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НАУЧНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ

ВВЕДЕНИЕГ рибы рода Monilinia – опасные пато-
гены плодовых культур. Наиболее 
экономически значимые предста-
вители рода  – M.  fructicola (Winter) 
Honey, M.  laxa (Aderh. & Ruhland) 

Honey, M.  fructigena (Pers.) Honey. Из них наиболее 
опасным считается M. fructicola – карантинный для 
Евразийского экономического союза (ЕАЭС) объект 
[2]. Данный вид проник в Европу из Северной Аме-
рики, где также является вредоносным видом. Круг 
растений  – хозяев патогенов достаточно широк  – 
большинство плодовых деревьев семейства Розо-
вые (Rosaceae), однако вредоносность видов раз-
лична на разных культурах. Так, M. laxa и M. fructicola 
поражают в основном косточковые культуры – рас-
тения рода Слива (Prunus), такие как персик (Prunus 
persica), слива (Prunus domestica), абрикос (Prunus 
armeniaca), вишня (Prunus cerasus), черешня (Prunus 
avium), нектарин (Prunus persica var. nucipersica), алыча 
(Prunus cerasifera). M.  fructigena наиболее вредоносна 
на семечковых культурах, таких как яблоня (Malus 
domestica) и груша (Pyrus communis) [8].

Особенностью M.  fructicola является продол-
жительный период латентной инфекции, когда на 
растении и плодах отсутствуют видимые симптомы 
поражения. 

Данный вид представляет большую опас-
ность для плодовых насаждений на территории 

INTRODUCTION

F ungi of genus Monilinia are dangerous patho-
gens of fruit crops. The most economically 
important representatives of the genus are 
M.  fructicola (Winter) Honey, M.  laxa (Aderh. 
& Ruhland) Honey, M.  fructigena (Pers.) Ho

ney. The most dangerous of them is considered to be 
M. fructicola, a quarantine object for the Eurasian Eco-
nomic Union (EAEU) [2]. This species has entered into 
Europe from North America, where it is also a harm 
species. The host plant range of pathogens is wide 
enough  – the majority of fruit trees of the Rosaceae 
family, but the harmfulness of species differs on vari
ous cultures. Thus, M. laxa and M. fructicola mainly af-
fect stone fruits – plants of the genus Prunus, such as 
peach (Prunus persica), plum (Prunus domestica), apricot 
(Prunus armeniaca), sour cherry (Prunus cerasus), cherry 
(Prunus avium), nectarine (Prunus persica var. nucipersi­
ca), cherry plum (Prunus cerasifera). M. fructigena is the 
most harmful to pome fruits, such as apple (Malus do­
mestica) and pear (Pyrus communis) [8].

The peculiarity of M. fructicola is a long period of 
latent infection, when there are no visible symptoms 
of lesions on the plant and fruit. 
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This species is very danger-
ous for fruit plantations in the 
Russian Federation, therefore, 
early detection of the fungus is 
the most important task in phy-
tosanitary diagnosis.

TRADITIONAL 
IDENTIFICATION 
TECHNIQUES
The traditional technique in my-
cological studies is the wet cham-
ber. The essence of the technique 
is to create optimal humidity and 
temperature conditions for the 
fungus in a Petri dish. Parts of 
plants are sterilized, washed and 
placed on moistened filter paper 
in Petri dishes and incubated in a 
thermostat for 5 days at 23–25 °C 
[2]. When the characteristic grey 
or brown mycelium of the fungus 
appears, the sample is micro-
scoped. This technique is simple 
enough, affordable and reliable 
for identification to genus level, 
thus identification to species le

vel requires high qualification of a specialist and is not 
reliable, because fungi of genus Monilinia have similar 
morphological characteristics (Fig. 1). 

For more precise identification of fungi of the ge-
nus Monilinia, a cultural and morphological technique 
with the Lane’s synoptic key is used [10]. This tech-
nique makes it possible to distinguish species from 
each other based on their cultural characteristics. For 
this purpose, a piece of a 4-day fungi colony grown 
on potato dextrose agar (PDA) at 22 °C in the dark, is 
placed on agarized nutrient medium (PDA) in a triple 
repetition, and then incubated at 22 °C for 10 days in 
a 12-hour lighting cycle. Then identification is made 
based on 7 characteristics of the colony:

1) color of the colony: grey (A), yellow (B), cream-
white (C),

2) average diameter of the colony: >80 mm – rapid 
growth (D); 70–80 mm – average growth (E); <70 mm – 
slow growth (F),

3) sporulation: abundant sporulation (G), poor 
sporulation (H),

4) concentric sporulation circles: present (I), ab-
sent (J),

5) colony margin (viewed from the bottom of the 
dish): lobed margin is visible (K), margin is not lobed (L),

6) rosette (on top of the colony): mycelium has 
clear lobes (or petals) similar to open rose petals (M), 
none (N),

(7) dark arcs (from the bottom of the colony): dark 
arcs or rings similar to rosette isolate (O), dark point 
zones or brown arcs or rings (P), no arcs or rings are 
visible (Q).

The resulting letters of the key make up a complex 
of characteristics of the species:

M. fructicola: A, D, (E), G, I, (J), L, (M), N, (P), Q.

Российской Федерации, поэтому раннее обнаруже-
ние гриба является важнейшей задачей при фито-
санитарной диагностике.

ТРАДИЦИОННЫЕ МЕТОДЫ 
ИДЕНТИФИКАЦИИ

Традиционным методом при микологических ис-
следованиях является метод влажной камеры. Суть 
метода заключается в создании оптимальных усло-
вий влажности и температуры для гриба в чашке 
Петри. Части растений стерилизуют, промывают 
и  помещают на увлажненную фильтровальную 
бумагу в чашки Петри и инкубируют в термостате 
5 суток при 23–25 °С [2]. При появлении характер-
ного серого или бурого мицелия гриба проводят 
микроскопирование образца. Данный метод доста-
точно прост в исполнении, экономически прием-
лем и надежен при идентификации до ранга рода, 
при этом идентификация до вида требует высокой 
квалификации специалиста и не является надеж-
ной, поскольку грибы рода Monilinia имеют сходные 
морфологические признаки (рис. 1). 

Для более точной идентификации грибов рода 
Monilinia применяется культурально-морфологиче-
ский метод с использованием синоптического клю-
ча Лейна [10]. Данный метод позволяет различать 
виды между собой, исходя из культуральных при-
знаков. Для этого кусочек 4-дневной колонии гри-
ба, выращенной на картофельно-глюкозном агаре 
(КГА) при 22 °С в темноте, помещают на агаризован-
ную питательную среду (КГА) в трехкратной пов
торности, а затем инкубируют при 22 °С в течение 
10 дней в условиях 12-часового цикла освещения. 
Затем проводят идентификацию, исходя из 7 харак-
теристик колонии:

1) цвет колонии: серый (А), желтый (В), кремо-
во-белый (С);

2) средний диаметр колонии: >80 мм – быстрый 
рост (D); 70–80 мм  – средний рост (Е); <70  мм  –  
медленный рост (F);

Рис. 1. Конидии Monilinia sp.  
(фото Д.И. Шухина)

Fig. 1. Conidia of Monilinia sp. 
(photo by D.I. Shukhin)
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3) споруляция: обильное спороношение (G), 
скудное спороношение (Н);

4) концентрические круги споруляции: при-
сутствуют (I), отсутствуют (J);

5) край колонии (просматривают с  нижней 
стороны чашки): виден лопастной край (К), край 
не лопастной (L);

6) розеточность (на верхней стороне колонии): 
мицелий имеет четкие лопасти (или лепестки), 
похожие на раскрытые лепестки розы (М), такого 
нет (N);

7) темные дуги (с нижней стороны колонии): 
видны темные дуги или кольца, похожие на лепест-
ки розеточного изолята (О), темные точечные зоны 
либо коричневые дуги или кольца (Р), отсутствие 
дуг или колец (Q).

Полученные буквы ключа составляют ком-
плекс признаков вида:

M. fructicola: A, D, (E), G, I, (J), L, (M), N, (P), Q.
M. laxa: A, (C), (E), F, H, J, K, M, (N), O.
M. fructigena: B, (C), (D), E, (F), (G), H, (I), J, L, N, Q.
Фотографии культур грибов рода Monilinia 

представлены на рис. 2.
Стоит отметить, что виды рода Monilinia могут 

сильно варьировать в зависимости от штамма, ис-
ходного субстрата, поэтому данные признаки не 
дают стопроцентно точной идентификации.

M. laxa: A, (C), (E), F, H, J, K, M, (N), O.
M. fructigena: B, (C), (D), E, (F), (G), H, (I), J, L, N, Q.
Photos of Monilinia fungal cultures are on Fig. 2.
It should be noted that species of the genus Moni­

linia can vary greatly depending on the strain, the ini-
tial substrate, so these characteristics do not provide 
100% accurate identification.

MODERN IDENTIFICATION TECHNIQUES
Currently, the most accurate techniques for identifica-
tion of fungi of the genus Monilinia are molecular ones. 
The molecular techniques include conventional PCR 
with universal primers followed by sequencing, con-
ventional PCR with specific primers, multiplex PCR as 
well as qPCR.

Conventional PCR with universal prim-
ers is based on detection of nucleotide sequence 
of the internal transcribed spectator (ITS) site. 
For this purpose, DNA is extracted from pure fun-
gal culture and then PCR with universal primers 
ITS5  (5’- GGAAGTAAAGTCGTAACAAGG-3’) and  
ITS4 (5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’) is carried  
out [13].

After amplification electrophoresis is performed 
(Fig. 3), then samples are cleaned and sequenced. The 
obtained sequences are compared with reference se-
quences from GenBank NCBI, MycoBank or another 

Fig. 2. Monilinia fungi colony grown on 2% PDA: 
1 – M. laxa, 2 – M. fructicola, 3 – M. fructigena 
(photo by D.I. Shukhin)

Рис. 2. Колонии грибов рода Monilinia на 2%-м КГА: 
1 – M. laxa, 2 – M. fructicola, 3 – M. fructigena 
(фото Д.И. Шухина)
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database. The accuracy of the technique is high enough, 
however it should be noted that the time of the study is 
long, because only pure fungal culture is suitable for it 
(minimum three days are required to grow the colony).

Conventional PCR with specific primers is based 
on the amplification of the ITS site specific for only one 
species. To identify M. fructicola, M.  laxa and M. fruc­
tigena primers, developed by Ioos and Frey are used 
(see table) [9].

After amplification electrophoresis of PCR pro
duct and visualization of results by means of gel-docu-
menting systems are carried out. This technique allows 
working not only with pure cultures, but also with my-
celium taken from the surface of the affected plant or 
fruit, as well as with DNA of the fungus isolated directly 
from the damaged tissue of the fetus [9].

Another technique to identify fungi of the genus 
Monilinia is multiplex PCR. In contrast to conventional 
PCR, during multiplex PCR the same reaction medium 
is used to coamplify multiple DNA-matrix with seve
ral pairs of primers. This allows several pathogens to 
be simultaneously diagnosed in a single experiment. 
For M. fructicola, M. laxa and M. fructigena, both conven-
tional multiplex PCR and qPCR have been developed. 
Conventional multiplex PCR by Côté allows identifying 
species such as M. laxa, M. fructicola, M. fructigena and 
M. polystroma not only from pure cultures but also from 
rotting apple fruits, even if the sample contains mixed 
DNA of several species [3].

Multiplex qPCR proposed by Guinet (2016) allows 
identifying M. laxa, M. fructicola, and M. fructigena in a 
mixed sample. Specific primers and probes for each 
of the 3 species have been developed. Multiplex qPCR 

СОВРЕМЕННЫЕ МЕТОДЫ 
ИДЕНТИФИКАЦИИ

В настоящее время наиболее точной является иден-
тификация грибов рода Monilinia с помощью моле-
кулярных методов. Из молекулярных методов выде-
ляются метод классической ПЦР с универсальными 
праймерами с  последующим секвенированием, 
метод классической ПЦР со специфичными прай-
мерами, мультиплексная ПЦР, а также метод ПЦР 
в реальном времени.

Метод классической ПЦР с  универсальны-
ми праймерами основан на определении нуклео-
тидной последовательности участка внутреннего 
транскрибируемого спейсера (ITS). Для этого из 
чистой культуры гриба выделяют ДНК, а  затем 
проводят ПЦР с  универсальными праймерами 
ITS5 (5’-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3’) и  ITS4 
(5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’) [13].

После амплификации проводят электрофорез 
(рис. 3), затем очистку образцов и секвенирование. 
Полученные последовательности сравнивают с эта-
лонными последовательностями из GenBank NCBI, 
MycoBank или другой базы данных. При достаточно 
высокой точности метода, следует отметить продол-
жительное время исследования, поскольку для мето-
да подходит только чистая культура гриба (для выра-
щивания колонии необходимо минимум трое суток).

Метод классической ПЦР с  использованием 
специфичных праймеров основан на амплифи-
кации участка ITS, специфичного только для од-
ного вида. Для идентификации M. fructicola, M. laxa 
и M. fructigena используются праймеры, разработан-
ные Ioos и Frey (см. таблицу) [9].

После амплификации проводят электрофорез 
продукта ПЦР и визуализацию результатов с помо-
щью гель-документирующих систем. Данный метод 
позволяет работать не только с чистыми культура-
ми, но и с мицелием, взятым с поверхности пора-
женного растения или плода, а также с ДНК гриба, 
выделенной непосредственно из поврежденной 
ткани плода [9].

Другим методом идентификации грибов рода 
Monilinia является мультиплексная ПЦР. В отличие 
от классической ПЦР, при мультиплексной ПЦР 
в одной и той же реакционной среде происходит 
процесс коамплификации нескольких ДНК-матриц 
с участием нескольких пар праймеров. Это позволя-
ет одновременно диагностировать несколько пато-
генов в одном эксперименте. Для видов M. fructicola, 
M. laxa и M. fructigena разработаны как классическая 
мультиплексная ПЦР, так и в реальном времени. Ме-
тод классической мультиплексной ПЦР Côté позво-
ляет определить такие виды, как M. laxa, M. fructicola, 
M. fructigena и M. polystroma, не только из чистых куль-
тур, но и из гниющих плодов яблок, даже если обра-
зец содержит смешанную ДНК нескольких видов [3].

Метод мультиплексной ПЦР в реальном време-
ни, предложенный Guinet (2016), позволяет опреде-
лить M. laxa, M. fructicola, M. fructigena в смешанном 
образце. Разработаны специфичные праймеры 
и зонды на каждый из 3 видов. Мультиплексная 
ПЦР в реальном времени оказалась чувствитель-
нее, чем классический вариант, предложенный 
Côté [7].

Наиболее распространенным методом иденти-
фикации M. fructicola является метод ПЦР в реаль-
ном времени с видоспецифичными праймерами 

Mon139F (5’-CACCCTTGTGTATYATTACTTTGTTGC
TT-3’) и Mon139R (5’-CAAGAGATCCGTTGTTGAAAGT
TTTAA-3’) и набором зондов P_fc и P2-fgn/lx/ps, раз-
работанными van Brouwershaven и др. [12]. Данный 
метод позволяет достоверно отличить M. fructicola от 
других видов рода Monilinia, в частности M. fructigena, 
M. laxa и M. polystroma [5, 12].

Для идентификации M.  fructicola в  ФГБУ 
«ВНИИКР» в настоящий момент используется на-
бор реагентов «Фитоскрин Monilinia-РВ» (ЗАО «Син-
тол», Москва), основанный на описанных выше 
праймерах и зондах. С набором поставляется поло-
жительный контроль, содержащий ДНК M. fructicola, 
а также контроль, содержащий ДНК M.  fructigena, 
M. laxa и M. polystroma. При наличии в образце ДНК 
M. fructicola прибор детектирует рост флуоресцен-
ции по каналу FAM, при наличии в образце ДНК 
остальных 3 видов происходит рост флуоресцен-
ции по каналу ROX. Канал HEX является внутрен-
ним контролем реакции (рис. 4). 

Несмотря на широкую распространенность 
метода ПЦР в реальном времени, в данный момент 
ведутся разработки по усовершенствованию мето-
дов идентификации M. fructicola. 

ИДЕНТИФИКАЦИЯ ГРИБОВ РОДА 
MONILINIA С ПОМОЩЬЮ MALDI-TOF MS

Перспективным методом идентификации вредных 
организмов является технология матрично-акти-
вированной лазерной десорбционно-ионизацион-
ной времяпролетной масс-спектрометрии (Matrix-
assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass 
spectrometry – MALDI-ToF MS). 
Данный метод применяется 
для идентификации бактерий, 
а также в медицинских иссле-
дованиях. В  фитосанитарном 
исследовании данный метод 
еще не нашел широкого при-
менения ввиду дорогостоящего 
оборудования, необходимости 
подготовки квалифицирован-
ного персонала. Суть метода 
заключается в ионизации био-
логических молекул (пепти-
дов, белков, ДНК, олигонуклео
тидов и др.) особой матрицей 
под воздействием лазера без 
их фрагментации и разрушения. Матрица – веще-
ство, которое при воздействии лазерного импульса 
обеспечивает передачу энергии лазера молекулам 
исследуемого объекта, ионизируя их и  переводя 

was more sensitive than its con-
ventional version proposed by 
Côté [7].

The most common identifi-
cation technique of M. fructicola is 
qPCR with view-specific primers 
Mon139F (5’-CACCCTTGTATYAT-
TAC T T T GT T G C T T- 3 ’ )  a n d 
Mon139R (5’- CAAGAGATC-
CGTTGTTGAAAGTTTTTAA-3’) 
and a kit of P_fc and P2-fgn/lx/ps 
probes developed by van Brou-
wershaven et al. [12]. This tech-
nique allows to reliably distin-
guish M.  fructicola from other 

species of the genus Monilinia, in particular, M. fructige­
na, M. laxa, and M. polystroma [5, 12].

To identify M. fructicola, FGBU “VNIIKR” currently 
uses the Fitoskrin Monilinia-RV kit (ZAO Syntol, Mos-
cow) based on the primers and probes described above. 
The kit is supplied with positive control containing DNA 
of M. fructicola as well as control with DNA of M. fructige­
na, M. laxa, and M. polystroma. If the DNA of M. fructicola 
is present in the sample, the device detects the fluores-
cence growth through the FAM channel; if the DNA of 
the other 3 species is present in the sample, the fluo-
rescence growth through the ROX channel occurs. The 
HEX channel is an internal reaction control (Fig. 4).

Despite the widespread use of qPCR, there are on-
going developments to improve M. fructicola identifica-
tion techniques. 

IDENTIFICATION OF FUNGI OF THE 
GENUS MONILINIA BY MALDI-TOF MS

A promising technique of pest identification is the 
technology of matrix-assisted laser desorption/ioni
zation time-of-flight mass spectrometry – MALDI-ToF 
MS. This technique is used for bacterial identification 
as well as in medical research. In phytosanitary re-
search, this technique has not yet been widely used 
due to expensive equipment and the need to train 
qualified personnel. The essence of the technique is 
ionization of biological molecules (peptides, proteins, 
DNA, oligonucleotides, etc.) by a special matrix under 
laser exposure without their fragmentation and de-
struction. Matrix is a substance which under the influ-
ence of a laser pulse provides transfer of laser energy 
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Рис. 3. Фотография 
агарозного геля после ПЦР 
с праймерами ITS5 и ITS4: 
1–16 – образцы,  
К-ч – отрицательный 
контроль, М – маркер 
(фото Д.И. Шухина)

Fig. 3. Photo of agarose gel 
after PCR using ITS5 and 
ITS4 primers: 
1–16 – samples,  
K-ч – negative control,  
M – marker 
(photo by D.I. Shukhin)

Table
Primers for identification of fungi of the genus Monilinia 
by conventional PCR [9]
Species Primer pair Sequence 5’ → 3’

M. fructicola ITS1Mfcl
ITS4Mfcl

TATGCTCGCCAGAGGATAATT
TGGGTTTTGGCAGAAGCACACT

M. laxa ITS1Mlx
ITS4Mlx

TATGCTCGCCAGAGAATAATC
TGGGTTTTGGCAGAAGCACACC

M. fructigena ITS1Mfgn
ITS4Mfgn

CACGCTCGCCAGAGAATAACC
GGTGTTTTGCCAGAAGCACACT

Таблица
Праймеры для идентификации грибов рода Monilinia 
методом классической ПЦР [9]
Вид Пара праймеров Последовательность 5’ → 3’

M. fructicola ITS1Mfcl
ITS4Mfcl

TATGCTCGCCAGAGGATAATT
TGGGTTTTGGCAGAAGCACACT

M. laxa ITS1Mlx
ITS4Mlx

TATGCTCGCCAGAGAATAATC
TGGGTTTTGGCAGAAGCACACC

M. fructigena ITS1Mfgn
ITS4Mfgn

CACGCTCGCCAGAGAATAACC
GGTGTTTTGCCAGAAGCACACT
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to molecules of the object under study, ionizing and 
translating them into a gas phase. After desorption 
the sample molecules accelerate in an electric field 
and reach the detector of the device. The speed and 
time of travel from the ionization point to the detec-
tor are inversely proportional to the mass of the ions. 
Knowing the length of the path of movement of the ion 
from the ionizer to the detector, as well as the time of 
this movement, it is possible to calculate the speed 
of movement of the ion and based on its value to cal-
culate the mass of particles present in the sample, as 
well as to generate a spectrum that characterizes the 
qualitative composition of the object under study. This 
composition differs in organisms, which allows com-
paring the obtained result with the database of the 
equipment manufacturer [1].

Freimoser et al. managed to reliably identify 
M. fructicola and M. laxa from samples obtained from 
pure cultures as well as from mycelium taken from the 
surface of infected fruits. However, he did not succeed 
in distinguishing between M. fructigena and M. polystro­
ma. The analysis did not reveal any differences in their 
composition, so they were grouped into one cluster. 
Similar results were obtained in the analysis of myce-
lium taken from the surface of damaged fetuses [4].

According to the results of the experiment, this 
technique allows to reliably distinguish M. fructicola 
and M. laxa from other species of the genus Monilinia, 
but, as it has already been noted, it requires expensive 
equipment, qualified personnel, and databases of phy-
topathogens, which are currently absent.

в газовую фазу. После десорбции молекулы образца 
ускоряются в электрическом поле и достигают де-
тектора прибора. Скорость движения и время про-
хождения расстояния от точки ионизации до детек-
тора обратно пропорциональны массе ионов. Зная 
длину пути перемещения иона от ионизатора до де-
тектора, а также время этого перемещения, можно 
вычислить скорость движения иона и на основании 
ее значения рассчитать массу частиц, присутствую-
щих в образце, а также генерировать спектр, харак-
теризующий качественный состав исследуемого 
объекта. Данный состав отличается у организмов, 
что позволяет сравнить полученный результат с ба-
зой данных производителя оборудования [1].

Freimoser и  др. удалось достоверно иденти-
фицировать M. fructicola и M. laxa из образцов, по-
лученных из чистых культур, а также из мицелия 
с поверхности инфицированных плодов. При этом 
различить виды M. fructigena и M. polystroma не уда-
лось. При анализе прибор не выявил различий в их 
составе, поэтому они были сгруппированы в один 
кластер. Подобные результаты получены при ана-
лизе мицелия, отобранного с поверхности повре-
жденных плодов [4].

Согласно результатам эксперимента, данный 
метод позволяет достоверно отличить M. fructicola 
и M. laxa от других видов рода Monilinia, однако, как 
уже было отмечено, этот метод требует дорогосто-
ящего оборудования, квалифицированного персо-
нала, а также базы данных фитопатогенов, которые 
на настоящий момент отсутствуют.

ВЫЯВЛЕНИЕ ЛАТЕНТНОЙ ИНФЕКЦИИ
Серьезной проблемой при выявлении грибов рода 
Monilinia является длительный период латентной 
инфекции, при котором отсутствуют видимые 
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симптомы поражения грибом как на плодах, так 
и на посадочном материале. 

На сегодняшний день самым распространен-
ным методом выявления латентной инфекции 
в  плодах и  цветках является Overnight freezing-
incubation technique (ONFIT). Сутью этого метода 
является провокация гриба к прорастанию посред-
ством воздействия низких температур [11].

Поверхность подозрительных плодов стерили-
зуют раствором хлора (32 мл 0,5%-го гипохлорита 
натрия, 32 мл 95%-го этанола и 0,01 мл Tween 20 
в 2 л воды), затем промывают 3 раза стерильной 
водой и помещают на стерильные экраны в сте-
рильные пластмассовые контейнеры со 150 мл 
дистиллированной воды на дне (или использо-
вать увлажненную фильтровальную бумагу). Затем 
контейнеры помещают в морозильную камеру на 
–16 °С от 10 до 24 часов. После этого контейнеры 
помещают в термостат на 23–25 °С на 5 суток. К это-
му времени инфекция проявляется в виде спородо-
хиев на поверхности плодов [11].

Несмотря на достаточно высокую эффектив-
ность и простоту метода, анализ продукции на на-
личие латентной инфекции занимает от 7 до 9 дней. 
При появлении спороношения нельзя однозначно 
сказать, какой из видов Monilinia вызвал гниль, по-
этому необходим либо культуральный метод, либо 
молекулярная идентификация патогенов [5].

Существуют опыты по искусственному зара-
жению плодов и цветков нектаринов M.  fructicola 
и M. laxa и выделению ДНК возбудителя непосред-
ственно из тканей растения, с последующей поста-
новкой ПЦР в реальном времени [6].

Для заражения цветков и  плодов использо-
вали суспензию спор с концентрацией 106 кони-
дий/мл для цветков и  105 конидий/мл для пло-
дов. Затем образцы инкубировали 24 часа при 
25 °С. После этого поверхность образцов про-
стерилизовали и  поместили в  холодильник на 
4 °С на 5 дней для установления латентной фор-
мы инфекции. Далее образцы заморозили при 
–80 °С, лиофилизовали и гомогенизировали. Из по-
лученных образцов выделили ДНК и провели ПЦР 
в реальном времени. В это же время был проведен 
опыт по искусственному заражению цветков и пло-
дов нектаринов, при этом для выявления латент-
ной инфекции использовался упомянутый выше 
метод ONFIT [6].

В результате опытов было показано, что метод 
ONFIT позволил выявить латентную инфекцию 
только в 67% образцов, тогда как ПЦР в реальном 
времени с  высокой точностью позволила выя-
вить латентную инфекцию в 100% образцов. При 
этом использование ПЦР в реальном времени по-
зволило сократить время анализа с  7–9 дней до 
24–48 часов [6].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Своевременная и точная идентификация грибов 
рода Monilinia – непростая задача, поскольку они об-
ладают сходными растениями-хозяевами, симпто-
мами поражения и культурально-морфологически-
ми признаками. Для идентификации грибов рода 
Monilinia на данный момент разработано несколько 
методов, самым надежным и быстрым из которых 
является ПЦР в реальном времени. Также перспек-
тивным является метод MALDI-ToF MS, который, 

LATENT INFECTION IDENTIFICATION
A serious problem in the detection of fungi of the genus 
Monilinia is a long period of latent infection, in which 
there are no visible symptoms of damage by fungus, 
both on the fruit and planting material. 

To date, the most common technique to identify 
latent infection in fruits and flowers is Overnight freez-
ing-incubation technique (ONFIT). This technique pro-
vokes the fungus to germinate by exposure to low tem-
peratures [11].

The surface of suspicious fruits is sterilized with 
a chlorine solution (32 ml 0.525% sodium hypochlo-
rite, 32 ml 95% ethanol and 0.01 ml Tween 20 in 2 li-
ters of water), then washed 3 times with sterile water 
and placed on sterile screens in sterile plastic contain-
ers with 150 ml of distilled water at the bottom (or hu-
midified filter paper is used). The containers are then 
placed in the freezer at –16 °C for 10 to 24 hours. After 
that containers are placed in a thermostat at 23–25 °C 
for 5 days. By this time the infection appears in the 
form of sporodochia on the surface of fruit [11].

Despite rather high efficiency and simplicity of the 
method, analysis of products for latent infection takes 
from 7 to 9 days. When sporulation occurs, it is not pos-
sible to unambiguously state which of the Monilinia spe-
cies caused the decay, so either a cultural or molecular 
identification technique of pathogens is necessary [5].

There are experiments on the artificial infection of 
nectarine fruits and flowers by M. fructicola and M. laxa 
and the extraction of the pathogen DNA directly from 
plant tissues, with subsequent qPCR [6].

A spore suspension with a concentration of 106 co-
nidium/ml for flowers and 105 conidium/ml for fruits 
was used to infect flowers and fruits. The samples were 
then incubated for 24 hours at 25 °C. Then the speci-
mens were sterilized and placed in a refrigerator at 4 °C 
for 5 days to establish the latent form of infection. The 
samples were then frozen at –80 °C, lyophilized and 
homogenized. DNA was isolated from the obtained 
samples and qPCR was performed. At the same time, 
an experiment was conducted in artificially infecting 
nectarine flowers and fruits, and the above-mentioned 
ONFIT technique was used to detect latent infection [6].

Experiments have shown that ONFIT only detect-
ed latent infection in 67% of samples, while qPCR with 
high accuracy detected latent infection in 100% of sam-
ples. qPCR reduced the analysis time from 7–9 days to 
24–48 hours [6].

CONCLUSION
Timely and accurate identification of fungi of the genus 
Monilinia is not an easy task as they have similar host 
plants, symptoms of lesions and cultural and morpho-
logical characteristics. Several techniques have been 
developed so far to identify the fungi of the genus Moni­
linia, the most reliable and fastest of which is qPCR. 
MALDI-ToF MS is also promising, which, according to 
the literature, can distinguish M. laxa from M. fructicola, 
but not other species.

The problem of latent infection in fruits and plant-
ing material remains important. At present, new patho-
gen detection and identification techniques are being 
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Рис. 4. Вид кривой амплификации при проведении ПЦР 
в реальном времени с набором «Фитоскрин Monilinia-РВ». 
График голубого цвета – флуоресценция по каналу FAM, 
оранжевого – по каналу ROX, зеленого – по каналу HEX 
(фото Д.И. Шухина) 

Fig. 4. Shapes of qPCR amplification curves with Fitoskrin  
Monilinia-РВkit. Diagram in blue – fluorescence growth 
through the FAM channel, orange – through the ROX 
channel, green – through the HEX channel 
(photo by D.I. Shukhin) 
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НАУЧНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ

Р од Begomovirus входит в  семей-
ство Geminiviridae. Геминивиру-
сы  – одно из немногих семейств 
вирусов растений, геном кото-
рых состоит из одной или двух 

молекул кольцевой одноцепочечной ДНК. Вирио-
ны геминивирусов также имеют уникальную мор-
фологию, так как состоят из двух неполных икоса
эдров размером около 38 х 22 нм (рис. 1). 

Род Begomovirus является самым крупным 
в  семействе Geminiviridae и  в  настоящее время 
включает 388 видов, распространенных преиму-
щественно в странах с тропическим и субтропиче-
ским климатом. Представители этого рода заражают 

T he genus Begomovirus is part of the Gemi-
niviridae family. Geminiviruses are one of 
the few plant virus families whose genome 
consists of one or two molecules of a single- 
chain circular DNA. Virions of geminiviruses 

also have a unique morphology, as they consist of two 
incomplete icosahedrons about 38 x 22 nm (Fig. 1). 

The genus Begomovirus is the largest in the Gemi
niviridae family and currently includes 388 species, 
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Аннотация. Род Begomovirus включает более 
190  видов вирусов, являющихся вредоносными пато­
генами овощных и  полевых культур. Широко распро­
страненный в  Европе бегомовирус желтой курчавости 
листьев томата (Tomato yellow leaf curl virus, TYLCV) 
является карантинным объектом для Российской Фе­
дерации, ЕАЭС и ЕОКЗР. Идентификация бегомовирусов 
до видового уровня сопряжена с  определенными труд­
ностями, обусловленными высокой идентичностью их 
генома. В  статье приводятся результаты испытания 
19 пар универсальных и  специфических праймеров для 
диагностики бегомовирусов: вируса желтой курчавости 
листьев томата TYLCV, вируса желтой курчавости ли­
стьев томата Сардиния (Tomato yellow leaf curl Sardinia 
virus, TYLCSV) и  Нью-Дели вируса курчавости листьев 
томата (Tomato leaf curl New Delhi virus, ToLCNDV) ме­
тодами классической ПЦР и ПЦР в реальном времени.

Ключевые слова. Бегомовирусы, вирус желтой 
курчавости листьев томата (TYLCV), полимеразная 
цепная реакция, универсальные и специфические прай­
меры, специфичность, чувствительность, воспроизво­
димость. 
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Abstract. The genus Begomovirus includes more 
than 190 species of viruses, which are harmful pathogens 
of vegetable and field crops. Tomato yellow leaf curl virus 
(TYLCV), which is widely spread in Europe, is a quarantine 
object for the Russian Federation, EAEU and EPPO. Identi­
fying begomoviruses to the species level involves certain dif­
ficulties due to the high identity of their genome. The article 
presents the results of testing 19 pairs of universal and spe­
cific primers for the diagnosis of begomoviruses: tomato leaf 
curl virus (TYLCV), tomato yellow leaf curl Sardinia virus 
(TYLCSV), and tomato leaf curl New Delhi virus (ToLCNDV) 
by conventional and real-time PCR methods.

Keywords. Begomoviruses, tomato leaf curl virus 
(TYLCV), polymerase chain reaction, universal and specific 
primers, specificity, sensitivity, reproducibility. 
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developed based on the extraction of the fungal DNA 
from the host plant and subsequent qPCR.
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