strains 
are partially or completely homologous to the oligonu-
cleotides used. An exception is strain VNIIKR-B-1015, 
the testing results for which with both primer systems 
are negative, and this suggests that this strain has 
a significant difference in the genome region that is 
the PCR target.

At the same time, the internal positive control 
(IPC) reaction detected by the Cy5 channel showed no 
inhibition of PCR (see Fig. 4).

Testing of all R. tritici strains using the classical 
Rt-5F/Rt-5R PCR (Baek et al., 2018) showed the pres-
ence of a PCR product of the expected length of 613 
bp for each of them, characteristic of this species (see 
Fig. 5). 

The PCR results were confirmed by subsequent 
Sanger sequencing. The nucleotide sequence of all six 
analyzed strains showed 100% homology with the ge-
nomic region of R. tritici in NCBI BLAST (BLAST). As 
shown by Ugene analysis (Unipro UGENE software), the 
sequence amplified with primers Rt-5F/Rt-5R is locat-
ed in the region 3200539-3201151 in NZ_CP015515.1 
(Rathayibacter tritici strain NCPPB 1953 chromosome, 
complete genome). Thus, the region targeted by Rt-
5F/Rt-5R PCR differs from the region targeted by the 
BTRITF1/BTRITR1/BTRITP1 and BTRITF2/BTRITR2/
BTRITP1 primer systems and is present in all six R. tri
tici strains analyzed.

Calculation of inclusiveness in accordance with 
the methodology (EPPO PM 7/98 (3), 2018) showed that 
its value is the same for both tests and is 83.3%. The 
real-time PCR tests BTRITF1/BTRITR1/BTRITP1 and 
BTRITF2/BTRITR2/BTRITP1 do not allow identifying 
one of the six strains of the target object – R. tritici. In 
this regard, despite the high exclusivity (100%), both 
tested tests cannot be used in laboratory diagnostics, 
since in the case of their use the risk of false negative 
results is quite high and, as a result, the introduction 
of the quarantine pest into new territories. 

No experiments to determine the ASen were per-
formed in this study, since the BTRITF1/BTRITR1/
BTRITP1 and BTRITF2/BTRITR2/BTRITP1 tests were 
determined to be inapplicable based on their AS as-
sessment.

CONCLUSION
Currently, there are only two real-time PCR tests 
for identifying the quarantine bacterium, the caus-
ative agent of bacterial ear rot of wheat R. tritici: 
BTRITF1/BTRITR1/BTRITP1 and BTRITF2/BTRITR2/
BTRITP1 (Postnikova et al., 2017). We assessed the 
applicability of these tests. The study materials were 
R.  tritici strains: VNIIKR-B-0837Т, VNIIKR-B-1014, 
VNIIKR-B-1015, VNIIKR-B-1016, VNIIKR-B-1017, 

VNIIKR-B-1018, as well as 26 strains 
of bacteria of the genus Rathayibacter, 
including all existing species within 

и присутствует во всех шести анализируемых 
штаммах R. tritici.

Расчет инклюзивности в соответствии с ме-
тодикой (EPPO PM 7/98 (3), 2018) показал, что ее 
значение одинаково для обоих тестов и составляет 
83,3%. Тесты ПЦР-РВ BTRITF1/BTRITR1/BTRITP1 
и BTRITF2/BTRITR2/BTRITP1 не позволяют иден-
тифицировать один из шести штаммов целевого 
объекта – R. tritici. В связи с этим, несмотря на высо-
кую эксклюзивность (100%), оба испытанных теста 
не могут быть использованы в лабораторной диа-
гностике, поскольку в случае их применения доста-
точно высоким является риск ложноотрицательных 
результатов и, как следствие, проникновения каран-
тинного фитопатогена на новые территории. 

Опыты по определению АЧ в рамках данного 
исследования не проводились, поскольку тесты 
BTRITF1/BTRITR1/BTRITP1 и BTRITF2/BTRITR2/
BTRITP1 определены как неприменимые в резуль-
тате оценки их АС. 

Рис. 5. Электрофореграмма 
результатов ПЦР-теста Rt-5F/Rt-5R 
с ДНК штаммов Rathayibacter tritici 
(ориг.): образцы: 1 – VNIIKR-B-0837Т; 
2 –VNIIKR-B-1014; 3 – VNIIKR-B-1015; 
4 – VNIIKR-B-1016; 5 – VNIIKR-B-1017, 
6 – VNIIKR-B-1018; М – маркер длин 
ДНК 100bp DNA Ladder (Евроген)  

Fig. 5. Electropherogram of the results 
of the Rt-5F/Rt-5R PCR test with DNA 
of Rathayibacter tritici strains (orig.): 
samples: 1 – VNIIKR-B-0837T;  
2 –VNIIKR-B-1014; 3 – VNIIKR-B-1015; 
4 – VNIIKR-B-1016; 5 – VNIIKR-B-1017, 
6 – VNIIKR-B-1018; M – DNA length 
marker 100bp DNA Ladder (Eurogen) 

Рис. 4. Зависимость уровня 
флуоресценции от номера 
порогового цикла по каналу 
Cy5 (ВПК) в результате 
использования тестов 
BTRITF1/BTRITR1/BTRITP1 
и BTRITF2/BTRITR2/BTRITP1 
со всеми анализируемыми 
штаммами на амплификаторе, 
детектирующем «ДТпрайм 5М6»  
(«ДНК-Технология», Россия) 
(ориг.)

Fig. 4. Dependence of 
the fluorescence level 
on the threshold cycle 
number in the Cy5 channel 
(IPC) as a result of using 
the BTRITF1/BTRITR1/
BTRITP1 and BTRITF2/
BTRITR2/BTRITP1 tests 
with all analyzed strains on 
a thermocycler detecting 
“DTprime 5M6” (“DNA-
Technology”, Russia) (orig.)
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the specified genus: R. toxicus, R. rathayi, R. iranicus, 
R.  festucae, R.  caricis, R.  oskolensis, R.  agropyri and 
R.  tanacetum. As a result of the assessment of the 
test applicability, it was found that the inclusiveness 
value – the ability of the test to identify the entire di-
versity of bacterial strains within a species – for the 
BTRITF1/BTRITR1/BTRITP1 and BTRITF2/BTRITR2/
BTRITP1 tests was 83.3%. These tests did not allow 
identification of one of the six R. tritici strains, name-
ly VNIIKR-B-1015 (VKM Ac-2586; ICMP 2624; ICPB 
CT106; NCTC 6255). The exclusivity value – the ability 
of the test to distinguish target strains from non-tar-
get ones – was 100% for both tests. The real-time PCR 
tests BTRITF1/BTRITR1/BTRITP1 and BTRITF2/BTR-
ITR2/BTRITP1, despite their high exclusivity (100%), 
are not applicable for phytosanitary diagnosis, since 
they do not allow identifying the entire diversity of 
bacterial strains within a species, and the use of these 
tests creates the risk of obtaining false negative diag-
nostic results.  
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В настоящий момент существует только два те-
ста ПЦР-РВ для идентификации карантинной 
бактерии – возбудителя желтого слизистого бак-
териоза пшеницы R.  tritici: BTRITF1/BTRITR1/
BTRITP1 и BTRITF2/BTRITR2/BTRITP1 (Postnikova 
et al., 2017). Нами проведена оценка применимо-
сти указанных тестов. Материалами исследова-
ний являлись штаммы R.  tritici: VNIIKR-B-0837Т, 
VNIIKR-B-1014, VNIIKR-B-1015, VNIIKR-B-1016, 
VNIIKR-B-1017, VNIIKR-B-1018, а также 26 штам-
мов бактерий рода Rathayibacter, включая все суще-
ствующие виды внутри указанного рода: R. toxicus, 
R. rathayi, R. iranicus, R. festucae, R. caricis, R. oskolensis, 
R. agropyri и R. tanacetum. В результате оценки приме-
нимости тестов установлено, что значение инклю-
зивности – способности теста идентифицировать 
все многообразие штаммов бактерии внутри вида – 
для тестов BTRITF1/BTRITR1/BTRITP1 и BTRITF2/
BTRITR2/BTRITP1 составляет 83,3%. Указанные те-
сты не позволяют идентифицировать один из ше-
сти штаммов R. tritici, а именно VNIIKR-B-1015 (ВКМ 
Ac-2586; ICMP 2624; ICPB CT106; NCTC 6255). Значе-
ние эксклюзивности – способности теста отличать 
целевые штаммы от нецелевых – составило 100% 
для обоих тестов. Тесты ПЦР-РВ BTRITF1/BTRITR1/
BTRITP1 и BTRITF2/BTRITR2/BTRITP1, несмотря 
на их высокую эксклюзивность (100%), неприме-
нимы для фитосанитарной диагностики, поскольку 
не позволяют идентифицировать все многообразие 
штаммов бактерии внутри вида, а использование 
этих тестов создает риск получения ложноотрица-
тельных результатов диагностики.  
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