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Validation of PCR tests 
with Russian kits for the 
detection of Ralstonia 
solanacearum sensu lato 
in plant extracts
N.V. DRENOVA1, I.M. IGNATIEVA2,  
M.O. KONDRATIEV3, YE.YU. SHNEYDER4

FGBU “All-Russian Plant Quarantine Center” 
(FGBU “VNIIKR”), Bykovo, Ramenskoye, 
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3 e-mail: affut24@rambler.ru
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ABSTRACT
The validation of two tests based on qPCR and a FLASH 
test with commercial kits for DNA isolation and ampli-
fication produced by Russian companies AgroDiagnos-
tika and Syntol was assessed, as well as using Russian 
amplifiers for identification of the genetic material of a 
complex of causative agents of the quarantine disease,  
brown rot and bacterial wilt Ralstonia solanacearum sen
su lato, in extract of potatoes and roses. The analytical 
sensitivity of tests for most strains was  102–103 CFU/ml. 
The repeatability and reproducibility of RT-PCR tests 
depended on the instrument used. The values   of the 
working criteria up to 100% were obtained on a qPCR 
machine DT-light manufactured by DNA-Technology. 
Based on the test results, AgroDiagnostika kits can be 
recommended for carrying out universal screening 
tests during laboratory studies of regulated products 
samples to identify pathogens of the species complex. 
The test with the Syntol kit, specific to R. solanacearum 
race 3 biovar 2, can be used to confirm a positive result 
of the screening test or as a screening test when exam-
ining samples from the spread areas of R. solanacearum 
race 3 biovar 2, as well as for differential diagnosis this 
group.

Key words. Potatoes, rose, brown potato rot diag-
nostics, validation, quarantine.

SCIENTIFIC RESEARCH

УДК 632.3.01/.08

АННОТАЦИЯ
Проведена оценка применимости (валидация) двух 
тестов на основе полимеразной цепной реакции 
в реальном времени и теста в формате FLASH c ком-
мерческими наборами для выделения ДНК и для 
амплификации производства российских компа-
ний ООО «АгроДиагностика» и ООО «Синтол», а так-
же с использованием отечественных амплифика-
торов для выявления генетического материала 
комплекса возбудителей карантинного заболева-
ния бурой бактериальной гнили картофеля Ralsto
nia solanacearum sensu lato в растительном экстракте 
картофеля и роз. Аналитическая чувствительность 
тестов для большинства штаммов составила 
 102–103 КОЕ/мл. Повторяемость и воспроизводи-
мость тестов на основе ПЦР в реальном времени 
зависели от используемого прибора. Значения ра-
бочих критериев до 100% получены на детекти-
рующем амплификаторе «ДТ-лайт» производства 
компании ООО «ДНК-Технология». На основании 
результатов испытаний наборы ООО «АгроДиагно-
стика» могут быть рекомендованы для проведения 
универсальных отборочных тестов при выполне-
нии лабораторных исследований образцов подка-
рантинной продукции на выявление возбудителей 
видового комплекса. Тест с набором ООО «Синтол», 
специфичный к R. solanacearum расы 3 биовара 2, 
может быть использован для подтверждения по-
ложительного результата отборочного теста или 
в качестве отборочного при исследовании образ-
цов из зон распространения R. solanacearum расы 3 
биовара 2, а также для дифференциальной диагно-
стики этой группы.

Ключевые слова. Картофель, роза, бурая гниль 
картофеля, диагностика, валидация, карантин.
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INTRODUCTION

T he causative agent of potato bacterial wilt 
(Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi, 
Kosako, Yano, Hotta & Nishiuchi) is a qua-
rantine object for the territory of the Eura-
sian Economic Union (EAEU). The pathogen 

affecting Solanaceae crops and peanuts in Asia, the 
southern United States and South America has been 
known since the late 19th century and has now spread 
to almost the entire world from equatorial regions to 
latitudes in Northern Europe and Patagonia (EPPO, 
2004; EPPO Global Database, 2021). Bacteria infect the 
vascular system, causing wilting symptoms and death 
of a wide range of plants.

For the territory of the Russian Federation and 
the EAEU, the greatest risk is currently posed by da-
mage to potatoes (Solanum tuberosum L.) and other So-
lanaceae crops, however, the list of economically im-
portant host plants of the pathogen continues to grow. 
The causative agent has been identified on beets (Beta 
vulgaris L.) in Taiwan (Lin et al, 2015), on roses (Rosa 
sp.) in the Netherlands (Tjou-Tam-Sin et al., 2017), 
on Cucurbitaceae crops in Japan (Horita et al., 2014), 
China (She et al., 2018) and in Martinique (Wicker et 
al., 2007), on blueberries (Vaccinium corymbosum L.) in 
the USA (Norman et al., 2018), on ornamental crops, 
including those cultivated in the open field (EPPO 
Global Database, 2021).

Since the description, the microorganism has 
been reclassified many times. Currently based on 
genome characteristics, the genus Ralstonia belongs 
to the family Burkholderiaceae, included in the class 
Betaproteobacteria, whereas until recently, on the 
basis of morphological and biochemical proper-
ties, the group Ralstonia solanacearum sensu lato was 
part of the genus Pseudomonas, currently referred to 
the class Gammaproteobacteria (EPPO Global Data-
base, 2021).

Within the group of strains, on the basis of their 
biochemical and pathogenic polymorphism, 5 biovars 
(bv.) and 5 races are distinguished, which are not al-
ways intercorrelated (Buddenhagen et al., 1962). The 
work on the classification of strains based on gene-
tic fingerprinting, sequencing of the 16S rRNA gene 
and 16-23S intergenic region sequences, polygalac-
turonase and endoglucanase gene sequences made it 
possible to identify 4 phylotypes (I – strains of Asian 
origin, II  – strains of South American origin, III  – 
strains identified in high-altitude regions of Africa, 
IV  – strains from Indonesia, Japan and Australia), 
combining 23 sequevars. Since the genetic similarity 
of some groups of strains, assessed by DNA-DNA hyb-
ridization, was often less than 70%, Fegan and Prior 
(2005) proposed to consider R. solanacearum as a spe-
cies complex.

In 2014, the taxonomy of the species complex 
R. solanacearum sensu lato was revised based on a com-
bination of genomic and proteomic characteristics 
(Safni et al., 2014). The species complex was divided 
into 3 species: Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuu-
chi et al. emend. Safni et al., Ralstonia pseudosola
nacearum Safni et al. и Ralstonia syzygii (Roberts et al.)  

ВВЕДЕНИЕ

В
озбудитель бурой бактериальной 
гнили картофеля (Ralstonia sola
nacearum (Smith) Yabuuchi, Kosako, 
Yano, Hotta & Nishiuchi) – карантин-
ный объект для территории Евра-
зийского экономического союза 
(ЕАЭС). Патоген, поражающий пас-
леновые культуры и арахис в Азии, 

на юге США и в Южной Америке, был известен с кон-
ца XIX века и в настоящее время распространился 
практически по всему миру от экваториальных 
областей до широт Северной Европы и Патагонии 
(EPPO, 2004; EPPO Global Database, 2021). Бактерии 
поражают сосудистую систему, вызывая симптомы 
увядания и гибель широкого круга растений.

Для территории РФ и ЕАЭС в настоящее время 
наибольший риск представляет поражение кар-
тофеля (Solanum tuberosum L.) и других пасленовых 
культур, однако список экономически значимых 
растений – хозяев патогена продолжает пополнять-
ся. Возбудитель был выявлен на свекле (Beta vulga
ris L.) на Тайване (Lin et al, 2015), на розе (Rosa sp.) 
в Нидерландах (Tjou-Tam-Sin et al., 2017), на тык-
венных культурах (Cucurbitaceae) в Японии (Horita 
et al., 2014), Китае (She et al., 2018) и на Мартинике 
(Wicker et al., 2007), на голубике (Vaccinium corymbo
sum L.) в США (Norman et al., 2018), на декоративных 
культурах, в т. ч. культивируемых в открытом грун-
те (EPPO Global Database, 2021).

Со времени описания микроорганизм был 
многократно реклассифицирован. В  настоящее 
время на основе характеристик генома род Ralsto
nia отнесен к семейству Burkholderiaceae, вклю-
ченному в  класс Betaproteobacteria, тогда как 
до недавнего времени на основе морфолого-био-
химических свойств группа Ralstonia solanacearum 
sensu lato входила в род Pseudomonas, на данный мо-
мент отнесенный к классу Gammaproteobacteria 
(EPPO Global Database, 2021).

Внутри группы штаммов на основе их биохи-
мического и патогенного полиморфизма выделя-
ют 5 биоваров (bv.) и 5 рас, не всегда коррелирую-
щих между собой (Buddenhagen et al., 1962). Работы 
по классификации штаммов на основе генетического 
фингерпринтинга, секвенирования последователь-
ностей гена 16S рРНК и межгенного участка  16-23S, 
последовательностей генов полигалактуроназы 
и эндоглюканазы позволили выделить 4 филотипа 
(I – штаммы азиатского происхождения, II – штаммы 
южноамериканского происхождения, III – штаммы, 
выявленные в высокогорных районах Африки, IV – 
штаммы из Индонезии, Японии и Австралии), объ-
единяющие 23 секвевара. Поскольку генетическое 
сходство некоторых групп штаммов, оцениваемое 
методом ДНК-ДНК-гибридизации, зачастую было 
менее 70%, Fegan и Prior (2005) предложили рассма-
тривать R. solanacearum как видовой комплекс.

В 2014 г. таксономия видового комплекса R. so
lanacearum sensu lato была пересмотрена на основе 
комбинации геномных и  протеомных характе-
ристик (Safni et al., 2014). Видовой комплекс был 
разделен на 3 вида: Ralstonia solanacearum (Smith) 
Yabuuchi et al. emend. Safni et al., Ralstonia pseudoso
lanacearum Safni et al. и Ralstonia syzygii (Roberts et al.) 
Vaneechoutte et al. Новое разделение видов совпа-
дает с предыдущей классификацией филотипов: 
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R. pseudosolanacearum (филотип I и III), R. solanacearum 
(филотип II) и R. syzygii (филотип IV) (Safni et al., 2014; 
EPPO, 2018; Ерохова, 2020). В соответствии с таксо-
номическими изменениями группы, для корректи-
ровки Перечня карантинных объектов РФ, а позже 
и ЕАЭС, в 2018–2019 гг. был проведен анализ фи-
тосанитарного риска новых видов для территории 
РФ. На основании литературных источников, а так-
же проведенных авторами вегетационных опытов 
все 3 вида комплекса были признаны потенциаль-
но опасными для территории РФ и предложены 
к  включению в  Единый перечень карантинных 
объектов ЕАЭС (Шнейдер и др., 2021).

С помощью современных методов диагно-
стики возбудитель бурой гнили впервые на тер-
ритории РФ был выявлен Иркутским филиалом 
ФГБУ « ВНИИКР» в продовольственном картофеле 
из КНР в 2008 г.

Перехваты R. solanacearum в РФ были зафикси-
рованы из следующих стран: Египет и КНР (с 2011 г. 
практически ежегодно), Индия (2011, 2015), Бангла-
деш (2014, 2015), Азербайджан (2017, 2021), Иран 
(2016, 2017, 2018), Грузия (2021). В 2016 г. в лабо-
раторию Иркутского филиала от частного лица по-
ступил образец бананов с симптомами «кровяной 
болезни». Исследования подтвердили присутствие 
возбудителя, относящегося к видовому комплексу 
R. solanacearum sensu lato и вызывающего «кровяную 
болезнь» в Индонезии и соседних островных госу-
дарствах (https://fsvps.gov.ru/fsvps/print/news/16317.
html). Риск проникновения различных видов ком-
плекса на территорию ЕАЭС остается высоким, что 
требует обеспечения его надежного выявления 
в партиях подкарантинной продукции и при про-
ведении обследования территории.

В 2018 г., в связи с реклассификацией видового 
комплекса Ralstonia solanacearum sensu lato, был выпу-
щен обновленный Стандарт Европейской и Среди-
земноморской организации по карантину и защите 
растений (ЕОКЗР) PM 7/21 (2) как для определения 
комплекса в целом, так и для дифференциальной 
диагностики штаммов, относящихся к вновь выде-
ленным видам (EPPO, 2018). Российскими компа-
ниями были разработаны готовые наборы для мо-
лекулярной диагностики возбудителя бурой гнили. 
Бактериологическая коллекция ФГБУ «ВНИИКР» 
была пополнена новыми коллекционными штам-
мами видового комплекса, близких видов, других 
патогенов картофеля, а также оригинальными изо-
лятами, выделенными из лабораторных образцов. 
Таким образом, к настоящему времени возникла 
необходимость пересмотра используемых в  ак-
кредитованных лабораториях Россельхознадзора 
руководств по диагностике видов комплекса R. so
lanacearum sensu lato.

При исследовании образцов подкарантинной 
продукции на выявление микроорганизмов наи-
более применимы тесты на основе полимеразной 
цепной реакции с флуоресцентной меткой (ПЦР 
в реальном времени (ПЦР-РВ) или флуоресцент-
ная амплификация с детекцией по конечной точ-
ке (FLASH)) (Завриев и др., 2007; Ребриков и др., 
2009). Эти тесты сочетают потенциально высокие 
чувствительность, специфичность, скорость и про-
изводительность исполнения, а также универсаль-
ность оснащения лаборатории и производствен-
ных процессов, характерных для молекулярных 

Vaneechoutte et al. The new division of species coin-
cides with the previous classification of phylotypes: 
R.  pseudosolanacearum (phylotype I and III), R.  sola
nacearum (phylotype II) and R. syzygii (phylotype IV) 
(Safni et al., 2014; EPPO, 2018; Yerokhova, 2020). In 
accordance with the taxonomic changes of the group, 
in order to adjust the List of quarantine objects of the 
Russian Federation, and later the EAEU, in  2018–2019, 
a pest risk analysis of new species for the territory of 
the Russian Federation was carried out. Based on the 
literature, as well as the vegetation experiments car-
ried out by the authors, all 3 species of the complex 
were recognized as potentially dangerous for the terri-
tory of the Russian Fe deration and were proposed for 
inclusion in the Common List of Quarantine Objects of 
the EAEU (Shneyder et al., 2021).

Using modern diagnostic methods, the causative 
agent of brown rot was first detected in the Russian 
Federation by the Irkutsk branch of FGBU “VNIIKR” 
in food potatoes from the PRC in 2008.

R. solanacearum was reported in Russia from the 
following countries: Egypt and China (almost eve-
ry year since 2011), India (2011, 2015), Bangladesh 
(2014, 2015), Azerbaijan (2017, 2021), Iran (2016, 
2017, 2018), Georgia (2021). In 2016, the laboratory of 
the Irkutsk branch received a sample of bananas with 
symptoms of “blood disease” from an individual. The 
studies confirmed the presence of a pathogen belong-
ing to the species complex R. solanacearum sensu lato 
and causing “blood disease” in Indonesia and neigh-
boring island states (https://fsvps.gov.ru/fsvps/print/
news/16317.html). The risk of introduction of various 
species of the complex into the territory of the EAEU 
remains high, which requires ensuring its reliable de-
tection in batches of regulated products and during a 
survey of the territory.

In 2018, due to the reclassification of the species 
complex Ralstonia solanacearum sensu lato, an updated 
European and Mediterranean Plant Protection Orga-
nization (EPPO) PM 7/21 (2) Standard was released 
both for the definition of the complex as a whole and 
for the differential diagnosis of strains related to new-
ly isolated species (EPPO, 2018). Russian companies 
developed ready-made kits for molecular diagnostics 
of the causative agent of brown rot. The bacteriologi-
cal collection of the FGBU “VNIIKR” was replenished 
with new collection strains of the species complex, re-
lated species, other potato pathogens, as well as ori-
ginal isolates isolated from laboratory samples. Thus, 
by now, it is necessary to revise the guidelines for di-
agnostics of the species of the complex R. solanacearum 
sensu lato used in the accredited laboratories of the 
Rosselkhoznadzor.

When examining samples of regulated pro ducts 
for the detection of microorganisms, tests based on 
a polymerase chain reaction with a fluorescent la-
bel (real-time PCR (RT-PCR) or fluorescent amplifica-
tion-based specific hybridization (FLASH)) are most 
applicable (Zavriev et al., 2007; Rebrikov et al., 2009). 
These tests combine the potentially high sensitivi-
ty, specificity, speed and productivity of execution, 
as well as the versatility of laboratory equipment and 
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production processes, typical for molecular methods 
with a reduced risk of contamination by amplification 
products compared to classical PCR. Therefore, the use 
of these tests for screening of samples in quarantine 
laboratories remains a priority.

In accordance with the requirements for tests 
used by laboratories accredited in accordance with 
ISO/IEC 17025 (ISO/IEC 17025, 2017) and EPPO 
Standard PM 7/98 (4) (EPPO, 2019) for laboratories 
specializ ed in the diagnosis of plant pests, it is ne-
cessary to use tests that have passed the procedure 
for assessing the applicability (validation) and are re-
cognized as reliable.

Therefore, the purpose of this study was to assess 
the applicability of tests based on fluorescent label PCR 
with commercial kits of Russian manufacturers for the 
detection (screening) of the genetic material of the spe-
cies complex R. solanacearum sensu lato in plant extracts 
for inclusion in the updated guidelines for the detection 
and identification of the pathogen.

MATERIALS AND METHODS
The tests were carried out on the basis of the Research 
and Methodology Department of Virology and Bacte-
riology and the Testing Laboratory Center (TLC) of 
FGBU “VNIIKR” in accordance with the requirements 
of EPPO Standard PM 7/98 (4) (EPPO, 2019).

The applicability of two RT-PCR-based tests us-
ing the following commercial amplification kits was 
evaluated: “Ralstonia solanacearum-RT, race 3 bv. 2 and 
race 1 bv. 1” (Syntol) and “Brown bacterial wilt Ralsto
nia solanacearum Rt” (AgroDiagnostika), as well as test 
revalidation with the kit “Brown bacterial wilt Ralsto
nia solanacearum F” in FLASH format (AgroDiagnosti-
ka). Commercial kits include an internal amplification 
control (IC) required when working with plant extracts. 
For DNA isolation, a commercial kit “Proba-GS” (Agro-
Diagnostika) was used.

Amplification was carried out in accordance with 
the instructions of the kit manufacturers using Rus-
sian equipment. For the test in FLASH format, a Tertsik 
thermal cycler (DNA-Technology) was used. For RT-PCR 
tests, experiments to determine analytical sensitivity 
(ASen), analytical specificity (AS), selectivity (S), and 
repeatability (R) were carried out on a qPCR machine 
DT-light (DNA-Technology). To determine reproduci-
bility (Reprod), we used DT-Prime (DNA-Technology) 
and ANK-32 (Syntol) devices.

Experiments were carried out with artificially in-
fected extracts of host plants obtained from a mixture 
of extracts prepared according to diagnostic standards 
(EPPO, 2004; STO VNIIKR 4.009-2013) when examin-
ing samples at the TLC of FGBU “VNIIKR” and recog-
nized as pure. The extracts with the addition of glyce-
rol were stored at –20 °C. The main experiments were 
carried out with extracts of potato tubers; selectivity (S) 
was determined using extracts of roses and green parts 
of potatoes.

To determine ASen and AS, 6 strains from the 
French Collection of Microorganisms (CFBP) and 
2 strains from the National Collection of Phytopatho-
genic Bacteria (NCPPB, Great Britain) belonging to the 

методов с пониженным риском контаминации про-
дуктами амплификации по сравнению с классиче-
ской ПЦР. Поэтому использование данных тестов 
для скрининга образцов в карантинных лаборато-
риях остается приоритетным.

В соответствии с требованиями к тестам, ис-
пользуемым лабораториями, аккредитованны-
ми в  соответствии со Стандартом ISO/IEC 17025 
(Стандарт ISO/IEC 17025, 2017) и  Стандартом 
 ЕОКЗР PM 7/98 (4) (EPPO, 2019) для лабораторий, 
специализирующихся на диагностике вредных 
организмов растений, необходимо использовать 
тесты, которые прошли процедуру оценки приме-
нимости (валидации) и признаны надежными и до-
стоверными.

В связи с вышесказанным целью настоящего 
исследования стала оценка применимости тестов 
на основе ПЦР с  флуоресцентной меткой с  ком-
мерческими наборами российских производи-
телей для выявления (скрининга) генетического 
материала видов комплекса R. solanacearum sensu 
lato в растительных экстрактах для включения их 
в обновленные методические рекомендации по вы-
явлению и идентификации возбудителя.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Испытания проводили на базе научно-методи-
ческого отдела вирусологии и  бактериологии 
и  Испытательного лабораторного центра (ИЛЦ) 
ФГБУ «ВНИИКР» в соответствии с требованиями 
Стандарта ЕОКЗР PM 7/98 (4) (EPPO, 2019).

Провели оценку применимости двух тестов 
на основе ПЦР-РВ с использованием следующих ком-
мерческих наборов для амплификации: «Ralstonia sola
nacearum-РВ, раса 3 bv. 2 и раса 1 bv. 1» (ООО «Синтол») 
и «Бурая бактериальная гниль Ralstonia solanacearum 
Rt» (ООО «АгроДиагностика»), а также ревалидацию 
теста с набором «Бурая бактериальная гниль Ralstonia 
solanacearum F» в формате FLASH (ООО «АгроДиагно-
стика»). Коммерческие наборы включают внутрен-
ний контроль амплификации (ВК), необходимый при 
работе с растительными экстрактами. Для выделе-
ния ДНК использовали коммерческий набор «Про-
ба-ГС» (ООО «АгроДиагностика»).

Амплификацию проводили в  соответствии 
с инструкциями производителей наборов на обо-
рудовании отечественного производства. Для теста 
в формате FLASH использовали термоциклер «Тер-
цик» (ООО «ДНК-Технология»). Для тестов на основе 
ПЦР-РВ опыты по определению аналитической чув-
ствительности (АЧ), аналитической специфичности 
(АС), селективности (С) и повторяемости (П) прово-
дили на детектирующем амплификаторе « ДТ-лайт» 
(ООО «ДНК-Технология»). Для определения воспро-
изводимости (В) использовали приборы «ДТ-прайм» 
(ООО «ДНК-Технология») и «АНК-32» (ООО «Синтол»).

Опыты проводили с  искусственно заражен-
ными экстрактами растений-хозяев, получен-
ными из смеси экстрактов, приготовленных со-
гласно диагностическим стандартам (EPPO, 2004; 
СТО  ВНИИКР 4.009-2013) при проведении исследо-
вания образцов в ИЛЦ ФГБУ «ВНИИКР» и признан-
ных чистыми. Экстракты с добавлением глицерина 
хранили при температуре –20 °С. Основные опыты 
проводили с экстрактами клубней картофеля, се-
лективность (С) определяли с использованием экс-
трактов роз и зеленых частей картофеля.
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Для определения АЧ и АС были использованы 
6 штаммов из Французской коллекции микроорга-
низмов (CFBP) и 2 штамма из Национальной коллек-
ции фитопатогенных бактерий (NCPPB, Великобри-
тания), принадлежащие комплексу R. solanacearum 
s. l. (табл. 1, 2), в концентрации (101)  102–106 КОЕ/мл.

Кроме того, для оценки АС использовали 
штаммы из вышеуказанных коллекций, а  также 
из Немецкой коллекции микроорганизмов и кле-
точных культур (DSM), коллекций Агентства безо-
пасности продовольствия Финляндии (EVIRA), 
ФГБНУ ВНИИФ, ФГБУ «ВНИИКР» (VNIIKR) и изоля-
ты, выделенные авторами (DN). Использовали ДНК 
суспензий чистых культур R. solanacearum s. l., дру-
гих штаммов, выделенных из растений картофеля, 
а  также коллекционных штаммов бактерий сем. 
Burkholderiaceae, других семейств, а также патоге-
нов, поражающих растения-хозяева. Для определе-
ния эндоспецифичности тестов на основе ПЦР-РВ 
были использованы 14 коллекционных штаммов 
видового комплекса R. solanacearum s. l. (табл. 1). Эк-
зоспецифичность определяли с использованием 
15 коллекционных штаммов, поражающих расте-
ния -хозяева: Clavibacter michiganensis subsp. sepedoni
cus (VNIIKR 0139), Dickeya chrysanthemi pv. chrysanthemi 
(DSM 4610), D. dadantii subsp. dadan tii (DSM 18020), 
D. dianthicola (CFBP 3705), D. solani (DSM 28711), D. zeae 
(DSM 18068Т), Dickeya sp. (EVIRA DC 10, D-9 (VNIIKR 
0144), D-33 (VNIIKR 0145), D. fil. (VNIIKR 0146)), Pec
tobacterium atrosepticum (EVIRA ECA 2, DSM 18077Т, 
Pa393 (VNIIKR 0143)), P. wasabiae (DSM 18074Т), P. caro
tovorum (DSM 30168Т), 7 штаммов сем. Burkholderia-
ceae: Burkholderia cepacia (CFBP 2227Т), B. gladioli pv. 
gladioli (CFBP 2427РТ), B. graminis (CFBP 6734Т), B. plan
tarii (CFBP 3997Т), Paraburkholderia caryophylli (CFBP 
1370, CFBP 2429Т, CFBP 3819), а также 9 изолятов 
из пораженного картофеля: Arthrobacter castelli 
(VNIIKR 0073 (ВНИИФ 1870)), VNIIKR 0415, VNIIKR 
0416, DN 417, DN 418, DN 419-1, DN 419-2, DN 582, 
DN 583.

Дополнительно для определения АС были 
использованы данные предыдущих исследова-
ний. Для теста на основе ПЦР-РВ (ООО «Синтол») 
было проанализировано 16 нецелевых штаммов: 
D. dianthicola (D3B1, D3B2, D17), D. dadanthii (DFILL), 
Dickeya sp. (D33), C. m. subsp. sepedonicus (Cms 204, 
MCMS1, CMS6889 (NCPPB 2137)), C. m. subsp. michi
ganensis (CM  4761 (CMM1), HE 11 (CMM2)), Pantoea 
stewartii subsp. stewartii (Sw4), P. dispersa (PD1), Pseu
domonas syringae pv. syringae (ICMP 9032, ICMP 9067); 
Xanthomonas fragariae (NCPPB 1469), X. oryzae pv. oryzae 
( NCPPB 3002) (Корнев, Копина, 2012).

Для определения эндоспецифичности теста 
в  формате FLASH в  предыдущих исследованиях 
(Дренова, Кузнецова, 2012) использовали более 
40 изолятов R. solanacearum рас 1, 2 и 3, выделенных 
при проведении исследования образцов клубней 
картофеля из РФ, Египта, Индии и КНР в лаборато-
рии бактериологии ФГБУ «ВНИИКР», в Ленинград-
ской и Краснодарской МВЛ, а также коллекционных 
штаммов. Коллекционные штаммы и  основные 
изоляты приведены в таблице 1. Для определения 
экзоспецифичности использовали 31 нецелевой 
штамм: Bacillus sp., C. m. subsp. sepedonicus (Cms 204, 
CMS6889 (NCPPB 2137)), C. m. subsp. michiganensis (CM 
4761 (CMM1), HE 11 (CMM2), Cmm Yu-1), Dickeya chry
santhemi pv. chrysanthemi (DSM 4610), D. c. pv. parthenii 

R. solanacearum s. l. (Tables 1, 2), at a concentration 
(101) 102–106 CFU/ml.

In addition, strains from the above collections, 
as well as from the German collection of microorga-
nisms and cell cultures (DSM), collections of the Fin-
nish Food Safety Agency (EVIRA), FGBNU “VNIIF”, 
FGBU “VNIIKR” and isolates obtained by the authors 
(DN). We used DNA of suspensions of pure cultures 
of R. solanacearum s. l., other strains isolated from po-
tato plants, as well as collection strains of bacteria of 
the family Burkholderiaceae, other families, and host 
pathogens. To determine the endospecificity of RT-
PCR-based tests, 14 collection strains of the species 
complex R. solanacearum s. l. were used (Table 1). Exo-
specificity was determined using 15 collection strains 
affecting host plants: Clavibacter michiganensis  subsp. 
sepedonicus (VNIIKR 0139), Dickeya chrysanthemi pv. 
chrysanthemi (DSM 4610), D. dadantii subsp. dadan
tii (DSM 18020), D. dianthicola (CFBP 3705), D. solani 
(DSM 28711), D. zeae (DSM 18068Т), Dickeya sp. (EVIRA 
DC 10, D-9 (VNIIKR 0144), D-33 (VNIIKR 0145), D. fil. 
(VNIIKR 0146)), Pectobacterium atrosepticum (EVIRA 
ECA 2, DSM 18077Т, Pa393 (VNIIKR 0143)), P. wasabiae 
(DSM 18074Т), P. carotovorum (DSM 30168Т), 7 strains 
of the family Burkholderiaceae: Burkholderia cepa
cia (CFBP 2227Т), B. gladioli pv. gladioli (CFBP 2427РТ), 
B. gra minis (CFBP 6734Т), B. plantarii (CFBP 3997Т), 
Paraburkholderia caryophylli (CFBP 1370, CFBP 2429Т, 
CFBP 3819), as well as 9 isolates from infected pota-
toes: Arthrobacter castelli (VNIIKR 0073 (VNIIF 1870)), 
VNIIKR 0415, VNIIKR 0416, DN 417, DN 418, DN  419-1, 
DN 419-2, DN 582, DN 583.

Additionally, data from previous studies were used 
to determine AS. For the test based on RT-PCR (Syn-
tol), 16 non-target strains were analyzed: D. dianthi
cola (D3B1, D3B2, D17), D. dadanthii (DFILL), Dickeya 
sp. (D33), C. m. subsp. sepedonicus (Cms 204, MCMS1, 
CMS6889 (NCPPB  2137)), C. m. subsp. michiganensis 
(CM 4761 (CMM1), HE 11 (CMM2)), Pantoea stewartii 
subsp. stewartii (Sw4), P. dispersa (PD1), Pseudomonas sy
ringae pv. syringae (ICMP 9032, ICMP 9067); Xanthomo
nas fragariae (NCPPB 1469), X. oryzae pv. oryzae (NCPPB 
3002) (Kornev, Kopina, 2012).

To determine the endospecificity of the test in 
the FLASH format in previous studies (Drenova, 
Kuznetsova, 2012), more than 40 isolates of R. sola
nacearum races 1, 2, and 3 were used, isolated during 
the study of potato tuber samples from the Russian 
Federation, Egypt, India and China in the bacterio-
logy laboratory of FGBU “VNIIKR”, in the Leningrad 
and Krasnodar Interregional Veterinary La boratories, 
as well as collection strains. Collection strains and 
main isolates are shown in Table 1. To determine 
exospecificity, 31 non-target strains were used: Ba
cillus sp., C. m. subsp. sepedonicus (Cms 204, CMS6889 
(NCPPB 2137)), C. m. subsp. michiganensis (CM 4761 
(CMM1), HE 11 (CMM2), Cmm Yu-1), Di ckeya chrysan
themi pv. chrysanthemi (DSM 4610), D. c. pv. parthenii 
(NCPPB 516), D. dianthicola (D3B1, D3B2, D9, D17, 
D33), Dickeya sp. (D1, D8, D9B, D9Tr), Micrococcus sp., 
Pantoea agglomerans (DSM 1619, DSM 3493), P. disper
sa (PD1), Pseudomonas syringae pv. syringae (ICMP 9032, 
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ICMP 9067), Xanthomonas campestris pv. campestris 
(Веl-5, Dasch-1), X. fragariae (NCPPB 1469), X. oryzae 
(106, 6163, 8182), X. oryzae pv. oryzae ( NCPPB 3002), 
X. vesicatoria (1111/B).

Experiments to determine S, R and Reprod were 
carried out using strain 0424 (R. solanacearum race 3 
bv. 2 CFBP 3857) at a concentration of 5 x 102 CFU/ml 
in 6–10 replicates.

To prepare artificially infected extracts from daily 
cultures grown on peptone-yeast glucose agar (EPPO, 
2004; STO VNIIKR 4.009-2013), a base suspension with 
a concentration of 108 CFU/ml in 10-mM phosphate 
buffer was prepared (EPPO, 2004; STO VNIIKR 4.009-
2013). The concentration of the thick suspension was 
determined by the Koch plate method (Egorov, 1995) 
and adjusted to the required value. Prepared plant ex-
tracts infected with pathogens in the required concen-
tration.

Samples with a volume of 200 μL were prepared 
from the extracts. As a negative control sample of DNA 
extraction (NCS), 200 μl of the corresponding pure ex-
tract was used. For every 10 samples, at least one RCW 
was used. As a positive control sample of isolation 
(PCSI), we used 200 μl of contaminated extract with 
a concentration of 106 CFU/ml. The prepared extracts 
and isolated DNA were stored at –20 °C.

Selectivity (S) was determined by comparing Re-
prod values for different substrates. In this case, unre-
liable values were considered negative as an indicator 
of the influence of the substrate on the effectiveness of 
the test. When determining Reprod, we took into ac-
count the results of experiments to determine ASen, S, 
and R. Invalid samples were retested with a dilution of 
DNA in water for PCR (1 : 1). Positive values of repeat-
ed tests were taken into account when determining R 
and Reprod as criteria reflecting the diagnostic capa-
bilities of the test.

RESULTS AND DISCUSSION
Analytical specificity (AS)
During the tests, it was shown that the tests in the 

RT-PCR and FLASH format with AgroDiagnostika kits 
containing identical oligonucleotides make it possible 
to identify the genetic material of all analyzed strains 
and isolates of the species complex R. solanacearum s. l. 
There were no nonspecific reactions with non-target 
strains. Thus, the AS of tests is 100% (Table 1).

Test with a Syntol kit for the detection of strains 
of race 3 bv. 2 and races 1 bv. 1, in accordance with 
the manufacturer’s specification, allows the detec-
tion of strains of R. solanacearum race 3 bv. 2. In ad-
dition, weak positive reactions were obtained in one 
of two replicates for suspensions of pure cultures of 
strain 0421 (R. syzygii subsp. indonesiensis CFBP 7288) 
and species strain 0423 (R. solanacearum CFBP 2047Т), 
belonging to bv. 1 of unknown race (Сt 34.9 and 35.1, 
respectively), which was assessed as a negative re-
sult. In experiments to determine ASen with strains 
not belonging to the race 3 bv. 2, negative results were 
obtained for samples with a concentration of 102–106 
CFU/ml (Table 1). There were no nonspecific reactions 
with non-target strains. Thus, our studies have shown 

(NCPPB 516), D. dianthicola (D3B1, D3B2, D9, D17, 
D33), Dickeya sp. (D1, D8, D9B, D9Tr), Micrococcus sp., 
Pantoea agglomerans (DSM 1619, DSM 3493), P. disper
sa (PD1), Pseudomonas syringae pv. syringae (ICMP 9032, 
ICMP  9067), Xanthomonas campestris pv. campestris 
 ( Веl-5, Dasch-1), X. fragariae ( NCPPB 1469), X. oryzae 
(106, 6163, 8182), X. oryzae pv. oryzae (NCPPB 3002), 
X. vesicatoria (1111/B).

Опыты по определению С, П и В проводили с ис-
пользованием штамма 0424 (R. solanacearum расы 3  
bv. 2 CFBP 3857) в  концентрации 5 х 102   КОЕ / мл 
в 6–10-кратной повторности.

Для приготовления искусственно заражен-
ных экстрактов из суточных культур, выращенных 
на пептонно-дрожжевом глюкозном агаре (EPPO, 
2004; СТО ВНИИКР 4.009-2013), готовили базовую 
суспензию с концентрацией 108 КОЕ/мл в 10-mM 
фосфатном буфере (EPPO, 2004; СТО ВНИИКР 4.009-
2013). Концентрацию густой суспензии определяли 
чашечным методом Коха (Егоров, 1995) и доводили 
до необходимого значения. Готовили растительные 
экстракты, зараженные возбудителями в необходи-
мой концентрации.

Из экстрактов готовили образцы объемом 
200 мкл. В качестве отрицательного контрольно-
го образца выделения ДНК (ОКВ) использовали 
200 мкл соответствующего чистого экстракта. На 
каждые 10 образцов использовали не менее одно-
го ОКВ. В качестве положительного контрольного 
образца выделения (ПКВ) использовали 200 мкл за-
раженного экстракта с концентрацией 106 КОЕ / мл. 
Готовые экстракты и выделенную ДНК хранили при 
температуре –20 °С.

Селективность (С) определяли путем сравне-
ния значений В для разных субстратов. При этом 
недостоверные значения считали отрицательными 
как показатель влияния субстрата на эффектив-
ность теста. При определении В учитывали резуль-
таты опытов по определению АЧ, С и П. Недостовер-
ные образцы тестировали повторно с разведением 
ДНК в воде для ПЦР (1 : 1). Положительные значе-
ния повторных тестов учитывали при определении 
П и В как критериев, отражающих диагностические 
возможности теста.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Аналитическая специфичность (АС)
В ходе испытаний было показано, что тесты 

в формате ПЦР-РВ и FLASH с наборами ООО «Агро-
Диагностика», содержащие идентичные олиго-
нуклеотиды, позволяют выявлять генетический 
материал всех проанализированных штаммов 
и изолятов видового комплекса R. solanacearum s. l. 
Неспецифических реакций с нецелевыми штам-
мами не отмечено. Таким образом, АС тестов равна 
100% (табл. 1).

Тест с набором ООО «Синтол» для выявления 
штаммов расы 3 bv. 2 и расы 1 bv. 1, в соответствии 
со спецификацией производителя, позволяет вы-
являть штаммы R. solanacearum расы 3 bv. 2. Кроме 
того, были получены слабые положительные реак-
ции в одной из двух повторностей для суспензий 
чистых культур штамма 0421 (R. syzygii subsp. indo
nesiensis CFBP 7288) и типового штамма 0423 (R. so
lanacearum CFBP 2047Т), относящегося к bv. 1 не-
установленной расы (Сt 34,9 и 35,1 соответственно), 
что было оценено как отрицательный результат. 
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Таблица 2
Аналитическая чувствительность тестов в формате ПЦР-РВ и FLASH с отечественными 
коммерческими наборами для выявления возбудителей видов комплекса Ralstonia solanacearum 
sensu lato в растительном экстракте1

Table 2
Analytical sensitivity of RT-PCR and FLASH tests with Russian commercial kits for detecting pathogens 
of the Ralstonia solanacearum sensu lato species complex in plant extract1

К
он

ц
., 

К
О

Е/
м

л
Co

nc
, C

FU
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l

Виды комплекса Ralstonia solanacearum sensu lato
Species of Ralstonia solanacearum sensu lato complex

Ralstonia solanacearum
Ralstonia 
pseudosolanacearum

Ralstonia 
syzygii
subsp. 
indone-
siensis

раса 3 биовар 2
race 3 biovar 2

биовар 1
biovar 1

раса 5 
биовар 5
race 5 
biovar 5

раса 1 
биовар 3
race 1 
biovar 3

Ш
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од
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 A
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 5

FL
A

SH

А
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од
 Р

В
R
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 A

gr
od

101

1,03 х6 х 38,9 х х х х х х х х х х х х х х х х х х х

0,99 – – 39,5 х х х х х х х х х х х х х х х х х х х

4,67 41,8 32,1 39,2 х х х х х х х х х х х х х х х х х х х

102

6,35 36,3 31,5 36,3 1,12 – – 0,95 – – 3,00 36,2 0,99 – 1,15 – 1,08 – 1,06 – – 0,97 –

7,93 38,0 32,5 36,3 1,03 36,7 – 3,09 – – 1,32 36,8 2,94 – 1,19 – 1,11 – 1,09 – – 0,98 –

4,46 36,2 32,4 36,6 4,93 37,9 33,4 4,05 36,8 – 5,75 36,4 4,36 39,0 1,09 37,8 4,07 38,5 1,15 – – 1,03 –

103

8,99 33,3 30,1 34,0 9,28 35,1 31,9 7,57 34,4 33,1 8,14 32,7 4,28 – 4,80 36,5 4,42 39,5 3,45 – – 1,01 –

10,10 33,2 30,1 34,3 9,14 35,3 32,7 2,72 34,3 32,0 7,67 33,1 5,78 35,9 4,96 36,2 6,32 36,4 6,40 – – 1,10 –

10,30 32,7 30,1 34,1 8,56 35,1 31,6 7,56 35,3 32,0 7,84 33,0 5,76 37,9 6,81 36,5 6,37 35,8 5,25 – – 0,95 –

104
10,20 29,8 27,2 35,6 10,70 31,3 29,4 9,19 30,8 29,6 10,0 29,8 6,26 32,2 9,70 33,3 6,89 34,7 2,72 – – 5,94 36,5

10,70 29,8 27,7 34,1 10,80 31,8 29,2 9,67 31,4 29,6 9,76 29,7 8,49 31,8 9,91 33,4 8,07 33,9 5,38 36,6 37,8 9,06 36,1

106 11,60 23,8 20,8 26,9 11,70 25,0 22,3 9,42 24,8 23,1 9,84 23,0 9,68 25,7 13,20 26,3 10,60 26,4 11,50 29,8 31,6 8,73 30,2

1 Для R. solanacearum bv. 1 (CFBP 2047Т), R. pseudosolanacearum 
(CFBP 6442) и R. syzygii (CFBP 7288) получены отрицательные 
результаты теста с набором ООО «Синтол» (не приведены).
2 Для теста на основе FLASH данные представлены 
в относительных единицах флуоресценции относительно 
фоновых образцов; для ПЦР-РВ указан Ct.
3 Опыт проведен с независимо приготовленными образцами. 
ДНК каждой концентрации была выделена в 1-кратной 
повторности, амплификация – в 3-кратной. Для концентрации 
106 КОЕ/мл приведено среднее значение повторностей, 
для концентрации 104 КОЕ/мл – крайние значения повторностей.
4 Повторная амплификация после хранения при –20 °С.
5 Повторное выделение ДНК из искусственно зараженных 
экстрактов, хранившихся при –20 °С.
6 Исследования не проводились.

 – положительный результат
 – отрицательный результат
 – недостоверный результат

1 For R. solanacearum bv. 1 (CFBP 2047Т), R. pseudosolanacearum 
(CFBP 6442) and R. syzygii (CFBP 7288) – negative test results 
with a Syntol kit (not shown).
2 For the FLASH-based test, data are presented in relative 
fluorescence units relative to background samples; for RT-PCR, 
Ct is indicated.
3 The experiment was carried out with independently prepared 
samples. DNA of each concentration was isolated in 1-fold 
replication, amplification – in 3-fold. For a concentration  
of  106   CFU / ml, the average value of replicates is given, 
for a concentration of 104   CFU  /  ml – the extreme values of replicates.
4 Re-amplification after storage at –20 °C.
5 Re-isolation of DNA from artificially contaminated extracts stored 
at –20 °C.
6 No studies have been carried out.

 – positive result
 – negative result
 – unreliable result
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В опытах по определению АЧ со штаммами, не от-
носящимися к расе 3 bv. 2, были получены отрица-
тельные результаты для образцов с концентрацией 
102–106 КОЕ/мл (табл. 1). Неспецифических реакций 
с нецелевыми штаммами не отмечено. Таким об-
разом, в наших исследованиях показана высокая 
специфичность теста к R. solanacearum расы 3 bv. 2. 
Вопрос о заявленной производителем возможно-
сти выявлять R. solanacearum расы 1 bv. 1 с помощью 
данного теста не изучался.

Аналитическая чувствительность (АЧ)
В опытах по определению аналитической спе-

ци фичности (АС) было отмечено, что для некоторых 
штаммов видового комплекса R. solanacearum s. l. зна-
чения порогового цикла существенно отличались 
от характерного показателя для суспензий чистых 
культур, составлявшего около 15–20, и находились 
на отметке от 30,5 до 32,0 (табл. 1). В связи с этим 
было выдвинуто предположение о возможной зави-
симости АЧ тестов от вида и/или штамма патогена, 
что ранее было описано для теста на основе LAMP 
по Lenarčič et al. (2014), включенного в Стандарт 
РМ 7/21 (2) (EPPO, 2018). Опыты были проведены 
с восьмью коллекционными штаммами видового 
комплекса. Результаты представлены в таблице 2.

Для штаммов R. solanacearum расы 3 bv. 2 АЧ 
всех испытуемых тестов была практически одина-
кова для каждого из штаммов, но различалась меж-
ду штаммами. Так, для штамма 0040 (NCPPB 2316) 
АЧ составила 101–102 КОЕ/мл, тогда как для штамма 
0424 (CFBP 3857) АЧ была на порядок ниже и соста-
вила 102–103 КОЕ/мл.

АЧ тестов с наборами производства ООО «Агро-
Диагностика» к  трем штаммам R. solanacearum 
bv. 1 и R. pseudosolanacearum bv. 5 также составила 
 102–103 КОЕ/мл. Для штамма R. syzygii subsp. indone
siensis АЧ не отличалась для обоих тестов, однако со-
ставила только 104 КОЕ/мл, что указывает на мень-
шее сродство тест-систем к данному штамму.

В отличие от штаммов, описанных выше, АЧ тес-
тов с наборами производства ООО «АгроДиагности-
ка» в разных форматах значительно отличалась для 
штамма 0499 R. pseudosolanacearum bv. 3 (CFBP 6424). 
АЧ теста в формате FLASH составила 103  КОЕ / мл, тог-
да как для ПЦР-РВ значение критерия, полученное 
при тестировании двух серий искусственно зара-
женных экстрактов, составило лишь 104–105 КОЕ/мл.

Отмечено, что для тестов со штаммами 0039 
(NCPPB 2315) и 0040 (NCPPB 2316), полученными 
из Британской национальной коллекции фитопа-
тогенных бактерий, АЧ была выше, чем с другими 
штаммами этих же групп. Так, для штамма 0039 
положительные результаты тестов с  наборами 
ООО «АгроДиагностика» в формате FLASH и  ПЦР-РВ 
были получены соответственно для 67–100% об-
разцов с низкой концентрацией – 102 КОЕ/мл. При 
этом для других штаммов положительные резуль-
таты при данной концентрации были получены 
для 33–67% и 0–33% образцов.

Особый интерес представляют результаты 
опытов по определению АЧ всех испытуемых тестов 
со штаммом 0040, составившей 101–102  КОЕ / мл, как 
указано выше.

Согласно расчетам, при выделении ДНК 
из 200 мкл экстракта с получением 100 мкл очи-
щенной ДНК и  при использовании для ампли-
фикации 5  мкл, единичные копии цели будут 

a high specificity of the test for R. solanacearum, race 3 
bv. 2. The question of the manufacturer’s declared 
ability to detect R. solanacearum race 1 bv. 1 not stu-
died with this test.

Analytical sensitivity (ASen)
In experiments to determine analytical specifici-

ty (AS), it was noted that for some strains of the species 
complex R. solanacearum s. l. the values   of the thresh-
old cycle significantly differed from the characteristic 
indicator for suspensions of pure cultures, which was 
about 15–20, and ranged from 30.5 to 32.0 (Table 1). 
In this regard, a hypothesis was put forward about 
the possible dependence of ASen tests on the species    
and/or strain of the pathogen, which was previously de-
scribed for the LAMP-based test according to Lenarčič 
et al. (2014) included in Standard RM 7/21 (2) (EPPO, 
2018). The experiments were carried out with eight col-
lection strains of the species complex. The results are 
presented in Table 2.

For strains of R. solanacearum race 3 bv. 2, the ASen 
of all the tested tests was practically the same for each 
of the strains, but differed among the strains. Thus, for 
the 0040 (NCPPB 2316) strain, the ASen was  101–102 
CFU/ml, while for the 0424 (CFBP 3857) strain, the 
ASen was quite lower and amounted to 102–103  CFU / ml.

ASen tests with AgroDiagnostika kits for three 
strains R. solanacearum bv. 1 and R. pseudosolanacearum 
bv. 5 was also 102–103 CFU/ml. For the strain R. syzygii 
subsp. indonesiensis ASen did not differ for both tests, 
however, it was only 104 CFU/ml, which indicates a low-
er affinity of test systems for this strain.

Unlike the strains described above, the ASen tests 
with AgroDiagnostika kits in different formats differed 
significantly for the 0499 R. pseudosolanacearum bv. 3 
(CFBP 6424). The ASen test in the FLASH format was 
103 CFU/ml, while for RT-PCR the criterion value ob-
tained when testing two series of artificially infected 
extracts was only 104–105 CFU/ml.

It was noted that for tests with strains 0039 
( NCPPB 2315) and 0040 (NCPPB 2316) obtained 
from the British National Collection of Phytopatho-
genic Bacteria, the ASen was higher than with other 
strains of the same groups. Thus, for strain 0039, po-
sitive test results with AgroDiagnostika kits in FLASH 
and  RT-PCR format were obtained, respectively, 
for 67–100% of samples with a low concentration – 
102  CFU / ml. Moreover, for other strains, positive re-
sults at this concentration were obtained for 33–67% 
and 0–33% of the samples.

Of particular interest are the results of experi-
ments to determine the ASen of all tested tests with 
strain 0040, which amounted to 101–102 CFU/ml, as 
indicated above.

According to calculations, when DNA is isolated 
from 200 μl of the extract to obtain 100 μl of purified 
DNA and when 5 μl is used for amplification,  single cop-
ies of the target will react at a concentration of at least 
2 x 102 CFU/ml, i. e., the ASen of an effective test is the-
oretically should be 102–103 CFU/ml. Such values of the 
working criterion were obtained for most of the strains 
in this study, as well as when validating tests with si-
milar kits of these companies to identify the causative 
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попадать в реакцию при концентрации не менее 
2 х 102  КОЕ / мл, т. е. АЧ эффективного теста теоре-
тически должна составить 102–103 КОЕ/мл. Такие 
значения рабочего критерия получены для боль-
шинства штаммов в данном исследовании, а также 
при проведении валидации тестов с аналогичными 
наборами этих компаний для выявления возбуди-
теля ожога плодовых культур Erwinia amylovora (Bur-
rill) Winslow et al. (Дренова, 2019).

Устойчивое превышение расчетного показате-
ля АЧ указывает на копийность целевого фрагмен-
та в образце, которое может быть вызвано прочным 
сцеплением клеток, приводящим к ошибке в опре-
делении концентрации искусственно зараженных 
экстрактов. Также возможно наличие копий цели 
в геноме клеток, например, в случае ее расположе-
ния в плазмидной ДНК.

Повторяемость (П), воспроизводимость (В) 
и селективность (С)
Для определения рабочих критериев повторяе-

мости (П) и воспроизводимости (В) тестов с набора-
ми ООО «АгроДиагностика», признанных в предыду-
щих опытах универсальными к штаммам видового 
комплекса R. solanacearum s. l., выбрали 3 штамма, от-
носящихся к разным группам и показавших близкие 
значения АЧ (102–103 КОЕ / мл) (табл. 3, 4).

Повторяемость теста в  формате FLASH для 
штамма 0422 (R. pseudosolanacearum CFBP 6442) 
 варь ировала от 20 до 90%. Воспроизводимость со-
ставила 47%. Для штамма 0423 (R. solanacearum bv. 1 
CFBP 2047Т) значение П составило 80–100%, В  – 
93%. Рабочие критерии зависели от оператора и, 
возможно, от условий хранения образцов (табл. 3).

Повторяемость теста в формате ПЦР-РВ с набо-
ром ООО «АгроДиагностика» для штамма 0422 варь-
ировала от 10 до 70%. Воспроизводимость соста-
вила 50%. Для штамма 0423 П составила  70–100%, 
В – 86%. Рабочие критерии зависели от оператора, 
прибора и, возможно, от условий хранения образ-
цов (табл. 3).

Кроме того, рабочие критерии П, В и С для всех 
тестов были определены с использованием штамма 
0424 R. solanacearum CFBP 3857 расы 3 bv. 2 (табл. 4, 
5, 6).

Для теста в  формате FLASH были получены 
высокие значения П – 90–100% и В – 95%. Для экс-
трактов роз значения П и В на уровне 100% были 
близки к значениям, полученным с экстрактами 
картофеля. Однако для экстрактов роз в  одной 
из повторностей отмечены значительно более 
низкие значения ВК и недостоверный результат 
в одном из образцов, что указывает на возможные 
трудности при очистке ДНК из данного субстрата. 
Достоверно положительный результат получен 
в 92% образцов экстрактов роз (табл. 4).

Для теста на основе ПЦР-РВ с  набором 
ООО «АгроДиагностика» для экстрактов клубней 
картофеля показана высокая П с использованием 
прибора «ДТ-лайт» (90–100%), однако для прибо-
ра «АНК-32» этот показатель составил лишь 30%. 
В опыте с экстрактами вегетативных частей кар-
тофеля значения П для разных приборов не отли-
чались (90%), однако значения пороговых циклов 
(34,5–37,9 и  39,4–41,82 соответственно) также 
указывали на более высокую эффективность реак-
ции на приборе «ДТ-лайт». Таким образом, значе-
ние В теста на приборе «ДТ-лайт» составило 93%, 

agent of fireblight Erwinia amylovora (Burrill) Winslow 
et al. (Drenova, 2019).

A persistent excess of the calculated ASen index 
indicates the copy number of the target fragment in 
the sample, which can be caused by strong adhesion 
of cells, leading to an error in determining the concen-
tration of artificially infected extracts. It is also pos-
sible that copies of the target are present in the cell 
genome, for example, in the case of its location in plas-
mid DNA.

Repeatability (R), reproducibility (Reprod)  
and selectivity (S)
To determine the working criteria of repeat-

ability (R) and reproducibility (Reprod) of tests with 
AgroDiagnostika kits recognized in previous experi-
ments as universal to the strains of the species com-
plex R. solanacearum s. l., chose 3 strains belonging to 
different groups and showing similar values of ASen 
 ( 102 – 103 CFU/ml) (Tables 3, 4).

The repeatability of the FLASH test for strain 
0422 (R. pseudosolanacearum CFBP 6442) varied from 
20 to 90%. The reproducibility was 47%. For strain 
0423 (R. solanacearum bv. 1 CFBP 2047T), the R value 
was 80–100%, Reprod – 93%. The performance criteria 
depended on the operator and possibly on the storage 
conditions of the samples (Table 3).

The repeatability of the test in the RT-PCR for-
mat with AgroDiagnostika kit for the strain 0422 va-
ried from 10 to 70%. The reproducibility was 50%. For 
strain 0423, R was 70–100%, Reprod – 86%. The per-
formance criteria depended on the operator, the instru-
ment, and possibly the storage conditions of the sam-
ples (Table 3).

In addition, the performance criteria R, Reprod 
and S for all the tests were determined using strain 
0424 R. solanacearum CFBP 3857 race 3 bv. 2 (Tables 
4, 5, 6).

For the test in FLASH format, high values of R – 
90–100% and Reprod – 95% were obtained. For rose 
extracts, the R and Reprod values at the 100% level 
were close to the values obtained with potato extracts. 
However, for rose extracts in one of the replicates, sig-
nificantly lower internal control of PCR (IC) values and 
an unreliable result in one of the samples were not-
ed, which indicates possible difficulties in DNA puri-
fication from this substrate. A reliably positive result 
was obtained in 92% of the samples of rose extracts 
( Table 4).

For a test based on RT-PCR with an AgroDiagnos-
tika kit for potato tuber extracts, a high R was shown 
using the DT-light  machine (90–100%), but for the 
 ANK-32 device this figure was only 30%. In the expe ri-
ment with extracts of vegetative parts of potatoes, the 
R values   for different devices did not differ (90%), how-
ever, the va lues   of the threshold cycles (34.5–37.9 and 
39.4–41.82, respectively) also indicated a higher reac-
tion efficiency on the DT-light machine. Thus, the Re-
prod value of the test on the DT-light machine was 93%, 
and taking into account the experience on the ANK-32 
amplifier – 62%. Selectivity in relation to rose extracts 
in comparison with extracts of tubers and vegetative 
parts of potatoes, as well as for the test in the FLASH 
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Таблица 3
Повторяемость и воспроизводимость тестов в формате FLASH и ПЦР-РВ  
с коммерческими наборами ООО «АгроДиагностика»
Table 3
Repeatability and reproducibility of FLASH and RT-PCR tests  
with commercial AgroDiagnostika kits

№ п/п
№

FLASH, ОФ1

FLASH, RF1

ПЦР-РВ, Ct
RT-PCR, Ct

Терцик
Tertsik

ДТ-лайт
DT-light

ДТ-прайм
DT-prime

оператор 1
operator 1

оператор 2
operator 2

оператор 1
operator 1

оператор 2
operator 2

Повторность
Repetition 1 22 32 1 22 32 2 3

0422 Ralstonia pseudosolanacearum CFBP 6442

1 5,77 0,91 0,94 36,4 38,1 – – –

2 4,80 1,63 3,56 – – – 39,2 39,0

3 1,06 5,26 0,93 36,7 – – 39,0 37,8

4 5,43 4,41 1,53 38,7 37,2 37,9 38,6 –

5 5,10 0,97 1,37 38,4 – – 38,8 38,9

6 4,35 3,39 3,67 – – – 39,5 38,9

7 4,62 0,94 1,07 – 37,6 – – 38,9

8 3,33 0,98 0,98 38,7 38,0 – 38,8 –

9 4,68 0,86 0,99 – 39,4 – 39,0 39,1

10 5,08 0,93 1,01 – – – – 37,7

П
R

90% 30% 20% 50% 50% 10% 70% 70%

В
Reprod

47%
36,7% 70%

50%

0423 Ralstonia solanacearum bv. 1 CFBP 2047Т

1 6,46 1,22 6,64 36,0 36,3 36,1 36,3 –

2 5,49 6,12 5,55 36,7 37,8 39,8 – 39,0

3 7,26 5,23 4,81 37,2 35,9 37,5 37,2 37,8

4 8,18 6,72 6,95 36,5 – – 38,6 –

5 6,40 5,82 1,04 35,3 – 40,1 37,8 38,9

6 3,65 6,56 4,23 37,4 37,5 36,6 38,7 38,9

7 8,10 0,98 2,19 36,7 36,8 37,3 38,5 38,9

8 2,063 4,36 5,88 37,8 39,1 37,1 38,7 –

9 4,64 2,85 1,37 38,8 40,6 – – 39,1

10 6,18 4,97 3,76 38,3 38,2 36,0 38,7 37,7

П
R

100% 80% 80% 100% 80% 80% 80% 70%

В
Reprod

93%
87% 75%

86%
1 ОФ – относительные единицы флуоресценции по сравнению с фоновыми образцами.
2 Амплификация проведена после хранения выделенной ДНК при –20 °С.
3 Пограничный результат оценен как положительный, т. к. на практике такие образцы  
должны быть протестированы повторно с увеличением объема образца.

 – положительный результат    – отрицательный результат    – пограничный результат
1 RF – relative units of fluorescence compared to background samples.
2 Amplification was carried out after storage of the isolated DNA at –20 °C.
3 The borderline result is assessed as positive, since in practice such samples  
must be retested with increasing sample volume.

 – positive result    – negative result    – borderline result
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а  с учетом опыта на амплификаторе «АНК-32»  – 
62%. Селективность в отношении экстрактов роз 
в сравнении с экстрактами клубней и вегетатив-
ных частей картофеля, как и для теста в формате 
FLASH, проявилась в ингибировании ВК и получе-
нии недостоверных результатов (табл. 5, рис. «Про-
токол опыта по определению селективности теста 
 ПЦР-РВ с набором ООО «АгроДиагностика»).

Д ля оценки влияния амплификатора 
на В  и  уточнения АЧ с  использованием прибора 
«АНК-32», дополнительно провели опыт с  ранее 
выделенной ДНК экстрактов, инокулированных 
разными штаммами возбудителя в более высокой 
концентрации  – 103 КОЕ/мл. Для амплификации 
использовали по 2 образца ДНК каждого штамма, 
показавших положительный результат на приборе 
«ДТ-лайт».

В пределах АЧ, составившей 103 КОЕ/мл, П тес-
та на приборе «АНК-32» составила 75%, В с учетом 
данных двух приборов – 87,5%. Значения порого-
вых циклов как цели, так и ВК образцов были зна-
чительно ниже на детектирующем амплификаторе 

format, manifested itself in the inhibition of IC and ob-
taining unreliable results (Table 5, Fig. “Experimental 
protocol for determining the selectivity of the RT-PCR 
test with AgroDiagnostika kit”).

To assess the influence of the amplifier on Reprod 
and refine the ASen using the ANK-32, we additionally 
conducted an experiment with previously isolated DNA 
extracts inoculated with different strains of the patho-
gen at a higher concentration – 103 CFU/ml. For amplifi-
cation, 2 DNA samples of each strain were used, which 
showed a positive result on the DT-light.

Within the ASen, which amounted to 103  CFU / ml, 
the R of the test on the ANK-32 was 75%, Reprod, tak-
ing into account these two devices – 87.5%. The va lues 
of the threshold cycles of both the target and the IC of 
the samples were significantly lower on the qPCR ma-
chine DT-light in comparison with  ANK-32 ( Table 6).
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Таблица 4
Селективность, повторяемость и воспроизводимость теста в формате FLASH 
с коммерческим набором ООО «АгроДиагностика»1

Table 4
Selectivity, repeatability and reproducibility of the test in FLASH format  
with a commercial AgroDiagnostika kit1

Растительный 
экстракт
Plant extract

Результаты (относительные единицы флуоресценции, ОФ)
Results (relative units of fluorescence, RF)

Клубни картофеля
Potato tubers

Розы
Roses

Повторность
Repetition

1 2 1 2

Цель
Target

ВК
IC

Цель
Target

ВК
IC

Цель
Target

ВК
IC

Цель
Target

ВК
IC

1 6,22 11,10 6,58 11,70 5,12 4,30 6,31 15,90

2 5,48 10,70 5,96 11,50 2,53 0,75 6,02 14,00

3 0,97 13,10 5,92 11,60 3,452 0,92 7,20 14,30

4 6,79 11,0 4,44 11,40 5,91 0,82 6,49 13,90

5 6,80 12,0 5,15 12,40 6,78 2,32 7,13 10,80

6 5,68 11,20 6,60 12,10 4,58 0,79 6,97 10,50

7 5,95 11,30 5,94 12,10

8 4,65 10,30 4,40 11,50

9 4,13 12,50 5,99 12,50

10 6,15 12,12 6,73 12,00

П
R

90% 100% 100% 100%

С
S

95% 92%

В
Reprod

95% 100%

Вобщая

Reprod total
97,5%

1 Для опытов использовали коллекционный штамм 0424 R. solanacearum CFBP 38572.
2 Результат получен в дополнительной реакции с разведением ДНК образца 
в воде для ПЦР (1 : 1).
1 Collection strain 0424 R. solanacearum CFBP 38572 was used for the experiments.
2 The result was obtained in an additional reaction with a dilution of the DNA sample in water for PCR (1: 1).
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For a test based on RT-PCR with a Syntol kit, as 
well as for a test with an AgroDiagnostika kit, a signi-
ficant effect of the device on the reaction efficiency in 
tuber samples was noted. Selectivity in relation to rose 
extracts in comparison with extracts of tubers and ve-
getative parts of potatoes manifested itself in instability 
and lower values of R and Reprod (Table 7).

Working criteria for tests based on PCR with a 
fluo rescent label with Russian commercial kits for de-
tecting DNA of species of the R. solanacearum s. l. in the 
plant extract of the host plants are presented in Table 8.

«ДТ-лайт» по сравнению с  прибором «АНК-32» 
(табл. 6).

Для теста на основе ПЦР-РВ с  набором 
ООО «Синтол» так же, как и для теста с набором 
ООО  «АгроДиагностика», отмечено значитель-
ное влияние прибора на эффективность реакции 
в образцах клубней. Селективность в отношении 
экстрактов роз в сравнении с экстрактами клуб-
ней и вегетативных частей картофеля проявилась 
в нестабильности и более низких значениях П и В 
(табл. 7).

Рабочие критерии тестов на основе ПЦР 
с флуо ресцентной меткой с отечественными ком-
мерческими наборами для выявления ДНК видов 
комплекса R. solanacearum s. l. в растительном экс-
тракте растений-хозяев представлены в таблице 8.
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Таблица 5
Селективность, повторяемость и воспроизводимость теста ПЦР-РВ  
с коммерческим набором ООО «АгроДиагностика»1

Table 5
Selectivity, repeatability and reproducibility of the RT-PCR test  
with a commercial AgroDiagnostika kit1

Растительный 
экстракт
Plant extract

Результаты, Ct
Results, Ct

Клубни картофеля
Potato tubers

Вег. части картофеля
Veg. parts of potatoes

Розы
Roses

Прибор
Device

ДТ-лайт
DT-light

АНК-32
ANK-32

ДТ-лайт
DT-light

АНК-32
ANK-32

ДТ-лайт
DT-light

Повторность
Repetition 1 2 3 1 1 2 3 12 22 3

1 36,0 35,7 35,8 – 36,2 35,8 41,45 35,5 37,1 37,6

2 36,3 37,4 36,0 40,18 37,6 35,9 39,62 37,7 36,33 36,9

3 36,3 36,1 35,4 – 36,6 36,7 39,40 37,3 38,1 35,7

4 37,0 38,5 36,9 39,96 38,5 37,2 40,07 38,53 36,4 38,2

5 36,0 37,0 35,7 – 36,2 36,5 41,47 36,7 36,7 35,5

6 36,7 36,1 34,5 – 35,3 36,1 41,82 37,1 35,5 36,4

7 36,3 35,5 37,2 – 37,2 – 42,64

8 37,5 35,1 36,2 – 35,7 – 40,48

9 37,3 – – – 36,5 35,4 40,25

10 37,9 36,4 35,5 40,15 35,9 35,5 –

П
R

100% 90% 90% 30% 100% 80% 90% 100% 100% 100%

С, В ДТ-лайт

S, Reprod DT-Light

93% х 90% х 88,7%

В
Reprod

62% 90% 100%

Вобщая ДТ-лайт

Reprodtotal DT-Light

95%

Вобщая

Reprodtotal

88%

1 Для опытов использовали коллекционный штамм 0424 R. solanacearum CFBP 3857.
2 Реакция ВК для большинства образцов отрицательна (см. рисунок).
3 Результат получен в дополнительной реакции с разведением ДНК образца в воде для ПЦР (1 : 1).
1 Collection strain 0424 R. solanacearum CFBP 3857 was used for the experiments.
2 The IC reaction is negative for most of the samples (see Fig.).
3 The result was obtained in an additional reaction with a dilution of the DNA sample in water for PCR (1: 1).
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SUMMARY
1) For tests with AgroDiagnostika kits in FLASH for

mat and RT-PCR, the following values of working crite-
ria are set:

– analytical specificity of tests – 100%;
– analytical sensitivity  – 101–102 or 102–103 

 CFU / ml for the strains Ralstonia solanacearum and 
R. pseudosolanacearum CFBP 6442 race 5 bv. 5 and 
104   CFU / ml for the strain R. pseudosolanacearum 
CFBP 6424 race 1 bv. 3 and R. syzygii subsp. indone
siensis CFBP 7288;

– selectivity was noted for rose extract in the case 
of the content of an increased amount of plant com-
ponents;

– the repeatability and reproducibility of tests 
within the analytical sensitivity (5 x 102 CFU/ml) 
reached 97.5 and 95%, respectively, when using 
DNA-Technology amplifiers. The use of the ANK-32 
device (Syntol) significantly reduced the sensitivity of 
the test;

– the test criteria did not differ in general, how ever, 
for the strain R. pseudosolanacearum CFBP 6424 race 1 
bv. 3 the analytical sensitivity of the test in FLASH for-
mat reached 102–103 CFU/ml, the reproducibility of the 
test was slightly higher.

2) For a test based on RT-PCR with a Syntol kit, in ac-
cordance with the manufacturer’s specification, endo-
specificity is shown for R. solanacearum strains race 3 
bv. 2. Exospecificity was 100%. Other performance cri-
teria were slightly lower than those of the tests with the 
AgroDiagnostika kits:

– the repeatability and reproducibility within the 
analytical sensitivity (5 x 102 CFU/ml), determined us-
ing the qPCR machine DT-light by DNA-Technology, 
were  50–90% and 77%, respectively. When using the 
 ANK-32 device, a decrease in the sensitivity of the test 
was also noted;

– analytical sensitivity was determined as 
103 CFU/ml.

ВЫВОДЫ
1) Для тестов с наборами производства ООО «Агро

Диагностика» в формате FLASH и ПЦР-РВ установ-
лены следующие значения рабочих критериев:

– аналитическая специфичность тестов  – 
100%;

– аналитическая чувствительность – 101–102 
или 102–103 КОЕ/мл для штаммов Ralstonia sola
nacearum и R. pseudosolanacearum CFBP 6442 расы 5 
bv. 5 и 104 КОЕ/мл для штамма R. pseudosolanacearum 
CFBP 6424 ра сы 1 bv. 3 и R. syzygii subsp. indonesiensis 
CFBP 7288;

– селективность отмечена для экстракта роз 
в случае содержания повышенного количества рас-
тительных компонентов;

– повторяемость и  воспроизводимость тес-
тов в пределах аналитической чувствительности 
(5  х  102 КОЕ/мл) достигали 97,5 и  95% соответ-
ственно при использовании амплификаторов про-
изводства ООО «ДНК-Технология». Использование 
прибора «АНК-32» (ООО «Синтол») снижало чув-
ствительность теста на порядок;
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Таблица 6
Повторяемость и воспроизводимость 
теста в формате ПЦР-РВ с набором 
ООО «АгроДиагностика» для образцов 
с концентрацией 103 КОЕ/мл
Table 6
Repeatability and reproducibility  
of the test in the RT-PCR format 
with an AgroDiagnostika kit for samples 
with a concentration of 103 CFU/ml

Образец
Sample

Результаты, Ct*
Results, Ct*

Прибор
Device

ДТ-лайт
DT-light

АНК-32
ANK-32

Реакция
Reaction

Цель
Target

ВК
IC

Цель
Target

ВК
IC

0039 103-1 32,7 26,4 37,30 31,44

0039 103-2 33,1 26,5 37,84 31,53

0040 103-1 36,7 26,8 37,45 31,49

0040 103-2 35,1 26,5 37,62 31,41

0422 103-1 39,5 27,2 42,65 32,59

0422 103-2 36,4 27,4 39,56 31,28

0423 103-1 35,9 27,4 39,83 31,68

0423 103-2 37,9 26,6 – 31,57

0424 103-1 35,1 26,5 40,05 32,37

0424 103-2 35,3 26,5 39,52 31,71

0425 103-1 36,5 26,8 – 31,71

0425 103-2 36,2 26,2 – 31,85

П
R

100% 75%

В
Reprod

87,5%

* Приведены средние значения опытов по определению АЧ.
* The average values of the experiments to determine 
the ASen are given.

Рисунок. Протокол 
опыта по определению 
селективности теста 
ПЦР-РВ с набором 
ООО «АгроДиагностика»

Fig. Experimental 
protocol for determining 
the selectivity of the 
RT-PCR test with 
an AgroDiagnostika kit
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CONCLUSION
Based on an assessment of the applicability of tests 
with commercial kits of Russian companies for 
DNA isolation Proba-GS, for amplification in FLASH 
 format and RT-PCR of AgroDiagnostika and for am-
plification in RT-PCR format of Syntol for identify-
ing the species of Ralstonia solanacearum complex sen
su lato in plant extracts have been found suitable 
for routine testing of regulated products. Tests with 
AgroDiagnostika kits can be used as screening tests 
for samples of any origin. Test based on RT-PCR with 
a Syntol kit, specific to R. solanacearum race 3 bv. 2, 
can be used as a screening test in the study of pro-
ducts manufactured in the European Union, as well 
as for the differential diagnosis of R. solanacearum 
race 3 bv. 2.

– критерии тестов в целом не отличались, од-
нако для штамма R. pseudosolanacearum CFBP 6424 
расы 1 bv. 3 аналитическая чувствительность теста 
в формате FLASH достигала 102–103 КОЕ/мл, вос-
производимость теста была несколько выше.

2) Для теста на основе ПЦР-РВ с  набором 
ООО «Синтол» в соответствии со спецификацией 
производителя эндоспецифичность показана для 
штаммов R. solanacearum расы 3 bv. 2. Экзоспеци-
фичность составила 100%. Прочие рабочие крите-
рии были несколько ниже, чем у тестов с наборами 
ООО «АгроДиагностика»:

– повторяемость и  воспроизводимость 
в  пределах аналитический чувствительности 
(5 х 102  КОЕ / мл), определенные с использованием 
амплификатора «ДТ-лайт» ООО «ДНК-Технология», 
составили 50–90% и 77% соответственно. При ис-
пользовании прибора «АНК-32» также отмечено 
снижение чувствительности теста;

– аналитическая чувствительность была опре-
делена как 103 КОЕ/мл.
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Таблица 7
Селективность, повторяемость и воспроизводимость теста ПЦР-РВ с коммерческим 
набором ООО «Синтол»*
Table 7
Selectivity, repeatability and reproducibility of the RT-PCR test with a commercial Syntol kit*

Растительный 
экстракт
Plant extract

Результаты, Ct
Results, Ct

Клубни картофеля
Potato tubers

Вег. части картофеля
Veg. parts of potato

Розы
Roses

Прибор
Device

ДТ-лайт
DT-light

АНК-32
ANK-32

ДТ-лайт
DT-light

АНК-32
ANK-32

ДТ-лайт
DT-light

Повторность
Repetition 1 2 3 1 1 3 2 1 2 3

1 31,0 32,3 31,7 – 32,5 – – 34,5 34,1 32,9

2 31,8 – 32,2 – 33,7 32,7 36,88 – 34,4 31,5

3 32,2 32,8 32,1 – 33,9 – – – 33,9 31,8

4 – 32,9 32,2 – 33,8 32,8 38,1 – 33,6 –

5 – 33,2 32,2 – 33,7 32,8 36,87 34,0 – 33,1

6 31,8 – 32,3 34,24 33,5 32,6 37,63 33,8 34,1 33,5

7 31,8 32,5 32,5 – 33,9 34,3 38,59

8 – 32,5 – – – 32,3 –

9 31,4 32,6 31,4 – 32,3 31,3 36,46

10 32,0 33,0 32,2 34,96 33,4 – 35,63

П
R

70% 80% 90% 20% 90% 70% 80% 50% 83% 83%

С, ВДТ-лайт

S, ReprodDT-light

80% х 80% х 72%

В 65% 80% 72%

Вобщая ДТ-лайт

Reprodtotal DT-light

77%

Вобщая

Reprodtotal

71,6%

* Для опытов использовали коллекционный штамм 0424 Ralstonia solanacearum CFBP 3857.
* Collection strain 0424 Ralstonia solanacearum CFBP 3857 was used for the experiments.
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ
На основании оценки применимости тесты с ком-
мерческими наборами российских компаний для 
выделения ДНК «Проба-ГС», для амплификации 
в формате FLASH и ПЦР-РВ ООО «АгроДиагности-
ка» и для амплификации в формате ПЦР-РВ ООО 
«Синтол» для выявления видов комплекса Ralstonia 
solanacearum sensu lato в растительных экстрактах 
признаны пригодными для проведения рутинных 
исследований подкарантинной продукции. Тесты 
с наборами производства ООО «АгроДиагностика» 
могут быть использованы в качестве отборочных 
для исследования образцов любого происхожде-
ния. Тест на основе ПЦР-РВ с набором ООО «Син-
тол», специфичный к R. solanacearum расы 3 bv. 2, 
может быть использован в качестве отборочного 
при исследовании продукции, произведенной в Ев-
росоюзе, а также для дифференциальной диагно-
стики R. solanacearum расы 3 bv. 2.
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Таблица 8
Сводная таблица рабочих критериев тестов на основе ПЦР с флуоресцентной меткой 
с отечественными коммерческими наборами
Table 8
Summary table of the working criteria of tests based on PCR with a fluorescent label  
with Russian commercial kits

Тест
Test

Рабочие критерии для АЧ 5 х 102 КОЕ/мл
Working criteria for ASen 5 х 102 CFU/ml

АЧ, 
КОЕ/мл
ASen, 
CFU/ml

АС, %
AS, %

Селект.
Select.

Повтор., %
Repet., %

Воспроизв., %
Reprod., %

Эндо-
Endo-

Экзо-
Exo-

ДТ-лайт
DT-light

Общая
Total

FLASH 102–103 100 100
розы1

roses1 90–100 х 97,5

ПЦР-РВ 
«АгроДиагностика»
RT-PCR AgroDiagnostika

102–103 100 100
розы1

roses1 (302) 80–100 95 88

ПЦР-РВ «Синтол»
RT-PCR Syntol

103 R. solanacearum r. 
3 bv. 2 100

розы
roses

(202) 50–90 77 71,6

1 Селективность экстракта роз не оказывала влияния на В, требуется более тщательная подготовка суспензии и очистка ДНК.
2 Для прибора «АНК-32».
1 The selectivity of the rose extract did not affect Reprod; more careful preparation of the suspension  
and DNA purification are required.
2 For ANK-32.
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ABSTRACT
This work is a practical guidance for the identification 
of fruit fly larvae Myiopardalis pardalina, Bactrocera cu
curbitae, Bactrocera dorsalis, Bactrocera latifrons and Da
cus spp., occurring on Cucurbitaceae fruits. It contains 
an identification key with illustrations allowing to dif-
ferentiate third instar larvae of 5 species, 3 of which are 
quarantine objects (pests) for the Eurasian Economic 
Union.
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АННОТАЦИЯ
Данная работа является практическим руководством 
по идентификации личинок мух-пестрокрылок ви-
дов Myiopardalis pardalina, Bactrocera cucurbitae, Bactro
cera dorsalis, Bactrocera latifrons и Dacus spp., встречаю-
щихся в плодах тыквенных растений (Cucurbitaceae). 
В  публикации приведен определительный ключ 
с  иллюстрациями, позволяющий дифференциро-
вать 5 видов личинок III возраста, 3 из которых яв-
ляются карантинными объектами для стран Евра-
зийского экономического союза.

Ключевые слова. Личинки, пестрокрылки, ка-
рантинные объекты, Bactrocera, Dacus, Myiopardalis, 
Cucurbitaceae.

М
ухи-пестрокрылки (Insecta: Dip-
tera: Tephritidae) являются эко-
номически значимыми видами, 
так как их личинки поражают 
плоды большого спектра рас-
тений-хозяев, включая тыквен-
ные культуры. С последними 
связаны такие виды, как Myio

pardalis pardalina (Bigot, 1891), Bactrocera cucurbitae 
(Coquillett, 1899) и Bactrocera dorsalis (Hendel, 1912), 
включенные в  Единый перечень карантинных 
объектов Евразийского экономического союза 
(ЕПКО ЕАЭС, 2016). Ниже приведена краткая ин-
формация об имеющих фитосанитарное значение 
пестрокрылках – вредителях тыквенных.

F ruit flies (Insecta: Diptera: Tephritidae) are 
economically important species, as their lar-
vae cause damage to a wide range of host 
plants, including Cucurbitaceae. The latter 
are related with such species as Myiopardalis 

pardalina (Bigot, 1891), Bactrocera cucurbitae (Coquillett, 
1899) and Bactrocera dorsalis (Hendel, 1912), included in 
the Common List of Quarantine Objects of the Eurasian 
Economic Union (CLQO EAEU, 2016). Brief information 
concerning fruit flies of phytosanitary importance af-
fecting Cucurbitaceae is given below.
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Baluchistan melon fly Myiopardalis pardalina 
(Bigot, 1891) 
In many works (Kandybina, 1977; Korneyev et al., 

2017; Carroll et al., 2019) Myiopardalis is accepted as a 
subgenus of the genus Carpomyia.

Melon fruit fly is an oligophage, the range of host 
plants is limited to representatives of the Cucurbitace-
ae family, mainly melons (Cucumis melo), they also da-
mage watermelons (Citrullus lanatus) and cucumbers 
(Cucumis sativus) (CABI, 2021; EPPO, 2021).

This pest was originally described in Balochistan, 
a region from southeastern Iran to western Pakistan. 
At present, M. pardalina is spread in some Asian coun-
tries (Kandybina, 1977; EPPO, 2021) and Europe (Kor-
neyev et al., 2017).

Melon fruit fly Bactrocera cucurbitae 
(Coquillett, 1899) 
– Bactrocera (Zeugodacus) cucurbitae: Drew et Romig, 

2013; Drew et Romig, 2016; Drew et Hancock, 2016.
– Zeugodacus cucurbitae: De Meyer et al., 2015; Vir-

gilio et al., 2015.
B. cucurbitae larvae damage over 125 plant spe-

cies, mainly Cucurbitaceae, e. g., melons (Cucumis melo), 
pumpkins (Cucurbita pepo), watermelons (Citrullus la
natus), cucumbers (Cucumis sativus), etc. (EPPO, 2021; 
CABI, 2021).

Melon fruit fly is spread in Asia and in tropical and 
subtropical regions of Africa, in Australia (Queensland) 
and Hawaii (EPPO, 2021; CABI, 2021).

Oriental fruit fly Bactrocera dorsalis 
(Hendel, 1912)
B. dorsalis is part of a complex of morphologically 

similar species, which includes about 85 species (Var-
gas et al., 2015). 

Oriental fruit fly is one of the most polypha-
gous fruit fly species, the host plants of B. dorsalis 
have a record of 450 species belonging to 80 fa mi-
lies, including Cucurbitaceae, such as melons (Cu
cumis melo), watermelons (Citrullus lanatus), cucum-
bers (Cucumis sativus), pumpkins (Cucurbita pepo), etc. 
(EPPO, 2021).

B. dorsalis has a high invasive activity and is cur-
rently spread in at least 65 countries of Asia and Afri-
ca (Vorobiova, Kamayev, 2017; EPPO, 2021). In Africa, 
the species was first reported in 2003 in Kenya, sub-
sequently it spread throughout the continent south of 
the Sahara (De Villiers et al., 2016), as well as several 
islands in the western Indian Ocean (EPPO, 2021).

The following Tephritidae species damaging Cu-
curbitaceae fruits have been identified as potential 
quarantine objects based on the results of pest risk 
analysis (PRA) conducted by specialists of All-Russian 
Plant Quarantine Center.

Solanum fruit fly Bactrocera latifrons  
(Hendel, 1915)
It is mainly a pest of Solanum crops (tomatoes, 

capsicums, eggplants, etc.), but can also infect some 
species of the Cucurbitaceae family (cucumbers, wa-
termelons, etc.) (EPPO, 2021).

B. latifrons is an Asian species, was introduced 
to the USA (to Hawaii) and to some African countries 
(EPPO, 2021).

Дынная муха Myiopardalis pardalina  
(Bigot, 1891) 
Во многих публикациях (Кандыбина, 1977; 

Korneyev et al., 2017; Carroll et al., 2019) Myiopardalis 
принимается в ранге подрода рода Carpomyia.

Дынная муха является олигофагом, спектр рас-
тений-хозяев ограничен представителями семей-
ства Тыквенные, главным образом дыней (Cucumis 
melo), также повреждает арбузы (Citrullus lanatus) 
и огурцы (Cucumis sativus) (CABI, 2021; EPPO, 2021).

Этот вредитель был первоначально опи-
сан в  Белуджистане, регионе, простирающемся 
от юго-восточного Ирана до западного Пакиста-
на. На данный момент M. pardalina распространен 
в некоторых странах Азии (Кандыбина, 1977; EPPO, 
2021) и Европы (Korneyev et al., 2017).

Африканская дынная муха  
Bactrocera cucurbitae (Coquillett, 1899) 
– Bactrocera (Zeugodacus) cucurbitae: Drew et Romig, 

2013; Drew et Romig, 2016; Drew et Hancock, 2016.
– Zeugodacus cucurbitae: De Meyer et al., 2015; Vir-

gilio et al., 2015.
Личинки B. cucurbitae повреждают более 

125 видов растений, преимущественно из семей-
ства Cucurbitaceae, например дыню (Cucumis melo), 
тыкву (Cucurbita pepo), арбуз (Citrullus lanatus), огурец 
(Cucumis sativus) и др. (EPPO, 2021; CABI, 2021).

Африканская дынная муха распространена 
в странах Азии и в тропических и субтропических 
областях Африки, в Австралии (Квинсленд) и на Га-
вайях (EPPO, 2021; CABI, 2021).

Восточная фруктовая муха  
Bactrocera dorsalis (Hendel, 1912)
B. dorsalis является частью комплекса морфоло-

гически сходных видов, включающего в себя около 
85 видов (Vargas et al., 2015). 

Восточная фруктовая муха – один из наиболее 
многоядных видов плодовых мух, в качестве расте-
ний-хозяев B. dorsalis зарегистрировано около 450 ви-
дов растений, принадлежащих к  80 семействам, 
в том числе тыквенные культуры, например дыни 
(Cucumis melo), арбузы (Citrullus lanatus), огурцы (Cu
cumis sativus), тыквы (Cucurbita pepo) и др. (EPPO, 2021).

B. dorsalis обладает высокой инвазионной ак-
тивностью и  в настоящее время распространен 
по меньшей мере в 65 странах Азии и Африки (Во-
робьева, Камаев, 2017; EPPO, 2021). В Африке вид 
впервые был обнаружен в 2003 г. в Кении, впослед-
ствии он распространился по всему континенту 
южнее Сахары (De Villiers et al., 2016), а также по не-
скольким островам в западной части Индийского 
океана (EPPO, 2021).

Следующие виды Tephritidae, повреждающие 
плоды Cucurbitaceae, по результатам анализов фи-
тосанитарного риска (АФР), проведенных специа-
листами ФГБУ «ВНИИКР», определены в качестве 
потенциальных карантинных объектов.

Пасленовая плодовая муха  
Bactrocera latifrons (Hendel, 1915)
Является в основном вредителем пасленовых 

культур (томатов, стручкового перца, баклажанов 
и др.), но также может поражать некоторые виды 
семейства Cucurbitaceae (огурцы, арбузы и  др.) 
(EPPO, 2021).

B. latifrons – азиатский вид, был завезен в США 
(на Гавайи) и в некоторые страны Африки (EPPO, 
2021).

НАУЧНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ SCIENTIFIC RESEARCH



23Март № 1 (9) 2022

Lesser pumpkin fly Dacus ciliatus Loew, 1862
This is a highly variable species that is easily con-

fused with Dacus frontalis Becker, 1922 and Dacus ver
tebratus Bezzi, 1908 (White, 2006; Caroll et al., 2019).

D. ciliatus larvae develop in a wide range of Cucur-
bitaceae fruits (watermelons, melons, pumpkins, mo-
mordica, etc.). There are indications of host plants from 
other families, but they are not typical for the lesser 
pumpkin fly (CABI, 2021; EPPO, 2021).

D. ciliatus is widely spread in many African coun-
tries and some Asian countries (EPPO, 2021).

The present work provides an illustrated identi-
fication key allowing to differentiate the above-stated 
Tephritidae fly larvae species (except for D. ciliatus) oc-
curring in Cucurbitaceae fruits.

General information about the morphology 
of larvae
Fruit fly larvae are of the muscoid type and are 

characterized by an elongated conical body (often its 
second half is cylindrical), caudally with an expanded 
base. The color of adult larvae is whitish-yellow, the in-
tegument of the body is not sclerotized, translucent. 
The head capsule is reduced, the first segment of the 
body is called pseudocephalon. On the ventral side of the 
pseudocephalon there is a mouth opening from which 
dark brown oral hooks (apical teeth, or terminal part of 
mandibular sclerites). On both sides of the mouth open-
ing, at the base of oral sensilla (transparent non-sclero-
tized tubercles, with a funnel-shaped depression, locat-
ed at the top of the mouth opening), often dark-colored 
finger-shaped outgrowths are sometimes developed, or 
preoral teeth (Fig. 1). Their pre sence and quantity are 
important diagnostic features. On the sides of the oral 

Малая тыквенная муха Dacus ciliatus  
Loew, 1862
Это очень изменчивый вид, который легко спу-

тать с Dacus frontalis Becker, 1922 и Dacus vertebratus 
Bezzi, 1908 (White, 2006; Caroll et al., 2019).

Личинки D. ciliatus развиваются в плодах боль-
шого спектра тыквенных культур (арбузы, дыни, 
тыквы, момордика и др.). Есть указания о растени-
ях-хозяевах из других семейств, но они не являются 
типичными для малой тыквенной мухи (CABI, 2021; 
EPPO, 2021).

D. ciliatus широко распространен во мно-
гих странах Африки и  некоторых странах Азии 
(EPPO, 2021).

В данной работе приведен иллюстрированный 
определительный ключ, позволяющий диффе-
ренцировать вышеперечисленные виды личинок 
мух-тефритид (кроме D. ciliatus), встречающиеся 
в плодах тыквенных растений.

Общие сведения о морфологии личинок 
Личинки плодовых мух относятся к мускоид-

ному типу и характеризуются удлиненным телом 
конической формы (часто вторая его половина 
цилиндрическая), каудально с расширенным ос-
нованием. Окраска взрослых личинок белова-
то-желтая, покровы тела несклеротизированные, 
полупрозрачные. Головная капсула редуцирована, 
первый сегмент тела называется псевдоцефалон, или 
ложноголова. На вентральной стороне ложноголовы 
расположено ротовое отверстие, из которого мо-
гут выступать темно-коричневые ротовые крючья 
(апикальные зубцы, или терминальная часть ман-
дибулярных склеритов). С обеих сторон ротового 
отверстия, у основания ротовых сенсилл (прозрач-
ных несклеротизированных бугорков, с воронко-
видным углублением, расположенных у вершины 
ротового отверстия) иногда развиты часто темно-
окрашенные пальцеобразные выросты, или предро
товые зубцы (рис. 1). Их наличие и количество яв-
ляются важными диагностическими признаками. 
По бокам ротового отверстия находятся ротовые 
лопасти с расходящимися ротовыми бороздками, их 
форма имеет диагностическое значение (Кандыби-
на, 1977).

Ротоглоточный аппарат – система внутренних 
склеритов, располагается в полости ложноголовы 
и первых двух грудных сегментов. Важное диагно-
стическое значение имеет строение мандибуляр
ных склеритов, или ротовых крючьев, − вертикально 
поставленных склеритов неправильно треуголь-
ной формы, с серповидно изогнутым апикальным 
зубцом и расширенным основанием с оттянутым 
дорсо-каудальным участком (рис. 2). У некоторых 
видов на внутренней поверхности мандибулярно-
го склерита может присутствовать предвершинный 
(преапикальный) зубец. У вентрального выступа (апо-
демы) ротовых крючьев у некоторых видов распо-
лагаются небольшие склериты, называемые зубны
ми (Кандыбина, 1977).

На первом грудном сегменте, почти на границе 
со вторым, располагаются передние дыхальца. Ко-
личество и расположение их лопастей используют-
ся в качестве диагностического признака (рис. 3).

Более подробное описание морфологическо-
го строения личинок мух-пестрокрылок приведено 
в монографии М.Н. Кандыбиной (1977).
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Рис. 1. Головной сегмент (лицевая маска) личинки 
(из: Кандыбина, 1977, с изм.).
Обозначения: ant – усик, mxp – щупик, os – ротовая 
сенсилла, or – ротовые бороздки, pot – предротовые 
зубцы, ms – мандибулярный склерит. 

Fig. 1. The head segment (facial mask) of the fruit fly larva 
(from: Kandybina, 1977, modified).
Symbols: ant – antenna, mxp – maxillary palpus,  
os – oral sensilla, or – oral ridges, pot – preoral teeth,  
ms – mandibular sclerite.  
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opening are oral ridges with diverging oral grooves, their 
shape is of diagnostic value (Kandybina, 1977).

Cephalopharyngeal skeleton is a system of internal 
scle rites, located in the cavity of the pseudocepha lon 
and the first two thoracic segments. A great diagnos-
tic value has the structure of mandibular sclerite, or oral 
hooks, – vertically placed sclerites of irregularly trian-
gular shape, with a crescent-shaped apical tooth and 
an expanded base with a retracted dorso-caudal area 
(Fig. 2). In some species, a preapical tooth may be present 
on the inner surface of the mandibular sclerite. At the 
ventral apodeme of the oral hooks in some species there 
are small sclerites called dental  (Kandybina, 1977).

On the first thoracic segment, almost on the bor-
der with the second, there are anterior spiracles. 
The number and location of their tubules are used as a 
diagnostic feature (Fig. 3).

Ключевые диагностические признаки личи-
нок рассмотренных выше видов мух семейства 
Tephritidae, повреждающих плоды тыквенных рас-
тений, представлены в таблице. Данные признаки 
использованы при составлении определительного 
ключа.

Идентификация проводится только по личин-
кам III возраста, характеризующимся наличием пе-
редних дыхалец и трех щелей на задних дыхальцах 
(Кандыбина, 1977).
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Рис. 2. Фрагмент 
ротоглоточного аппарата 
Bactrocera cucurbitae  
(фото И.О. Камаева).
Обозначения:  
ms – мандибулярный склерит,  
ds – зубной склерит, 
at – апикальный зубец, 
pat – предвершинный, 
или преапикальный, зубец,  
va – вентральная аподема, 
da – дорсальная аподема. 

Fig. 2. Fragment of 
the cephalopharyngeal 
skeleton of Bactrocera 
cucurbitae 
(photo by I.O. Kamayev).
Symbols:  
ms – mandibular sclerite,  
ds – dental sclerite,  
at – apical tooth, 
pat – preapical tooth, 
va – ventral apodeme, 
da – dorsal apodeme.

Таблица 
Диагностические признаки личинок III возраста некоторых мух-пестрокрылок, 
встречающихся в плодах Cucurbitaceae

Вид

Признаки

Наличие зубного 
склерита

Ротовые борозды 
(форма)

Предвершинный зубец 
на мандибулярном 
склерите

Количество лопастей 
на передних 
дыхальцах

Bactrocera latifrons есть простые отсутствует 13–18 

Bactrocera dorsalis есть простые отсутствует 8–12 

Bactrocera cucurbitae есть глубокие, 
с заворачивающимися 
краями

есть, небольшой 16–20 

Dacus ciliatus есть глубокие, с заворачи-
вающимися краями

есть, довольно крупный 14–16 

Myiopardalis pardalina нет простые отсутствует 25–28

Примечание. Таблица составлена по (Кандыбина, 1977; Камаев, 2017; Balmès et Mouttet, 2017;  
Carroll et al., 2019; White et Elson-Harris, 1992).

Рис. 3. Переднее дыхальце 
Myiopardalis pardalina, 
темнопольная микроскопия 
(фото И.О. Камаева)

Fig. 3. Anterior spiracle 
of Myiopardalis pardalina,  
dark-field microscopy 
(photo by I.O. Kamayev) 
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A more detailed description of the morphological 
structure of the fruit fly larvae is given in the mono-
graph by M.N. Kandybina (1977).

The key diagnostic characters of the above-stated 
Tephritidae larvae damaging Cucurbitaceae fruits are 
presented in the table. These characters were used in 
the compilation of the identification key.

Identification is carried out only by third instar 
larvae characterized by the presence of anterior spi-
racles and three slits on the posterior spiracles (Kan-
dybina, 1977).

To identify the larvae, it is necessary to make a 
slide. The method of its preparation is described in 
detail in the following sources: ISPM 27: DP09 (2015), 
Kamayev (2017), as well as a video of the FGBU 
“VNIIKR” project (“Online Practice of Plant Quaran-
tine”).

This work includes the material from the collec-
tions of the entomological fund of the Federal State 
Budgetary Institution “VNIIKR” and the Zoological In-
stitute of the Russian Academy of Sciences, St. Peters-
burg, Russia (ZIN RAS).

Для идентификации личинок необходимо 
изготовление микропрепарата. Методика его 
приготовления подробно описана в  следующих 
источниках: ISPM 27: DP09 (2015), Камаев (2017), 
а также видеоролик проекта ФГБУ «ВНИИКР» («Он-
лайн-практика карантина растений»).

Для данной работы был использован мате-
риал из коллекций энтомологического фонда 
ФГБУ «ВНИИКР» и Зоологического института РАН, 
г. Санкт-Петербург, Россия (ЗИН РАН).

Определительный ключ 
для идентификации личинок III возраста 
до семейства Tephritidae (по Кандыбиной, 
1977; Камаеву, 2017)
1 Головная капсула сильно редуцирована. 

Если имеются склеротизированные ротовые части, 
то они представлены в виде крючков. Ног нет   2

– Признаки иные   другие группы 
2 Передние дыхальца не сближены, распола-

гаются по бокам тела. Задние дыхальца находятся 
не на выступах (стигмофорах) и не имеют перитре-
мы, содержат 3 вытянутые щели, которые обычно 
почти параллельны, между ними заметны интер-
спиракулярные отростки (рис. 4a)   Tephritidae

– Признаки иные (рис. 4b, 4c)   другие 
семейства
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Рис. 4. Форма задних дыхалец личинок некоторых 
семейств Diptera: Tephritidae (a), Muscidae (b), 
Calliphoridae (c) (фото И.О. Камаева)

 Fig. 4. Shape of posterior spiracles in larvae of 
some Diptera families: Tephritidae (a), Muscidae (b), 
Calliphoridae (c) (photo by I.O. Kamayev)

a b c

Table
Diagnostic characters of third instar larvae of some fruit flies  
recorded on Cucurbitaceae fruits 

Species

Characters

Presence  
of dental sclerite Oral ridges (form)

Preapical tooth 
on mandibular sclerite

Number of tubulestubules 
on anterior spiracles

Bactrocera latifrons present simple absent 13–18 

Bactrocera dorsalis present simple absent 8–12 

Bactrocera cucurbitae present deep, with curling 
edges

present, small 16–20 

Dacus ciliatus present deep, with curling 
edges

present, quite large 14–16 

Myiopardalis pardalina absent simple absent 25–28

Note. The table was compiled according to (Kandybina, 1977; Kamayev, 2017; Balmès et Mouttet, 2017;  
Carroll et al., 2019; White et Elson-Harris, 1992).
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Identification key to third instar larvae up to 
the family Tephritidae (according to Kandybina, 
1977; Kamayev, 2017)
1 The head capsule is strongly reduced. If there 

are sclerotized mouthparts, they are presented in the 
form of hooks. No legs   2

– Other characters   other groups 
2 The anterior spiracles are not close together, lo-

cated on the sides of the body. The posterior spiracles 
are not on projections (stigmophores) and do not have 
a peritreme, contain 3 elongated slits, which are usual-
ly almost parallel, interspiracular processes are visible 
between them (Fig. 4a)   Tephritidae

– Other characters (Fig. 4b, 4c)   other families

Identification key to the species of some fruit fly 
larvae occurring on Cucurbitaceae fruits (based 
on Kandybina, 1977; Kamayev, 2017; Carroll 
et al., 2019; White et Elson-Harris, 1992; Balmès 
et Mouttet, 2017; with additions and changes)
1 Dental sclerite present (Fig. 2)   4
– Dental sclerite absent (Fig. 5a)   2

Определительный ключ 
для идентификации до вида личинок 
некоторых мух-пестрокрылок, 
встречающихся в плодах тыквенных 
растений (по Кандыбиной, 1977; Камаеву, 
2017; Carroll et al., 2019; White et Elson-Harris, 
1992; Balmès et Mouttet, 2017; с дополнениями 
и изменениями)
1 Зубной склерит имеется (рис. 2)   4
– Зубной склерит отсутствует (рис. 5a)   2
2 Предротовые зубцы развиты (рис. 1, 5b). Ло-

пастей переднего дыхальца больше семи. Ротовые 
бороздки с рядом мелких зубцов вдоль наружного 
края    3

– Такого сочетания признаков нет   другие 
роды и виды

3 Передние дыхальца с  25–28 лопастями 
(рис. 3)   Myiopardalis pardalina

Примечание. Часть ротоглоточного аппарата, фраг-
мент лицевой маски и заднее дыхальце данного вида пред-
ставлены на рис. 5.

– Количество лопастей передних дыхалец ме-
нее 24   другие виды Carpomyia

4 Ротовые бороздки с закручивающимися кра-
ями, образующими почти каналы (рис. 6), предвер-
шинный зубец на мандибулярном склерите имеет-
ся (рис. 2)   5

– Ротовые бороздки с простыми (незакручива-
ющимися) краями. Предвершинный зубец на ман-
дибулярном склерите имеется или отсутствует   6

5 Предвершинный зубец на мандибулярном 
склерите некрупный (рис. 7a, 7b). Передние ды-
хальца с 18–20 лопастями (рис. 7с).  На последнем 
сегменте тела под дыхальцами между бугорками 
расположена тонкая, темная полоса (рис. 7d)   
  Bactrocera cucurbitae

Примечание. Некоторые авторы (Hardy, 1949; Канды-
бина, 1977) упоминают о наличии темной горизонтальной 
склеротизированной полоски на последнем сегменте тела 
личинки III возраста Bactrocera cucurbitae. Вслед за White et 
Elson-Harris (1992) мы придерживаемся мнения, что данная 
полоска является темноокрашенной, но не склеротизиро-
ванной, так как на практике наличие этой полосы отмеча-
ется у недавно зафиксированных личинок. На более старом 
материале данный признак не обнаружен. 

К этому виду достаточно близок австралийский вид 
Bactrocera cucumis (French, 1907), встречающийся в плодах 
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Рис. 6. Ротовые бороздки 
с закручивающимися краями 
(из: Кандыбина, 1977) 

Fig. 6. Oral ridges 
with curling edges 
(from: Kandybina, 1977) 

Рис. 5. Часть ротоглоточного аппарата (a),  
фрагмент лицевой маски (b) и заднее дыхальце (c)  
Myiopardalis pardalina, (a) – светлопольная микроскопия,  
(b, c) – фазовый контраст (фото И.О. Камаева) 

Fig. 5. Part of the cephalopharyngeal skeleton (a),  
a fragment of the facial mask (b) and the posterior spiracle (c) 
Myiopardalis pardalina, (a) – bright-field microscopy,  
(b, c) – phase contrast (photo by I.O. Kamayev) 

a b c
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2 Preoral teeth developed (Fig. 1, 5b). Tubules of 
anterior spiracle more than seven. Oral ridges with a 
number of small teeth along the outer edge   3

– No such characters combination  
  other genera and species

3 Anterior spiracles with 25–28 tubules (Fig.3)   
 Myiopardalis pardalina

Note. A part of the cephalopharyngeal skeleton, a frag-
ment of the facial mask, and the posterior spiracle of this spe-
cies are shown in Fig. 5.

– Number of tubules of anterior spiracles less 
than 24   other Carpomyia species

4 Oral ridges with curling edges forming almost 
canals (Fig. 6); preapical tooth present on mandibular 
sclerite (Fig. 2)   5

– Oral ridges with simple (non-curling) edges. 
Preapical tooth on mandibular sclerite present or ab-
sent   6

5 Preapical tooth on mandibular sclerite not large 
(Figs. 7a, 7b). Anterior spiracles with 18–20 tubules 
(Fig. 7c). On the last segment of the body, under the 
spiracles between the tubercles, there is a thin, dark 
stripe (Fig. 7d)   Bactrocera cucurbitae

Note. Some authors (Hardy, 1949; Kandybina, 1977) 
mention the presence of a dark horizontal sclerotized stripe on 
the last segment of the body of a third instar Bactrocera cucur
bitae larva. Following White et Elson-Harris (1992), we share 
the opinion that this band is dark-colored but not sclerotized, 
since in practice the presence of this band is observed in re-
cently recorded larvae. This character was not found on old-
er material.

тыквенных, у которого, как правило, не развита темноокра-
шенная полоска на последнем сегменте тела под дыхальца-
ми (White et Elson-Harris, 1992).

Диагностический признак (темноокрашенная по-
лоска), используемый для дифференциации B. cucurbitae 
и B. cucumis, приводится только в работе White et Elson-Harris 
(1992), в других известных нам работах по личинкам пло-
довых мух одновременно оба этих вида в определитель-
ных таблицах не представлены. Как отмечают сами авторы 
(White et Elson-Harris, 1992), указанный признак не являет-
ся стабильным у B. cucumis; по нашим данным, этот признак, 
возможно, также не является стабильным у  B. cucurbitae 
(рис. 7d, 7e).

– Предвершинный зубец на мандибулярном 
склерите очень крупный, равен не менее чем поло-
вине длины вершинного зубца (рис. 8а)   Dacus spp.

Примечание. Известные виды данного рода на личи-
ночной стадии развиваются преимущественно в плодах 
тыквенных, однако их диагностика недостаточно разрабо-
тана. Наиболее часто встречается Dacus ciliatus, у личинок 
которого на передних дыхальцах 14–16 лопастей (рис. 8b), 
а предвершинный зубец равен половине длины вершинно-
го (Кандыбина, 1977; White et Elson-Harris, 1992); но следует 
иметь в виду, что данные признаки не являются видоспеци-
фичными (Carroll et al., 2019). 

6 Предвершинный зубец на мандибулярном 
склерите отсутствует (рис. 9–10)   7

– Предвершинный зубец на мандибулярном 
склерите имеется   другие виды

7 Количество лопастей передних дыхалец – 
13 и более   8

– Количество лопастей передних дыхалец – 
менее 13   9
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Fig. 7. Part of the cephalopharyngeal skeleton (a), 
curling ridges (b), anterior spiracle (c) and the last 
segment of the body of the larva with a dark-colored stripe 
(indicated by an arrow) (d) and without a dark-colored 
stripe (e) Bactrocera cucurbitae (photo by I.O. Kamayev)

Рис. 7. Часть ротоглоточного аппарата (a), закручивающиеся 
бороздки (b), переднее дыхальце (c) и последний сегмент 
тела личинки с темноокрашенной полоской (на нее 
указывает стрелка) (d) и без темноокрашенной полоски (e) 
Bactrocera cucurbitae (фото И.О. Камаева) 

a

d e

b c
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The Australian species Bactro
cera cucumis (French, 1907) is quite 
close to this species, occurring on Cu-
curbitaceae fruits, in which, as a rule, 
a dark- colored stripe is not develop-
ed on the last segment of the body 
under the spiracles (White et Elson- 
Harris, 1992).

Diagnostic character (dark co-
lored line) used for differentiation of 
B. cucurbitae and B. cucumis, is given 
only in the work of White et Elson-Har-
ris (1992), in other works known to us 
on fruit fly larvae, both of these spe-
cies are not simultaneously presented 
in the key  tables. As noted by the au-
thors themselves (White et Elson-Har-
ris, 1992), this cha racter is not stable 
in B.  cucumis; according to our data, 
this character may also not be stable 
in B. cucurbitae (Fig. 7d, 7e).

– Preapical tooth on man-
dibular sclerite very large, at 
least half as long as apical tooth 
(Fig. 8a)   Dacus spp.

Note. Known species of this ge-
nus at the larval stage de ve lop mainly 
in pumpkin fruits, but their diagnosis 
is not well developed. Most common 
is Dacus ci liatus, the larvae of which 
have 14–16 tubules on the anteri-
or spiracles (Fig. 8b), and the preapi-
cal tooth is half the length of the api-
cal one (Kandybina, 1977; White et 
Elson-Harris, 1992); but it should be 
borne in mind that these characters 
are not species-specific (Carroll et al., 
2019). 

6 The preapical tooth on 
the mandibular sclerite is absent 
(Fig. 9–10)   7

– Preapical tooth on man-
dibular sclerite present 
  other species

7 The number of tubules of the anterior spiracles 
is 13 or more  8

8 Шейка мандибулярного склерита не выраже-
на; дорсальная аподема широкая, в виде массивно-
го зубца, расположена под явным углом к основа-
нию склерита; вентральная аподема направлена 
к  внутреннему (вентральному) вогнутому краю 
склерита; вершинный зубец относительно мас-
сивный, не явно вогнутый, в результате этого вен-
тральный (внутренний) край склерита кажется не-
глубоким (рис. 9a). Количество лопастей передних 
дыхалец – 13–18 (рис. 9b)   Bactrocera latifrons

– Хорошо выражена шейка мандибулярного 
склерита (рис. 10); дорсальная аподема мандибу-
лярного склерита узкая, прилегающая к основа-
нию склерита, апикально заострена; вентральная 
аподема направлена от внутреннего вогнутого края 
склерита; вершинный зубец узкий, не массивный, 
явно вогнутый, в  результате этого вентральный 
(внутренний) край склерита кажется глубоким   
  Bactrocera zonata

Примечание. По результатам анализа фитоса-
нитарного риска, проведенного специалистами ФГБУ 
« ВНИИКР» в отношении Bactrocera zonata (Saunders, 1842), 
показано, что данный вид не соответствует критериям 
карантинного объекта для территории Российской Фе-
дерации. Здесь этот вид приведен для дифференциации 
от сходного по ряду признаков B. latifrons, так как B. zona
ta может повреждать некоторые тыквенные (например, 
момордику, лагенарию). В  работе Кандыбиной (1977) 
B. latifrons отсутствует. В определительном ключе Balmès 
et Mouttet (2017) оба вида представлены, но основной ак-
цент сделан на растения-хозяева и количество лопастей 
на передних дыхальцах, что может привести к недосто-
верной идентификации.  
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Рис. 10. Часть 
ротоглоточного аппарата 
Bactrocera zonata; 
стрелки указывают на 
шейку мандибулярного 
склерита (из: Balmès et 
Mouttet, 2017, с изм.) 

Fig. 10. Part of the 
cephalopharyngeal skeleton 
of Bactrocera zonata; arrows 
point to the neck of the 
mandibular sclerite (from: 
Balmès et Mouttet, 2017, 
modified) 

Fig. 8. Part of the cephalopharyngeal skeleton (a) 
and anterior spiracle (b) Dacus ciliatus 
(photo by M.Yu. Arapova)

Рис. 8. Часть ротоглоточного 
аппарата (a) и переднее дыхальце (b) 
Dacus ciliatus (фото М.Ю. Араповой) 

a b

Рис. 9. Часть ротоглоточного 
аппарата (a) и переднее дыхальце (b) 
Bactrocera latifrons (фото И.О. Камаева) 

Fig. 9. Part of the cephalopharyngeal 
skeleton (a) and anterior spiracle (b) 
Bactrocera latifrons (photo by I.O. Kamayev) 

a b
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9 Длина интерспиракулярных отростков явно 
более ½ длины нижней щели заднего дыхальца или 
приблизительно равна ей (рис. 11c, 12a). Шейка 
мандибулярного склерита явно выражена (рис. 11a) 
  Bactrocera dorsalis

– Длина интерспиракулярных отростков при-
близительно равна половине длины нижней щели 
заднего дыхальца или менее ее (рис. 12b). Шейка 
мандибулярного склерита выражена или отсутству-
ет   другие виды
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ность специалистам ФГБУ «ВНИИКР»: Н.И.  Ер-
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специалистам Зоологического института РАН 
О.Г. Овчинниковой и Г.М. Сулеймановой за матери-
ал, любезно предоставленный для исследования 
и фотографирования.

Работа частично выполнена в  рамках 
НИР по государственному заданию (НИОКТР 
№ 5121042600339-5).
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– The number of tubules of the anterior spiracles 
is less than 13  9

8 The neck of the mandibular scleritis is not pro-
nounced; dorsal apodeme wide, in the form of a mas-
sive tooth, located at a clear angle to the base of the 
scle rite; ventral apodeme directed towards inner (ven-
tral) concave margin of sclerite; apical tooth relatively 
massive, not distinctly concave; as a result, ventral (in-
ner) margin of sclerite appears shallow (Fig. 9a). The 
number of tubules of the anterior spiracles is 13–18 
(Fig. 9b)   Bactrocera latifrons

– The neck of the mandi bular sclerite is well ex-
pressed (Fig. 10); dorsal apodeme of mandibular scle-
rite narrow, adjacent to base of sclerite, apically pointed; 
ventral apodeme directed from inner concave margin 
of sclerite; apical tooth narrow, not massive, distinctly 
concave, as a result of which the ventral (inner) margin 
of the sclerite appears deep    Bactrocera zonata

Note. According to the results of the pest risk ana ly sis of 
Bactrocera zonata (Saunders, 1842) conducted by the specia-
lists of the All-Russian Plant Quarantine Center, it is shown that 
this species does not conform the criteria of a quarantine ob-
ject (pest) for the territory of the Russian Federation. Here, this 
species is given to differentiate from the similar in a number 
of characters B. latifrons, as B. zonata can damage some Cucur-
bitaceae (e. g., momordica, lagenaria). In the work of Kandybi-
na (1977), B. latifrons is absent. In diagnostic key of Balmès et 
Mouttet (2017) both species are given, but the main focus is on 
host plants and the number of tubules on the anterior spiracles, 
which can lead to misidentification.  

9 The length of the interspiracular processes is 
clearly more than ½ the length of the inferior slit of the 
posterior spiracle or approximately equal to it (Figs. 
11c, 12a). The neck of the mandibular sclerite is clear-
ly expressed (Fig. 11a)   Bactrocera dorsalis

– The length of the interspiracular processes is ap-
proximately equal to or less than half the length of the 
inferior slit of the posterior spiracle (Fig. 12b). The neck 
of the mandibular scleritis is pronounced or absent   
  other species

Acknowledgements. The authors express their gra-
titude to the specialists of the All-Russian Plant Quaran-
tine Center: N.I. Ershova, S.Yu. Mukhanov and D.G. Ka-
satkin, as well as specialists of the Zoological Institute 

Рис. 11. Фрагмент ротоглоточного аппарата (a), 
переднее (b) и задние (c) дыхальца Bactrocera dorsalis 
(фото И.О. Камаева) 

Fig. 11. Fragment of the cephalopharyngeal skeleton (a), 
anterior (b) and posterior (c) spiracles Bactrocera dorsalis 
(photo by I.O. Kamayev) 

a b c

Рис. 12. Задние дыхальца  
Bactrocera dorsalis (a)  
и Ceratitis capitata (b), 
белая линия показывает 
длину щели заднего 
дыхальца, черная линия – 
длину интерспиракулярных 
отростков 
(фото И.О. Камаева) 

Fig. 12. Posterior spiracles 
of Bactrocera dorsalis (a) 
and Ceratitis capitata (b).  
The white line shows the 
length of the posterior 
spiracle slit, the black 
line shows the length of 
the interspiracular processes 
(photo by I.O. Kamayev) 

a b
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распространение 
на территории России 
и возможные меры контроля 
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& Dimic (Lepidoptera: 
Gracillariidae): distribution 
in Russia and possible 
control measures 
D.I. RYASKIN1, O.A. KULINICH2,  
YU.I. GNINENKO3, E.N. ARBUZOVA4 
1 Voronezh Branch of FGBU “All-Russian Plant 

Quarantine Center” (FGBU “VNIIKR”), Voronezh, 
Voronezh Oblast, Russia 

2, 4 FGBU “VNIIKR”, Bykovo, Ramenskoye, Moscow 
Oblast, Russia

3 FBU “All-Russian Research Institute for Silviculture 
and Mechanization of Forestry” (FBU “VNIILM”), 
Pushkino, Moscow Oblast, Russia

1 ORCID 0000-0003-0950-1349,  
e-mail: ryaskin.dmitry@yandex.ru 

2 ORCID 0000-0002-7531-4982, e-mail: okulinich@mail.ru 
3 ORCID 0000-0002-2815-3362,  

e-mail: gninenko-yuri@mail.ru 
4 ORCID 0000-0002-0547-2547,  

e-mail: pazhitnovaeee@mail.ru 

ABSTRACT
In Russia, the horse-chestnut leaf miner Cameraria 
ohridella was detected in 2003 in Kaliningrad Oblast, 
and in 2005 – in Moscow. Currently, the species is wide-
ly spread in European part of the Russian Federation, 
and its area continues to expand. On affected chest-
nut plants, up to 90% of the leaf surface is destroyed. 
The article analyzes various ways to control C. ohridel
la used in Russia and some European countries. The 
most effective is the chemical method of pest control, 
however, pesticides officially allowed to be used against 
C. ohridella are absent in Russia. There are systemic 
preparations – Insegar, Lufoks, Konfidor, Aktellik, Isk-
ra, Imidacloprid, etc., which may be suitable for use in 
Russia on chestnut, but they are recommended against 
other phytophage species. Trees can also be protected 
from C. ohridella by injecting a systemic insecticide into 
the trunk. This method was not widely used in Europe, 
because the costs were extremely high. As for Rus-
sia, today there is not a single registered drug in the 
country that is approved for use against this pest us-
ing intra-stem injection technology. Given this circum-
stance, research work should be more directed towards 
the development of biological control measures. Scien-
tists are conducting research to find suitable species of 
parasitoids that can be used to suppress the population 
of C. ohridella.
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АННОТАЦИЯ
На территории России каштановая минирующая 
моль Cameraria ohridella выявлена в 2003 г. в Кали-
нинградской области, в 2005 г. – в Москве. В настоя-
щее время вид широко распространился в европей-
ской части РФ, и его ареал продолжает расширяться. 
На пораженных растениях каштана уничтожается 
до 90% листовой поверхности. В статье анализи-
руются различные способы борьбы с C. ohridella, 
применяемые в России и ряде европейских стран. 
Наиболее эффективен химический метод борь-
бы с вредителем, однако пестициды, официально 
разрешенные для применения против C. ohridella 
в РФ, отсутствуют. Имеются системные препара-
ты – «Инсегар», «Люфокс», «Конфидор», «Актеллик», 
«Искра», «Имидаклоприд» и др., которые могут по-
дойти для применения в России на каштане, но они 
рекомендованы против других видов фитофагов. 
Также деревья можно защитить от C. ohridella, введя 
в ствол системный инсектицид. Этот способ не по-
лучил широкого применения в Европе, т. к. затра-
ты оказались крайне высоки. Что касается России, 
то сегодня в стране нет ни одного зарегистрирован-
ного препарата, разрешенного к применению про-
тив этого вредителя с использованием технологии 
внутристволовых инъекций. С учетом этого обстоя-
тельства научно-исследовательские работы в боль-
шей степени должны быть направлены на разработ-
ку биологических мер борьбы. Учеными проводятся 
исследования по поиску подходящих видов парази-
тоидов, которых можно будет использовать для по-
давления численности C. ohridella.
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INTRODUCTION

G reen spaces are an integral part of the ur-
ban ecosystem, in which they perform nu-
merous functions (reducing dust and air 
pollution, noise control, etc.). One of these 
woody plants, which tolerates city condi-

tions well, winter-hardy and suitable for avenue, group 
and single plantings, is horse-chestnut (Aesculus hippo
castanum L.). However, at the moment, chestnut plan-
tations are under threat due to the mass reproduc-
tion of the dangerous pest – horse-chestnut leaf miner 
Cameraria ohridella Deschka & Dimic, 1986.

OVERVIEW
In 1986, off the coast of Lake Ohrid in Macedonia, a 
small moth was described developing on horse chest-
nut. However, as shown by later studies (Lees et al., 
2011), this pest was present in this region as early as 
the 19th century. Subsequently, it turned out that this 
species began to actively spread to new territories, ap-
parently with planting material of chestnuts, which are 
used as ornamental plants for landscaping in va rious 
cities and other settlements (Zolotukhin, 2020). Soon, 
the harm caused by the horse-chestnut leaf  miner 
was noted in many European countries. European re-
searchers note that, in addition to horse chestnut, the 
miner can also damage other species of this genus 
(Gni nenko, 2002). The following chestnut species are 
most severely damaged: the red buckeye A. pavia, the 
yellow buckeye A. lutea and the bottlebrush buckeye 
A. parviflora. At the same time, pest-resistant species 
of the genus Aesculus were identified: the Ohio buckeye 
A. glabra and the Indian horse-chestnut A. indica. In the 
Czech Republic, in addition to chestnut, the miner also 
inhabited maples: the Norway maple Acer platanoides 
and the sycamore maple A. pseudoplatanus (Golosova, 
2009; Gninenko, Rakov, 2011). 

According to Ukrainian researchers, among the 
Aesculus species growing on the territory of Ukraine, the 
most resistant to the horse-chestnut leaf miner is the red 
horse-chestnut A. carnea, on which an increased mortal-
ity of miner caterpillars was noted (Zerova et al., 2007).

As of 2021 (EPPO, 2021) in Europe, the 
horse-chestnut leaf miner is distributed in almost all 
European countries from Portugal to the Russian Fe-
deration, including Ukraine and Belarus. It has also 
been identified in Asia: Armenia, Georgia, Turkey, Ka-
zakhstan, and Kyrgyzstan (Gabrid, 2012; Gninenko et 
al., 2016). 

ВВЕДЕНИЕ

З
еленые насаждения являются неотъ-
емлемой частью городской экосисте-
мы, в  которой они выполняют мно-
гочисленные функции (снижение 
запыленности и загазованности воз-
духа, борьба с шумом и др.). Одним из 
таких древесных растений, хорошо 
переносящим условия города, зимо-

стойким и подходящим для аллейных, групповых 
и  одиночных посадок, является конский каштан 
обыкновенный (Aesculus hippocastanum L.). Однако 
в  настоящий момент насаждения каштана нахо-
дятся под угрозой поражения из-за массового раз-
множения опасного вредителя  – каштановой ми-
нирующей моли, или охридского минера Cameraria 
ohridella Deschka & Dimic, 1986.

ОБЗОРНАЯ ИНФОРМАЦИЯ
В 1986 г. у берегов Охридского озера в Македонии 
была описана небольшая моль, развивающаяся 
на каштане конском. Однако, как показали более 
поздние исследования (Lees et al., 2011), этот вре-
дитель в  указанном регионе присутствовал еще 
в XIX веке. Впоследствии выяснилось, что данный 
вид стал активно распространяться на новые тер-
ритории, очевидно, с  посадочным материалом 
каштанов, которые используются как декоратив-
ные растения при озеленении в  различных го-
родах и других населенных пунктах (Золотухин, 
2020). Вскоре вред, наносимый каштановой ми-
нирующей молью, был отмечен во многих странах 
Европы. Европейские исследователи фиксируют, 
что кроме конского каштана минер может повреж-
дать и другие виды этого рода (Гниненко, 2002). 
Наиболее сильно повреждаются каштаны следу-
ющих видов: конский каштан красный A. pavia, 
конский каштан желтый A. lutea и конский каштан 
мелкоцветковый A. parviflora. В то же время выяви-
лись устойчивые к вредителю виды рода Aesculus: 
конский каштан голый A. glabra и конский каштан 
индийский A. indica. В Чехии кроме каштана минер 
также заселял клены: клен остролистный Acer plata
noides и клен белый A. pseudoplatanus (Голосова, 2009; 
Гниненко, Раков, 2011). 

По данным украинских исследователей, среди 
произрастающих на территории Украины видов 
Aesculus наиболее устойчивым к каштановому ми-
неру оказался конский каштан мясо-красный A. car
nea, на котором отмечалась повышенная смерт-
ность гусениц минера (Зерова и др., 2007).

По состоянию на 2021 г. (EPPO, 2021) в Европе 
охридский минер распространен на территории 
практически всех европейских стран от Португалии 

НАУЧНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ SCIENTIFIC RESEARCH

Ключевые слова. Каштановый минер, мини-
рующая моль, Gracillariidae, Lepidoptera, конский 
каштан, лесная продукция, методы контроля, ме-
тоды борьбы, вредители, ущерб.

Key words. horse-chestnut leaf miner, leaf mi ner, 
Gracillariidae, Lepidoptera, horse-chestnut, forest 
products, control methods, control methods, pests, 
damage.



34Фитосанитария. Карантин растений

до Российской Федерации, включая Украину и Бе-
ларусь. Он также выявлен и в Азии: Армении, Гру-
зии, Турции, Казахстане и Киргизии (Габрид, 2012; 
Гниненко и др., 2016). 

На территории России каштановая миниру-
ющая моль была выявлена в  2003 г. в  Калинин-
градской области, в 2005 г. – в Москве, в 2007 г. – 
в Санкт-Петербурге (Голосова, 2009). В настоящее 
время фитофаг C. ohridella встречается в  Белго-
родской, Брянской, Волгоградской, Воронежской, 
Курской, Орловской, Пензенской, Псковской, 
Ростовской, Рязанской, Самарской, Саратовской 
и  Смоленской областях, в  Краснодарском крае 
и  на Северном Кавказе, и  его ареал продолжает 
расширяться (Раков, 2011; Аксёненко и др., 2020; 
Kirichenko et al., 2021; EPPO, 2021).

Гусеницы этой бабочки живут внутри листа, 
выгрызая в  нем листовые мины, имеющие вид 
крупных пятен. Среднее количество мин, даже при 
развитии 1-го поколения, может достигать 175 шт. 
на один сложный лист. На пораженных растениях 
уничтожается до 90% листовой поверхности (см. 
рисунок). В  середине или конце лета лишенные 
хлорофилла листья усыхают, а затем опадают, что 
приводит к повторному, так называемому осеннему 
цветению каштанов. Частичная или полная поте-
ря листвы, или дефолиация, уменьшает интенсив-
ность фотосинтеза и ухудшает общее физиологиче-
ское состояние дерева. Развитие молодых листьев 
и повторное цветение влияют на физиологические 
механизмы устойчивости каштанов и  в первую 
очередь на морозостойкость, что отрицательно 
сказывается на способности деревьев успешно пе-
реносить зимовку (Алексашкина, 2017; Селиховкин 
и др., 2020).

В Европе сейчас вид встречается практически 
повсеместно, где произрастает конский каштан. 
Повреждение этих деревьев  – а  во многих горо-
дах Европы они составляют основу городского 
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On the territory of Russia, the horse-chestnut leaf 
miner was reported in 2003 in Kaliningrad Oblast, in 
2005 in Moscow, and in 2007 in St. Petersburg (Golo-
sova, 2009). At present, the phytophage C. ohridella oc-
curs in Belgorod, Bryansk, Volgograd, Voronezh, Kursk, 
Orel, Penza, Pskov, Rostov, Ryazan, Samara, Saratov 
and Smolensk Oblasts, in Krasnodar Krai and the North 
Caucasus, and its range continues to expand (Rakov, 
2011; Aksyonenko et al., 2020; Kirichenko et al., 2021; 
EPPO, 2021).

The caterpillars of this moth live inside the leaf, 
gnawing out leaf mines reminding of large spots. The 
average number of mines, even with the development 
of the 1st generation, can reach 175 pieces per leaf. 
On affected plants, up to 90% of the leaf surface is de-
stroyed (see figure). In the middle or end of summer, 
the leaves, deprived of chlorophyll, dry out and then 
fall off, which leads to the repeated, so-called autumn 
flowering of chestnuts. Partial or complete loss of foli-
age, or defoliation, reduces the intensity of photosyn-
thesis and worsens the general physiological condition 
of the tree. The development of young leaves and re-
peated flowering affect the physiological mechanisms 
of chestnut resistance and, first of all, frost resistance, 
which negatively affects the ability of trees to success-
fully endure wintering (Aleksashkina, 2017; Selik-
hovkin et al., 2020).

In Europe, the species is now detected almost 
everywhere where horse-chestnut grows. Damage to 
these trees – and in many European cities they form 
the basis of urban greening – is a major problem for 
community greening and park landscaping services. 
The aesthetic damage from dried and browned foli-
age already in June is so serious that in many Euro-
pean cities, municipalities are taking measures to 
replace the common horse-chestnut with other tree 
species that are more resistant to the horse-chestnut 
leaf miner, spending huge sums from the budget. In 
Berlin alone, the cost of replacing 80% of the city’s 

Рисунок. Общий внешний вид дерева (a) и листовые пластины 
конского каштана (b, c), пораженные охридским минером, 
г. Россошь, Воронежская обл., 2021 г. (фото Д.И. Ряскина) 

Fig. General appearance of the tree (a) and horse-chestnut leaf 
blades (b, c), affected by the horse-chestnut leaf miner, Rossosh, 
Voronezh Oblast, 2021 (photo by D.I. Ryaskin) 

a b c
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horse-chestnuts was estimated at 300 million euros 
(Zolotukhin, 2020).

It is supposed that the horse-chestnut leaf miner 
C. ohridella can occupy almost the entire territory of the 
Russian Federation, where horse-chestnut is used in 
landscaping. By itself, the pest does not cause the death 
of this tree species, but significantly disrupts landscape 
design. 

To date, in world practice, there are several 
methods for controlling this serious tree pest, which 
have both advantages and disadvantages. Below is 
a brief overview of the control measures against the 
horse-chestnut leaf miner used in the Russian Federa-
tion and some European countries. 

The simplest method is mechanical control. It 
includes some measures to control the spreading of 
horse-chestnut leaf miner without using various kinds 
of insecticides; the basis of such activities is the me-
chanical removal of leaves during the leaf fall. It is 
ne cessary to carefully collect and destroy all falling 
leaves. This method allows to slightly reduce the le vel 
of damage to foliage, and usually by the end of the sea-
son damage will reappear due to the development of 
the pest in the 2nd and 3rd generations and the high abi-
lity of females to migrate (Shumovskaya, 2019). 

In addition, it is recommended to wash the miner 
butterflies sitting on the trunks with a stream of water. 
This method allows to safely destroy part of the pest 
and reduce the proportion of infected leaves. The prob-
lem of using this method is considered to be technical 
difficulties in processing tall trees. This requires appro-
priate equipment (with lifts) or high-pressure sprayers 
(Golosova, 2009; Sinelnikov, 2019).

Preventive measures against the horse-chest-
nut leaf miner can be carried out by applying adhe-
sive belts to the trunks immediately before the start of 
the flight of the miners. Adhesive tapes, yellow plates 
(boards, pieces of plastic) smeared with Pestifix glue 
are hung at the level of the main mass of foliage in or-
der to catch the miner during its flight. It is also pos-
sible in late autumn and early spring to dig up the 
soil under chestnut crowns on an area equal to 1.5 of 
the tree crown projection, however, all these preven-
tive control measures do not significantly reduce the 
pest population (Sinelnikov, 2019; Aksyonenko et al., 
2020).

Methods based on the use of pheromones, due 
to the very high population density of C. ohridella and 
the characteristics of the trees growth (chestnut) in ur-
ban plantations cannot be an effective method of con-
trolling the decrease in the miner number and the 
disorientation of insects. This method can only be re-
commended for pest monitoring (Golosova et al., 2008; 
CABI, 2021). 

The most effective chemical method of pest con-
trol. It should be noted that the pesticides officially ap-
proved for use against the horse-chestnut leaf miner 
C. ohridella on the territory of the Russian Federation, 
are absent. However, in the course of experimental 
tests conducted with respect to a number of insecti-
cides against the horse-chestnut leaf miner on chest-
nut, the most effective were systemic preparations 

озеленения – представляет серьезную проблему 
для служб, связанных с озеленением населенных 
пунктов и ландшафтным дизайном парков. Эсте-
тический ущерб от засохшей и  побуревшей уже 
в июне листвы настолько серьезен, что во многих 
европейских городах муниципалитеты принимают 
меры по замене конского каштана обыкновенного 
на другие, более устойчивые к охридскому минеру 
виды деревьев, тратя огромные суммы из бюджета. 
Только в Берлине затраты по замене 80% городских 
конских каштанов были оценены в 300 млн евро 
(Золотухин, 2020).

Предполагается, что охридский минер, или 
минирующая моль C. ohridella, может занять прак-
тически всю территорию РФ, на которой в озелени-
тельных посадках используется конский каштан. 
Сам по себе вредитель не вызывает гибель этой 
породы деревьев, но существенно нарушает ланд-
шафтный дизайн. 

На сегодняшний день в  мировой практике 
существует несколько методов контроля данного 
серьезного древесного вредителя и борьбы с ним, 
которые имеют как свои достоинства, так и недо-
статки. Ниже приведен краткий обзор по мерам 
борьбы с охридским минером, используемым в РФ 
и ряде европейских стран. 

Наиболее простой метод – механический кон-
троль. Метод включает в  себя ряд мероприятий 
по контролю за распространением каштановой 
минирующей моли без использования различно-
го рода инсектицидов; основу таких мероприятий 
составляет механическое удаление листьев во вре-
мя листопада. Необходимо тщательно собирать 
и уничтожать все опадающие листья. Этот метод 
позволяет незначительно снизить уровень пора-
жения листвы, и обычно к концу сезона поврежде-
ния появятся вновь из-за развития вредителя в 2-м 
и  3-м поколениях и  высокой способности самок 
к перелётам (Шумовская, 2019). 

Кроме того, рекомендуется смывание бабочек 
минера, сидящих на стволах, струей воды. Этот 
метод позволяет безопасно уничтожить часть вре-
дителя и снизить долю зараженных листьев. Про-
блемой использования данного метода считаются 
технические сложности при обработке высоких де-
ревьев. Для этого требуется соответствующая тех-
ника (с подъемниками) или опрыскиватели высо-
кого давления (Голосова, 2009; Синельников, 2019).

Профилактические меры борьбы с охридским 
минером могут осуществляться путем наложения 
клеевых поясов на стволы непосредственно перед 
началом лёта минеров. Производится развеши-
вание клейких лент, пластинок (дощечек, кусков 
пластика) желтого цвета, смазанных клеем «Пес-
тификс», на уровне расположения основной массы 
листвы с целью отлова минирующей моли в период 
ее лёта. Также возможно поздней осенью и ранней 
весной перекапывать почву под кронами каштанов 
на площади, равной 1,5 проекции кроны дерева, 
однако все эти профилактические меры борьбы 
существенно не снижают численность вредителя 
(Синельников, 2019; Аксёненко и др., 2020).

Методы на основе применения феромонов, 
из-за очень высокой плотности заселения C. ohridel
la и особенностей произрастания деревьев (кашта-
на) в  городских насаждениях, не могут являть-
ся эффективным методом борьбы по снижению 
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численности минера и дезориентации насекомых. 
Этот метод можно рекомендовать только при про-
ведении мониторинга вредителя (Голосова и др., 
2008; CABI, 2021). 

Наиболее эффективен химический метод борь-
бы с вредителем. Следует отметить, что пестициды, 
официально разрешенные для применения против 
каштанового минера C. ohridella на территории РФ, 
отсутствуют. Однако, в ходе опытных испытаний, 
проведенных в  отношении ряда инсектицидов 
против охридского минера на каштане, наиболее 
результативными показали себя системные препа-
раты, разрешенные к применению на территории 
РФ против других фитофагов: «Инсегар», «Люфокс», 
«Конфидор», «Актеллик», «Искра», «Имидаклоп-
рид» и др. (Раков, 2015; Шумовская, 2019).

Деревья также можно защитить от C. ohridella, 
введя в ствол системный инсектицид. Стволовые 
инъекции были протестированы во многих странах 
с использованием различного оборудования и ин-
сектицидов, но они не получили широкого распро-
странения (CABI, 2021). Затраты по их применению 
оказались выше, чем по другим методам борьбы. 
Кроме того, инъекции, как правило, травмируют 
деревья: при попадании в ствол различного вида 
инфекций в местах проколов могут возникать не-
крозы. Следует также отметить, что в настоящее 
время в России нет ни одного зарегистрированно-
го препарата, разрешенного к применению против 
этого вредителя с использованием технологии вну-
тристволовых инъекций.

Другим способом снижения численности 
C.  ohridella может быть внесение инсектицидов 
в почву, но, как показал опыт, этот метод оказался 
малопродуктивным и очень затратным (CABI, 2021).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Несмотря на то, что новый инвазивный вредитель 
уже более 18 лет расселяется на нашей террито-
рии, целенаправленные исследования по разра-
ботке мер защиты от него фактически не ведутся. 
Предполагаем, что это связано с тем, что каштан 
выращивается преимущественно в городах, насе-
ленных пунктах и парковых зонах, где применение 
пестицидов законодательно запрещено или лими-
тировано. 

Анализ наличия средств, разрешенных к при-
менению для защиты деревьев в населенных пунк-
тах, показал, что если в государственном каталоге 
за 2000 г. числилось 6 таких инсектицидов, то в на-
стоящее время имеется только 3 инсектицида, раз-
решенных к применению против огромного числа 
вредителей, повреждающих деревья и кустарники 
в городах. 

Поэтому для защиты конского каштана ле-
гально нет возможности применить ни одного как 
химического, так и биологического препарата. Это 
делает проблему защиты этого ценного и красивого 
дерева, которое украшает многие российские горо-
да, практически неразрешимой. 

С учетом данного обстоятельства научно-ис-
следовательские работы в большей степени долж-
ны быть направлены на разработку биологических 
мер борьбы. Проводятся исследования по поиску 
подходящих видов паразитоидов. Так, в  резуль-
тате исследований, проведенных на территории 
Украи ны, выявлено 38 видов паразитов охридского 
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approved for use on the territory of the Russian Fede-
ration against other phytophages: Insegar, Lufox, Kon-
fidor, Aktellik, Iskra, Imidacloprid, etc. (Rakov, 2015; 
Shumovskaya, 2019).

Trees can also be protected from C. ohridella by 
injecting a systemic insecticide into the trunk. Stem 
injections have been tested in many countries using 
a variety of equipment and insecticides, but have not 
been widely adopted (CABI, 2021). The costs of their 
use were higher than for other methods of struggle. In 
addition, injections, as a rule, injure trees: if various 
types of infections enter the trunk at the puncture sites, 
necrosis may occur. It should also be noted that at pre-
sent in Russia there is not a single registered drug ap-
proved for use against this pest using intra-stem injec-
tion technology.

Another way to reduce the number of C. ohridella 
can be the introduction of insecticides into the soil, but 
experience has shown that this method turned out to be 
unproductive and very costly (CABI, 2021).

RESULTS AND DISCUSSION
Despite the fact that a new invasive pest has been 
spreading in Russia for more than 18 years, targeted 
research on the development of measures to protect 
against it has not actually been conducted. We assume 
that this is due to the fact that chestnut is grown mainly 
in cities, towns and park areas, where the use of pesti-
cides is prohibited or limited by law. 

An analysis of the availability of agents permitted 
for use to protect trees in settlements showed that if 
the state catalog for the year 2000 included 6 such in-
secticides, then at present there are only 3 insecticides 
approved for use against a huge number of pests that 
damage trees and shrubs in cities. 

Therefore, to protect the horse-chestnut, it is le-
gally impossible to use either a single chemical or bio-
logical drug. This makes the problem of protecting this 
valuable and beautiful tree, which adorns many Rus-
sian cities, practically insoluble. 

Given this circumstance, research work should be 
directed to the development of biological control mea-
sures to a greater extent. Research is underway to find 
suitable parasitoid species. Thus, as a result of studies 
carried out on the territory of Ukraine, 38 species of 
parasites of the horse-chestnut leaf miner were iden-
tified, in Italy (Lombardy) – 10, Poland – 14, the Czech 
Republic – 7, Germany – 15, Turkey (Istanbul) – 10 spe-
cies (Kostyukov et al., 2014).

As biological agents against the horse-chestnut 
leaf miner, insects identified in the south of Russia – 
chalcides of the order Hymenoptera of the family Eulo-
phidae: Achrysocharoides niveipes (Thomson), Baryscapus 
nigroviolaceus (Nees), Cirrospilus vittatus Walker nd Mino
tetrastichus frontalis (Nees). The listed species of eulo-
phids are common inhabitants of various natural and 
agricultural biocenoses, and each is trophically asso-
ciated with dozens of species of mining phytophages 
that develop on many species of woody, shrubby and 
herbaceous plants. Also, in Krasnodar Krai in 2013, 
a whole complex of insects was found – parasites of 
the horse-chestnut leaf miner, among them – Scambus 



37Март № 1 (9) 2022

brevicornis (Gravenhorst), S. calobatus (Gravenhorst) 
(family Ichneumonidae); Apanteles bicolor Nees, A. cir
cumscriptus Nees (Braconidae); Mesopolobus mediterrane
us (Mayr), Pteromalus semotus (Walker) (Pteromalidae); 
Eupelmus microzonus Förster, E. urozonus Dalman, Mac
roneura vesicularis (Retzius) (Eupelmidae) and many 
others. The level of pest infestation with parasites was 
12.5–33.6%, but this was not enough to prevent an 
outbreak of the horse-chestnut leaf miner (Kostyukov 
et al., 2014). 

CONCLUSION
Taking into account the current situation with the 
possibility of effective control of the pest in ques-
tion and further preservation of this state of affairs, 
one can only hope that over time this invasive spe-
cies in the conditions of the European part of Russia 
and the North Caucasus will reveal natural parasites 
and predators that will form stable trophic relation-
ships with Cameraria ohridella and which will regu-
late the abundance of this phytophage at a certain 
level. The most negative forecast is the gradual death 
of horse-chestnut in the city and its replacement in 
landscape gardening with other decorative species of 
woody plants. 
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В качестве биологических агентов против 
каштановой минирующей моли могут быть исполь-
зованы выявленные на юге России насекомые  – 
хальциды отряда перепончатокрылых семейства 
Eulophidae: Achrysocharoides niveipes (Thomson), Bary
scapus nigroviolaceus (Nees), Cirrospilus vittatus Walker 
и  Minotetrastichus frontalis (Nees). Перечисленные 
виды эвлофид являются обычными обитателями 
различных естественных и сельскохозяйственных 
биоценозов, и каждый трофически связан с десят-
ками видов минирующих фитофагов, развиваю-
щихся на многих видах древесных, кустарниковых 
и травянистых растений. Также в Краснодарском 
крае в  2013 г. был выявлен целый комплекс на-
секомых  – паразитов охридского минера, среди 
них – Scambus brevicornis (Gravenhorst), S. calobatus 
(Gravenhorst) (сем. Ichneumonidae); Apanteles bicolor 
Nees, A. circumscriptus Nees (Braconidae); Mesopolo
bus mediterraneus (Mayr), Pteromalus semotus (Walker) 
(Pteromalidae); Eupelmus microzonus Förster, E. urozonus 
Dalman, Macroneura vesicularis (Retzius) (Eupelmidae) 
и многие другие. Уровень зараженности вредите-
ля паразитами составлял 12,5–33,6%, однако этого 
было недостаточно для предотвращения вспышки 
численности охридского минера (Костюков и др., 
2014). 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Учитывая современную ситуацию с  возможно-
стью эффективной борьбы с  рассматриваемым 
вредителем и  дальнейшего сохранения такого 
положения дел, остается лишь надеяться, что 
со временем у этого инвазивного вида в условиях 
европейской части России и  Северного Кавказа 
выявятся естественные паразиты и хищники, ко-
торые сформируют с Cameraria ohridella стабильные 
трофические связи и которые будут регулировать 
численность этого фитофага на определенном 
уровне. Самый же негативный прогноз – это посте-
пенная гибель конского каштана в условиях города 
и его замена в ландшафтном озеленении другими 
декоративными породами (видами) древесных 
 растений. 
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ABSTRACT
In the course of the work, for the first time, a pest risk 
analysis (PRA) was carried out for the pathogenic fungi 
Diaporthe cucurbitae and Stagonosporopsis citrulli for re-
gulated products – Cucurbitaceae seeds. The agent of 
black rot Diaporthe cucurbitae can cause death of seed-
lings in case of early infection. On host plants fruits, 
the phytopathogen causes symptoms in the form of 
brown, soft, sunken lesions of irregular shape, lead-
ing to a significant deterioration in commercial quali-
ties. The main pathway of the fungus is the Cucurbi-
taceae seed material. The causative agent of mycosis 
is able to be transmitted mechanically between plants 
during agricultural activities, with the help of wind and 
drop-liquid moisture, and also persist in plant deb ris, 
starting a new cycle of disease development in the next 
growing season. Stagonosporopsis citrulli belongs to the 
group of viscous rot pathogens, consisting of three 
morphologically similar, but genetically different spe-
cies: Stagonosporopsis citrulli, Stagonosporopsis cucurbita
cearum and Stagonosporopsis caricae. Infection can occur 
on leaves, stems and fruits. The pathogen can be trans-
mitted through seedlings from infected seeds. Due to 
the widespread cultivation of host plants on the ter-
ritory of the Russian Federation and the possible ne-
gative consequences of the introduction and spread of 
the above-stated pests, it was decided to conduct a PRA 
as part of a study of the phytosanitary safety of Cucur-
bitaceae seeds. The PRA results showed that Diaport
he cucurbitae and Stagonosporopsis citrulli can harm the 
production of Cucurbitaceae in Russia, but the poten-
tial damage of these phytopathogens is low, so they are 
not recommended for inclusion in the list of regulat-
ed pests.
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АННОТАЦИЯ
В ходе работы впервые проведен анализ фитоса-
нитарного риска (АФР) патогенных грибов Diaport
he cucurbitae и Stagonosporopsis citrulli для подкаран-
тинной продукции –  семян тыквенных культур. 
Возбудитель черной гнили тыквенных культур 
Diaporthe cucurbitae может являться причиной гибе-
ли проростков при раннем заражении. На плодах 
растений-хозяев фитопатоген вызывает симптомы 
в виде коричневых мягких впалых повреждений 
неправильной формы, приводя к существенному 
ухудшению товарных качеств. Главный путь рас-
пространения гриба  – семенной материал тык-
венных культур. Возбудитель микоза способен пе-
редаваться механически между растениями при 
проведении сельскохозяйственных мероприятий, 
с помощью ветра и капельно-жидкой влаги, а так-
же сохраняться в растительных остатках, запуская 
новый цикл развития болезни в последующем веге-
тационном периоде. Stagonosporopsis citrulli относит-
ся к группе возбудителей вязкой гнили, состоящей 
из трех морфологически похожих, но генетически 
разных видов: Stagonosporopsis citrulli, Stagonosporopsis 
cucurbitacearum и Stagonosporopsis caricae. Заражение 
может произойти на листьях, стеблях и  плодах. 
Возбудитель может передаваться через пророст-
ки из зараженных семян. В связи с повсеместным 
выращиванием растений-хозяев на территории 
Российской Федерации и возможными негативны-
ми последствиями проникновения и распростра-
нения перечисленных выше вредных организмов, 
принято решение о проведении АФР в рамках ис-
следования фитосанитарной безопасности семян 
тыквенных культур. Результаты АФР показали, что 
Diaporthe cucurbitae и Stagonosporopsis citrulli способ-
ны нанести вред производству тыквенных культур 
в России, но показатель потенциального ущерба 
указанных фитопатогенов низкий, поэтому они 
не рекомендованы для включения в перечень ре-
гулируемых вредных организмов.
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INTRODUCTION

T he concept of pest risk assessment (ana-
lysis) as the main means of scientific and 
technical substantiation of phytosanitary 
measures was developed after the adoption 
in 1994 of the Agreement on the Applica-

tion of Sanitary and Phytosanitary Measures (SPS). As 
defined by the SPS procedure, risk assessment is “an 
assessment of the likelihood of introduction, adapta-
tion or spread of a pest or infection within the territo-
ry of an importing country in relation to the sanitary 
or phytosanitary measures that could be applied and 
the associated potential biological and economic con-
sequences” (http://portal.fsvps.ru/importExport/wto/
trial/agreement.htm, 2022).

In accordance with Decree of the Government 
of the Russian Federation No. 770 dated August 10, 
2016 “On Approval of the Regulations on the Imple-
mentation of Phytosanitary Risk Analysis” and Fe-
deral Law No. 206-FZ dated July 21, 2014 “On Plant 
Quarantine”, pest risk analysis is carried out by the 
Federal Service for Veterinary and Phytosanitary Sur-
veillance in order to determine the ability or inabili-
ty of a pest to be a quarantine object, the need to re-
gulate the spread of a quarantine object and (or) take 
quarantine phytosanitary measures against it by as-
sessing biological or other scientific data, economic 
data, as well as in order to form and revision of the 
list of quarantine objects (http://government.ru/docs/
all/107858/, 2022).

Cucurbitaceae seeds play an important role in 
agricultural production and are also a pathway for 
the spread of plant pathogens in international trade. 
Vegetable seeds, including Cucurbitaceae seeds, are 
produced in a number of countries: the USA, France, 
Peru, Italy, Chile, China, the Netherlands, Thailand, 
India, Turkey, Great Britain, South Korea, Israel, Ger-
many, Brazil, Poland, Mexico, Guatemala, Argentina, 
Republic of South Africa, Kenya, Republic of Bela rus, 
Republic of Moldova, Portugal, Jordan and others 
(http://www.fao.org/faostat, 2021). In the course of the 
pest risk assessment associated with Cucurbitaceae 
seeds, a list of pests that can be transmitted with this 
type of regulated products was determined. The list 
includes 23 species of phytopathogenic orga nisms, 
5 of which are considered absent on the territory 
of the Russian Federation and are not regulated by 
the Common List of Quarantine Objects of the EAEU 
(Slovareva, Bondarenko, 2021). The specified cate-
gory of harmful organisms contains 2 fungi species 

ВВЕДЕНИЕ

К
онцепция оценки (анализа) фито-
санитарного риска как основного 
средства научного и технического 
обоснования фитосанитарных мер 
получила развитие после приня-
тия в  1994 г. Соглашения по при-
менению санитарных и фитосани-
тарных мер (СФС). В  соответствии 

с определением, данным процедуре в СФС, оценка 
риска – это «оценка вероятности проникновения, 
укоренения (акклиматизации) или распростране-
ния вредителя или заболевания в  пределах тер-
ритории импортирующей страны применительно 
к санитарным или фитосанитарным мерам, кото-
рые могли бы быть применены, и связанных с этим 
потенциальных биологических и  экономических 
последствий» (http://portal.fsvps.ru/importExport/
wto/trial/agreement.htm, 2022).

В соответствии с постановлением Правитель-
ства Российской Федерации от 10.08.2016 № 770 
«Об утверждении Положения об осуществлении 
анализа фитосанитарного риска» и Федеральным 
законом от 21.07.2014 № 206-ФЗ «О карантине рас-
тений», анализ фитосанитарного риска осущест-
вляется Федеральной службой по ветеринарному 
и фитосанитарному надзору в отношении вредных 
организмов в целях определения способности или 
неспособности вредного организма быть каран-
тинным объектом, необходимости регулирования 
распространения карантинного объекта и  (или) 
принятия в  отношении него карантинных фи-
тосанитарных мер путем оценки биологических 
или других научных данных, экономических дан-
ных, а также в целях формирования и пересмотра 
перечня карантинных объектов (http://government.
ru/docs/all/107858/, 2022).

Семена тыквенных культур играют важную 
роль в сельскохозяйственном производстве и вме-
сте с тем являются путем распространения фито-
патогенов в ходе международной торговли. Семена 
овощных культур, включая тыквенные, производят 
в целом ряде стран: США, Франции, Перу, Италии, 
Чили, Китае, Нидерландах, Таиланде, Индии, Тур-
ции, Великобритании, Южной Корее, Израиле, 
Германии, Бразилии, Польше, Мексике, Гватема-
ле, Аргентине, Южно-Африканской Республике, 
Кении, Республике Беларусь, Республике Молдова, 
Португалии, Иордании и  других (http://www.fao.
org/faostat, 2021). В ходе оценки фитосанитарного 
риска, связанного с семенами тыквенных культур, 
определен список вредных организмов, которые 
могут передаваться с  данным видом подкаран-
тинной продукции. В список вошли 23 вида фито-
патогенных организмов, 5 из которых считаются 
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for which pest risk analysis has not been previously 
carried out – Diaporthe cucurbitae and Stagonosporop
sis cit rulli. The stated-above information determines 
the relevance of this study, the purpose of which is to 
develop recommendations to control these two phyto-
pathogens transmitted by Cucurbitaceae seeds, based 
on their pest risk analysis and potential damage as-
sessment.

MATERIALS AND METHODS
Pest risk analysis was carried out in accordance 
with the methodology approved by the Order of the 
Ministry of Agriculture of Russia dated February 5, 
2018 No. 46 “On Approval of the Pest Risk Analysis 
Methodo logy”. According to the methodology, at the 
first stage, the nomenclature, taxonomy and phy-
tosanitary status of pathogens selected for PRA were 
studied. Based on the literature data, we studied the 
geography and pathways of Diaporthe cucurbitae and 
Stagonosporopsis citrulli, their biological features, exist-
ing diagnostic methods, harmfulness and methods of 
their control. The data obtained were used to conduct 
a PRA, during which a quantitative risk assessment 
was carried out for each studied species, as well as the 
probability of adaptation of pathogens in the territo-
ry of the Russian Federation and the potentially asso-
ciated economic consequences. The numerical value 
of potential damage (PD) was calculated based on the 
va lues   of the probabilities of introduction and adap-
tation obtained during the quantitative assessment of 
the PRA. The determination of the conformity of phy-
topathogens to the criteria of quarantine pests was 
carried out by comparing the numerical value of PD 
with the conditional threshold indicator of 1.25 adopt-
ed in the method used. So, if the numerical value of PD 
is below 1.25, the pathogen does not meet the criteria 
for a quarantine pest.

RESULTS AND DISCUSSION
Anamorph of the fungus causing black rot of cucum-
ber, soft rot of melon, is called Phomopsis cucurbitae 
McKeen (http://www.speciesfungorum.org, 2022). Te-
leomorph of the stated species, originally named Dia
porthe melonis Beraha & M.J. O’Brien (Beraha, O’Brien, 
1979), is now called Diaporthe cucurbitae (McKeen) 
Udayanga & Castlebury (http://www.speciesfungo-
rum.org, 2022). Diaporthe cucurbitae is a member of the 
family Diaporthaceae of the class Sordariomycetes of 
ascomycete fungi. 

Diaporthe cucurbitae damaged Cucumis plants 
(Garibaldi et al., 2011). Also, the fungus is able to infect 
soybeans Glycine max (Santos et al., 2011), sugar apple 
Annona squamosa (Ola et al., 2014) and crabwood Carapa 
guianensis (Ferreira et al., 2015).

Early symptoms of black rot caused by the fun-
gal phytopathogen Diaporthe cucurbitae on the fruits 
are brown soft sunken lesions of irregular shape up 
to 10 cm in diameter. There are no pycnidia on the 
surface. Inside the fruit, a soft, water-soaked spongy 
rot adheres to the sunken area of the skin. Rot has 
almost round edges and is easily separated from 
healthy tissue. With artificial infection of fruits and 

отсутствующими на территории РФ и не регули-
руются Единым перечнем карантинных объектов 
ЕАЭС (Словарева, Бондаренко, 2021). Указанная 
категория вредных организмов содержит 2 вида 
грибов, для которых анализ фитосанитарного 
риска ранее не проводился, –  Diaporthe cucurbitae 
и Stagonosporopsis citrulli. Сказанное обусловливает 
актуальность данного исследования, цель которо-
го – разработка рекомендаций по контролю этих 
двух фитопатогенов, передающихся семенами тык-
венных культур, на основании анализа их фитоса-
нитарного риска и оценки потенциального ущерба.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Анализ фитосанитарного риска осуществляли в со-
ответствии с методикой, утвержденной приказом 
Минсельхоза России от 05.02.2018 № 46 «Об утверж-
дении Методики осуществления анализа фитосани-
тарного риска». Согласно методике, на первом эта-
пе проводили изучение номенклатуры, таксономии 
и фитосанитарного статуса патогенов, выбранных 
для АФР. На основании литературных данных изу-
чали географию и пути распространения Diaporthe 
cucurbitae и Stagonosporopsis citrulli, их биологические 
особенности, существующие диагностические ме-
тоды, вредоносность и методы их контроля. Полу-
ченные данные использовали для проведения АФР, 
в ходе которого для каждого изучаемого вида осу-
ществляли количественную оценку риска, а также 
оценивали вероятность акклиматизации возбуди-
телей на территории РФ и потенциально связанные 
с этим экономические последствия. Численное зна-
чение потенциального ущерба (ПУ) рассчитывали 
на основе значений вероятностей проникновения 
и  акклиматизации, полученных в  ходе количе-
ственной оценки фитосанитарного риска вредных 
организмов. Определение соответствия фитопа-
тогенов критериям карантинных организмов осу-
ществляли путем сравнения численного значения 
ПУ с принятым в используемой методике условным 
пороговым показателем 1,25. Так, если численное 
значение ПУ ниже 1,25, патоген не отвечает крите-
риям карантинного организма.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Анаморфа гриба, вызывающего черную гниль 
(black rot of cucumber, soft rot of melon), имеет назва-
ние Phomopsis cucurbitae McKeen (http://www.species-
fungorum.org, 2022). Телеоморфа указанного вида, 
первоначально названная Diaporthe melonis Beraha 
& M.J. O’Brien (Beraha, O’Brien, 1979), в настоящее 
время имеет название Diaporthe cucurbitae (McKeen) 
Udayanga & Castlebury (http://www.speciesfungorum.
org, 2022). Diaporthe cucurbitae является представи-
телем семейства Diaporthaceae класса Sordariomy-
cetes аскомицетных грибов. 

Diaporthe cucurbitae поражает растения рода 
Cucumis (Garibaldi et al., 2011). Также гриб способен 
поражать сою Glycine max (Santos et al., 2011), анно-
ну чешуйчатую (сахарное яблоко) Annona squamosa 
(Ola et al., 2014) и карапу гвианскую Carapa guianensis 
(Ferreira et al., 2015).

Ранние симптомы черной гнили, вызывае-
мой грибным фитопатогеном Diaporthe cucurbitae, 
на плодах представляют собой коричневые мяг-
кие впалые повреждения неправильной формы 
до 10 см в диаметре. Пикниды на поверхности при 
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incubation at a temperature of 16 ± 1 °C in the dark, 
the first symptoms appear after 4 days. Sympto matic 
affected tissues can be re-isolated (Garibaldi et al., 
2011). 

When cultivated on potato dextrose agar at a tem-
perature of 24 ± 1 °C and a 16-hour light regime, the 
colonies of the fungus first have a whitish, then light 
brown color, form dark pycnidia 0.5 mm in diame-
ter, which secrete numerous conidia belonging to two 
types: A and B (Garibaldi et al., 2011). 

The phytopathogen spreads over long distances 
during the international seed trade and has already 
been reported in Italy (Garibaldi et al., 2011), Myan-
mar (Zaw et al., 2020), Canada (Udayanga et al., 2011), 
USA (Beraha, O’ Brien, 1979), Croatia (Santos et al., 
2011), Japan (Ohsawa, Kobayashi, 1989), Spain, Indo-
nesia, Brazil, Puerto Rico, India, Ecuador, Costa Rica 
(https://www.gbif.org/ru/species/5253168, 2022) and 
Germany (Ola et al., 2014). Once in the field, the fun-
gus is spread by plant debris, wind and liquid mois-
ture. Black rot pathogen banned from import into 
Western Australia (https://www.agric.wa.gov.au/or-
ganisms/177174, 2022). In other states of Australia 
and in all countries is not regulated (https://gd.eppo.
int, 2022).

The diagnosis of Diaporthe cucurbitae is carried out 
by cultural and morphological analysis and optical mi-
croscopy. The study of the growth parameters of the 
fungus on nutrient media, the morphological features 
of the colonies, the characteristics of pycnidia and co-
nidia allow identification to the genus, but confirma-
tion of the species requires the use of molecular gene-
tic methods. 

Methods of controlling this fungus species have 
been studied little. Common methods for phomopsis 
leaf and stem blight control are crop rotation, plow-
ing up crop residues, and growing resistant variet-
ies. One of the strategies may be the introduction of 
biological products containing an antagonist of pho-
mopsis blight pathogens  – Bacillus subtilis (Diden-
ko et al., 2014).

Pest risk analysis showed that Diaporthe cucurbi
tae is able to be introduced into the Russian Federa-
tion and adapted in most of the southern territory 
of the country, as well as in protected ground. At the 
same time, the numerical value of potential economic 
damage, according to the calculated data, is below the 
conditional threshold value (1.25) of the indicator and 
amounts to 0.94. In this way, Diaporthe cucurbitae does 
not meet the criteria for a quarantine pest for the Rus-
sian Federation.

The second target object of the study was the 
causative agent of Cucurbitaceae gummy stem blight 
Stagonosporopsis citrulli M.T. Brewer & J.E. Stewart 
(Stewart et al., 2015). This species belongs to the 
family Didymellaceae of the class Dothideomycetes 
of ascomycete fungi. There are no data of Stagono
sporopsis citrulli being on the lists of regulated pests 
(https://gd.eppo.int, 2022).

The fungus is distributed in the USA, Georgia, 
Taiwan (Huang and Lai, 2019), India (Garampalli et al., 
2016), Brazil, China, Israel, the Netherlands, Greece, 

этом отсутствуют. Внутри плода мягкая, пропи-
танная водой губчатая гниль прилегает к впалой 
области кожуры. Гниль имеет почти круглые края 
и легко отделяется от здоровых тканей. При искус-
ственном заражении плодов и инкубировании при 
температуре 16 ± 1 °C в темноте первые симптомы 
появляются через 4 дня. Из пораженных симпто-
матических тканей можно проводить повторную 
изоляцию (Garibaldi et al., 2011). 

При культивировании на картофельном 
декстрозном агаре при температуре 24 ± 1 °C 
и 16-часовом световом режиме колонии гриба сна-
чала имеют беловатую, затем светло-коричневую 
окраску, образовывают темные пикниды диамет-
ром 0,5 мм, которые выделяют многочисленные 
конидии, принадлежащие к двум типам: А и В (Gari-
baldi et al., 2011). 

Фитопатоген распространяется на большие 
расстояния в ходе международной торговли семе-
нами и уже отмечен в Италии (Garibaldi et al., 2011), 
Мьянме (Zaw et al., 2020), Канаде (Udayanga et al., 
2011), США (Beraha, O’Brien, 1979), Хорватии (San-
tos et al., 2011), Японии (Ohsawa, Kobayashi, 1989), 
Испании, Индонезии, Бразилии, Пуэрто-Рико, Ин-
дии, Эквадоре, Коста-Рике (https://www.gbif.org/ru/
species/5253168, 2022) и Германии (Ola et al., 2014). 
Попав в поле, гриб распространяется растительны-
ми остатками, ветром и капельно-жидкой влагой. 
Возбудитель черной гнили запрещен к ввозу на тер-
риторию Западной Австралии (https://www.agric.
wa.gov.au/organisms/177174, 2022). В  остальных 
штатах Австралии и во всех странах мира не регу-
лируется (https://gd.eppo.int, 2022).

Диагностику Diaporthe cucurbitae проводят 
путем культурально-морфологического анализа 
и оптической микроскопии. Изучение параметров 
роста гриба на питательных средах, морфологи-
ческие особенности колоний, характеристики 
пикнид и конидий позволяют проводить иденти-
фикацию до рода, но подтверждение видовой при-
надлежности требует применения молекулярно- 
генетических методов. 

Методы борьбы с  данным видом гриба мало 
изу чены. Общими методами борьбы с фомопсисами 
являются севооборот, запахивание растительных 
остатков и выращивание устойчивых сортов. Од-
ной из стратегий может являться внесение биопре-
паратов с содержанием антагониста возбудителей 
фомопсисов – Bacillus subtilis (Диденко и др., 2014).

Анализ фитосанитарного риска показал, что 
Diaporthe cucurbitae способен проникнуть в Россий-
скую Федерацию и акклиматизироваться на боль-
шей части южной территории страны, а также в за-
щищенном грунте. При этом числовое значение 
потенциального экономического ущерба, согласно 
расчетным данным, ниже условного порогового зна-
чения (1,25) показателя и составляет 0,94. Таким об-
разом, Diaporthe cucurbitae не отвечает критериям ка-
рантинного для Российской Федерации организма.

Вторым целевым объектом исследования яв-
лялся возбудитель вязкой гнили стеблей тыквен-
ных Stagonosporopsis citrulli M.T. Brewer & J.E. Stewart 
(Stewart et al., 2015). Указанный вид принадлежит 
к семейству Didymellaceae класса Dothideomycetes 
аскомицетных грибов. Данные о  присутствии 
Stagonosporopsis citrulli в перечне регулируемых ви-
дов отсутствуют (https://gd.eppo.int, 2022).
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and Sweden (Stewart et al., 2015). The possibility of 
spreading the infection by seeds has been shown in 
watermelon (Hopkins et al., 1996; Lee et al., 1984) and 
nutmeg (Gusmini et al., 2003). In the field, the patho-
gen spreads with infected plant debris and infected 
plants (Keinath, 2008), droplet liquid moisture (Everts, 
Zhou, 2011).

Stagonosporopsis citrulli can infect Cucurbitace-
ae such as watermelon, melon, squash and pumpkin 
(Keinath, DuBose, 2017; www.cabi.org/isc, 2022).

Symptoms of gummy stem blight can vary de-
pending on the crop type in the Cucurbitaceae family. 
The most common symptoms are on the leaves, which 
are round, watery lesions, sometimes surrounded by 
a yellow halo. Symptoms also appear as a necrotic 
burn around the interveinal region. More often, me-
chanically damaged, weakened plants and their old 
leaves are affected, since the pathogen belongs to the 
group of facultative necrotrophs by the nature of nu-
trition; the fungus can survive on infected plant tis-
sue for up to 24 months (Keinath, 2008). Stagonospo
ropsis citrulli produces the enzyme polygalacturonase, 
with the help of which it breaks down plant polysac-
charides, making them suitable for its nutrition. Stem 
symptoms appear as watery lesions that become ne-
crosis over time. The classic symptom is red or black 
sticky drops of exudate found along the stem (Paret 
et al., 2011). 

On infected fruits during storage, a charac teristic 
gummy rot appears. Pycnidia may be present on the 
surface of the fruit, forming an annular pattern of black 
spots.

Infection with the fungus requires free moisture 
for at least one hour, and high relative humidity is a 
condition for the expansion of the lesion. At an opti-
mum temperature of 16 to 25 °C, symptoms can be ob-
served as early as a week after spores germinate on 
sensitive tissue (Paret et al., 2011). 

The diagnosis of the fungus is carried out mainly 
by cultural and morphological analysis. Morphological 
characteristics such as the shape and color of the cul-
tured isolate are visible to the naked eye. Using optical 
microscopy, the characteris tics of hyphae, pycnidia, co-
nidia and chlamydospores are analyzed. As Stagonospo
ropsis citrulli has closely related species, for more ac-
curate identification, molecular genetic methods are 
used.

Breeders have identified several resistance factors 
to Stagonosporopsis spp., present in some Cucurbitaceae 
varieties. However, there are currently no commercial-
ly available cultivars resistant to the phytopathogen. 
The fight against gummy blight is a complex of various 
measures, the most effective of which today is crop ro-
tation. It was found that washing the seeds with per-
oxyacetic and hyd rochloric acids significantly reduces 
the degree of infection (Hopkins et al., 1996). Reducing 
rainfall with mulch has been shown to significantly re-
duce infection transmission during rain and irrigation 
(Everts and Zhou, 2011). Good results in the control of 
mycosis can be achieved by using correctly selected 
combinations of fungicides and biological products on 
vegetative plants. 

Гриб распространен в США, Грузии, на Тайване 
(Huang, Lai, 2019), в Индии (Garampalli et al., 2016), 
Бразилии, Китае, Израиле, Нидерландах, Греции 
и Швеции (Stewart et al., 2015). Возможность распро-
странения инфекции семенами показана на при-
мере арбуза (Hopkins et al., 1996; Lee et al., 1984) 
и мускатной дыни (Gusmini et al., 2003). В полевых 
условиях патоген распространяется с зараженны-
ми растительными остатками и инфицированны-
ми растениями (Keinath, 2008), капельно-жидкой 
влагой (Everts, Zhou, 2011).

Stagonosporopsis citrulli может инфицировать 
такие виды тыквенных культур, как арбуз, дыня, 
кабачок и тыква (Keinath, DuBose, 2017; www.cabi.
org/isc, 2022).

Симптомы вязкой гнили стеблей могут разли-
чаться в зависимости от вида культуры семейства 
Тыквенные. Наиболее распространены симптомы 
на листьях, представляющие собой круглые, водя-
нистые поражения, иногда окруженные желтым 
ореолом. Симптомы проявляются также в виде не-
кротического ожога вокруг межжилковой области. 
Чаще поражаются механически поврежденные, 
ослабленные растения и их старые листья, так как 
возбудитель по характеру питания относится к груп-
пе факультативных некротрофов; гриб при этом мо-
жет выживать на зараженной растительной ткани 
до 24 месяцев (Keinath, 2008). Stagonosporopsis citrulli 
продуцирует фермент полигалактуроназу, с помо-
щью которого осуществляет расщепление расти-
тельных полисахаридов, делая их пригодными для 
своего питания. Симптомы на стеблях проявляются 
в виде водянистых поражений, которые со временем 
становятся некрозами. Классический симптом  – 
красные или черные липкие капли экссудата, обна-
руживаемые вдоль стебля (Paret et al., 2011). 

На зараженных плодах в процессе хранения 
появляется характерная вязкая гниль. На поверх-
ности плодов могут присутствовать пикниды, обра-
зующие кольцевой узор из черных пятнышек.

Для заражения грибом необходимо наличие 
свободной влаги в  течение как минимум одного 
часа, а высокая относительная влажность является 
условием для расширения очага поражения. При 
оптимальной температуре от 16 до 25 °C симптомы 
можно наблюдать уже через неделю после прораста-
ния спор на чувствительной ткани (Paret et al., 2011). 

Диагностику гриба проводят в основном путем 
культурально-морфологического анализа. Мор-
фологические характеристики, такие как форма 
и цвет изолята, выращенного на питательной сре-
де, доступны невооруженному глазу. С помощью 
оптической микроскопии анализируют характери-
стики гиф, пикнид, конидий и хламидоспор. В свя-
зи с наличием у Stagonosporopsis citrulli близкород-
ственных видов, для более точной идентификации 
используют молекулярно-генетические методы.

Селекционеры определили несколько факто-
ров устойчивости к  Stagonosporopsis spp., присут-
ствующих в некоторых сортах тыквенных культур. 
Тем не менее коммерчески доступные устойчивые 
к фитопатогену сорта в настоящее время отсутству-
ют. Борьба с  вязкой гнилью представляет собой 
комплекс различных мер, наиболее эффективной 
из которых сегодня является севооборот. Обнару-
жено, что промывка семян пероксиуксусной и со-
ляной кислотами значительно снижает степень 
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Pest risk analysis showed that Stagonosporopsis 
cit rulli is able to be introduced into the Russian Fede-
ration and adapted, while the damage that the phyto-
pathogen can cause is assessed as low. The indicator of 
potential damage from Stagonosporopsis citrulli is 1.05, 
and this value is below the conditional threshold (1.25) 
of the indicator. Thus, Stagonosporopsis citrulli does not 
meet the criteria for a quarantine pest for the Russian 
Federation. 

CONCLUSION
As a result of the study devoted to the development 
of recommendations for the control of phytopatho-
gens transmitted by Cucurbitaceae seeds of Diaport
he cucurbitae and Stagonosporopsis citrulli, the nomen-
clature, taxonomy, distribution and biological features 
of seed-transmitted phytopathogens that are absent 
on the territory of the Russian Federation have been 
studied. Analyzed information about existing diagnos-
tic methods, harmfulness and control methods of Di
aporthe cucurbitae and Stagonosporopsis citrulli. The use 
of the studied information for conducting PRA made 
it possible to assess the potential damage from the in-
troduction and adaptation of the indicated species of 
phytopathogenic fungi. The numerical value of the in-
dicator of potential damage from Diaporthe cucurbitae is 
0.94, and from Stagonosporopsis citrulli – 1.05. Both va-
lues are below the conditional threshold (1.25). Thus, 
the studied species cannot be recommended for regu-
lation as quarantine pests on the territory of the Rus-
sian Federation.
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В результате исследования, посвященного разра-
ботке рекомендаций по контролю передающихся 
семенами тыквенных культур фитопатогенов Dia
porthe cucurbitae и Stagonosporopsis citrulli, изучена но-
менклатура, таксономия, распространение и био-
логические особенности передающихся семенами 
фитопатогенов, отсутствующих на территории РФ. 
Проанализирована информация о существующих 
диагностических методах, вредоносности и мето-
дах контроля Diaporthe cucurbitae и Stagonosporopsis 
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на территории Российской Федерации.
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ABSTRACT
The results of 4-year (2018–2021) studies of Monocha
mus Dejean, 1821 longhorn beetles in the biocenoses 
of five main specially protected natural areas (SPNA) 
of Republic of Karelia are presented: reserves “Ki-
vach” and “Kostomukshsky”, national parks “Vodlozer-
sky”, “Paanayarvi” and “Ladoga skerries”. Beetles were 
caught using pheromone traps manufactured by FGBU 
“VNIIKR”. To synthesize the aggregation pheromone, 
a mixture consisting of the following components was 
used: 2-undecyloxyethane-1-ol (I) (monochamol), ipse-
nol (II), ipsdienol (III), 2-methyl-3-butene-1-ol (IV), al-
pha-pinene (V) and verbenone (VI). Beetles of the genus 
Monochamus were found in all studied protected areas. 
Widespread species include Monochamus sutor (Linnae-
us, 1758) and M. galloprovincialis (Olivier, 1795), which 
are abundant throughout the republic, including the Far 
North. The predominance of adult individuals of M. sar
tor urussovii (Fischer von Waldheim, 1806) and M. sutor 
in coniferous plantations, and M. galloprovincialis in de-
ciduous forests was revealed. The largest number of 
Monochamus larvae was observed in the green moss pine 
forest. All detections were recorded on fallen conife rous 
trees – pine (Pinus sylvestris) and spruce (Picea abies), 
where they were most often localized in the butt end. 
The beetle flight is from late May till September. The 
peak of their activity has been marked since mid-July.

Key words. Insect pheromones, longhorn beetles 
of the genus Monochamus, forest protection, quarantine 
pest, phytosanitary situation, protected areas.

УДК 632.76

АННОТАЦИЯ
Представлены результаты 4-летних (2018–2021 гг.) 
исследований усачей рода Monochamus Dejean, 1821 
в  биоценозах пяти основных особо охраняемых 
природных территорий (ООПТ) Республики Каре-
лии: заповедников «Кивач» и  «Костомукшский», 
национальных парков «Водлозерский», «Паанаяр-
ви» и «Ладожские шхеры». Отлов жуков проводили 
с  помощью феромонных ловушек производства 
ФГБУ «ВНИИКР». Для синтеза агрегационного фе-
ромона использовали смесь, состоящую из следу-
ющих компонентов: 2-ундецилоксиэтан-1-ол (I) 
(монохамол), ипсенол (II), ипсдиенол (III), 2-метил-
3-бутен-1-ол (IV), альфа-пинен (V) и вербенон (VI). 
Черные усачи рода Monochamus обнаружены во всех 
изученных ООПТ. К широко распространенным 
видам относятся Monochamus sutor (Linnaeus, 1758) 
и M. galloprovincialis (Olivier, 1795), которые обильно 
встречаются по всей республике, включая Край-
ний Север. Выявлено преобладание взрослых осо-
бей M. sartor urussovii (Fischer von Waldheim, 1806) 
и M. sutor в хвойных насаждениях, а M. galloprovin
cialis в лиственных лесах. Наибольшее количество 
личинок усачей рода Monochamus отмечено в сосня-
ке зеленомошном. Все обнаружения зафиксирова-
ны на поваленных хвойных деревьях – сосне (Pinus 
sylvestris) и ели (Picea abies), где они наиболее часто 
локализовались в комлевой части. Лёт жуков начи-
нается с конца мая и заканчивается в сентябре. Пик 
их активности отмечен с середины июля.

Ключевые слова. Феромоны насекомых, жу-
ки-усачи рода Monochamus, защита леса, карантин-
ный объект, фитосанитарное состояние, ООПТ.
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INTRODUCTION

B eing wood pests, beetles of the genus Mono
chamus, along with other xylobionts, are of 
particular importance for forestry. For ex-
ample, in recent years they have been in-
volved in the degradation of spruce stands 

in the south of Krasnoyarsky Krai (Tatarintsev et al., 
2021). This genus of beetles belongs to the objects of 
internal quarantine on the territory of the Russian 
Federation, being a carrier of the pine wood nematode 
Bursaphelenchus xylophilus (Steiner & Buhrer, 1934) 
Nickle, 1970 (Kulinich et al., 2017). The nematode is 
considered to be native to North America, from where 
it was introduced to Asia, and then to Portugal, where 
the pathogen was detected in 1999 (Mota et al., 1999), 
later B. xylophilus was identified in Spain (Abelleira et 
al., 2011), where the pathogen caused mass death of 
pine stands (de la Fuente et al., 2018).

On the territory of Karelia and the entire territo-
ry of the Russian Federation, pine wood nematode is 
currently not registered, but there is a closely related 
species Bursaphelenchus mucronatus (Mamiya & Enda, 
1979), which is periodically recorded in a wooden ship-
ping container, and in some protected areas (commu-
nity Kivach Nature Reserve and National Park “Vod-
lozersky”) (Sennikov et al., 2010; Chalkin etc., 2021). 
This helminth can also cause coniferous wilt, especial-
ly when co-infected with pathogenic bacteria (Ryss, 
Chernetskaya, 2009). Nematodes are localized in the 
trachea of the beetle in large numbers and are trans-
mitted to a healthy tree with additional nutrition of the 
beetle (Schroeder, 2019).

To date, 6 species of the genus Monochamus are 
included in the Common List of Quarantine Objects as 
limitedly present in the territory of the Eurasian Eco-
nomic Union. Despite strict import regulations and 
phytosanitary measures, new locations of pathogen 
B. xylophilus are recorded annually in the world with 
serious environmental and economic consequences 
(Kong et al., 2021). All this leads to the requirement 
of special monitoring of beetles of the genus Monocha
mus in fo rested areas in the world and in the Russian 
Fe deration.

MATERIAL AND METHODS
During the 2018–2021 field seasons, studies were con-
ducted in five protected areas of the Republic of Kare-
lia: national parks “Paanayarvi”, “Vodlozersky”, “Lado-
ga skerries” and nature reserves “Kostomukshsky”, 
“Kivach”. All the studied territories are located in dif-
ferent regions of the republic and have unique natu-
ral features. The Paanajarvi National Park is located 
in the Far North near the Arctic Circle and borders on 
the Finnish Oulanka National Park from the west. The 
Kostomukshsky Nature Reserve also forms a common 
nature conservation area together with the Druzhba 
National Park of the Republic of Finland. The area of 
the Vodlozersky National Park includes 2 regions of the 
Northwest: the Republic of Karelia and Arkhangelsk 
Oblast. The Kivach Nature Reserve is one of the oldest 
protected areas in Karelia, it includes all the variety of 
landscapes characteristic of the middle taiga. 

ВВЕДЕНИЕ

Ч
ерные усачи рода Monochamus на-
ряду с  другими ксилобионтами 
имеют особое значение для лесно-
го хозяйства, являясь вредителями 
древесины. Например, в  послед-
ние годы они причастны к  дегра-
дациям еловых насаждений на юге 
Красноярского края (Tatarintsev 

et al., 2021). Этот род жуков относится к объектам 
внутреннего карантина на территории РФ, являясь 
переносчиком сосновой стволовой нематоды Bur
saphelenchus xylophilus (Steiner & Buhrer, 1934)  Nickle, 
1970 (Кулинич и др., 2017). Родиной нематоды счи-
тается Северная Америка, откуда она была зане-
сена в  Азию, а  затем и  в Португалию, где патоген 
обнаружили в 1999 г. (Mota et al., 1999), позже B. xy
lophilus выявили в  Испании (Abelleira et al., 2011), 
где патоген вызывал массовую гибель сосновых 
древостоев (de la Fuente et al., 2018).

На территории Карелии, как и на всей терри-
тории РФ, сосновая стволовая нематода в настоя-
щее время не отмечена, но встречается близкород-
ственный вид Bursaphelenchus mucronatus (Mamiya & 
Enda, 1979), который периодически регистрируют 
в деревянной транспортировочной таре и в неко-
торых ООПТ (в биоценозах заповедника «Кивач» 
и национального парка «Водлозерский») (Зинни-
ков и др., 2010; Чалкин и др., 2021). Этот гельминт 
также может вызывать вилт хвойных, особенно при 
совместном заражении с патогенными бактериями 
(Рысс, Чернецкая, 2009). Нематоды локализуются 
в трахеях усача в большом количестве и передают-
ся здоровому дереву при дополнительном питании 
жука (Schroeder, 2019).

На сегодняшний день 6 видов рода Monochamus 
включены в Единый перечень карантинных объек-
тов как ограниченно распространенные на терри-
тории Евразийского экономического союза. Несмо-
тря на строгие правила импорта и фитосанитарные 
меры, в мире ежегодно фиксируются новые места 
локализации патогена B. xylophilus с серьезными 
экологическими и экономическими последствия-
ми (Kong et al., 2021). Все это обусловливает требо-
вание особого мониторинга жуков рода Monochamus 
на лесопокрытых территориях в мире и в Россий-
ской Федерации.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ
В течение полевых сезонов 2018–2021 гг. иссле-
дования проводили в пяти ООПТ Республики Ка-
релии: национальных парках «Паанаярви», «Вод-
лозерский», «Ладожские шхеры» и заповедниках 
«Костомукшский», «Кивач». Все исследуемые терри-
тории расположены в различных районах респуб-
лики и имеют уникальные природные особенно-
сти. Национальный парк «Паанаярви» находится 
на Крайнем Севере вблизи Северного полярного 
круга и с запада граничит с финским националь-
ным парком «Оуланка». Заповедник «Костомук-
шский» также совместно с  национальным пар-
ком «Дружба» Финляндской Республики образует 
общую природоохранную территорию. Площадь 
национального парка «Водлозерский» включает 
2 региона Северо-Запада: Республику Карелию 
и  Архангельскую область. Природный государ-
ственный заповедник «Кивач» – одна из старейших 
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Imago beetles were caught using barrier-fun-
nel-type pheromone traps using kits with synthetic 
aggregation pheromone produced by FGBU “VNIIKR”, 
larvae were collected manually under the bark of 
shrinking trees. Barrier-funnel traps were placed in 
mixed (mixed-grass birch) and coniferous forests of 
two types (green-mossy pine, blueberry spruce) in ac-
cordance with the instructions for the use of phero-
mones of FGBU “VNIIKR”, at the rate of 1 trap per 1 ha. 

A mixture consisting of the following six chemi-
cal components was used as a synthetic aggrega-
tion pheromone (Fig. 1): 2-undecyloxyethane-1-ol (I) 

охраняемых территорий в Ка-
релии, он включает в себя все 
многообразие ландшафтов, ха-
рактерных для средней тайги. 

Отлов имаго жуков про-
изводился с  помощью фе-
ромонных ловушек барь-
е р н о - в о р о н о ч н о г о  т и п а 
с исполь зованием комплектов 
с синтетическим агрегацион-
ным феромоном производства 
ФГБУ «ВНИИКР», личинок под 
корой усыхающих деревьев со-
бирали вручную. Барьерно-во-
роночные ловушки размещали 
в  смешанном (березняк раз-
нотравный) и  хвойных лесах 
двух типов (сосняк зелено-
мошный, ельник черничный) 
в соответствии с инструкцией 
применения феромонов ФГБУ « ВНИИКР», из расче-
та 1 ловушка на 1 га. 

В качестве синтетического агрегационного 
феромона использовали смесь, состоящую из сле-
дующих шести химических компонентов (рис. 1): 
2-ундецилоксиэтан-1-ол (I) (монохамол), ипсе-
нол (II), ипсдиенол (III), 2-метил-3-бутен-1-ол (IV), 
альфа-пинен (V) и вербенон (VI). 

Полученную смесь применяли в диспенсере, 
представляющем собой пакет из буфлена разме-
ром 8 × 5 см, разделенный на 2 части термосвароч-
ным швом. Нижняя и верхняя части диспенсеров 
соединены хлопковой нитью. 
В  нижней части диспенсера 
находится носитель из филь-
тровальной бумаги, пропи-
танный смесью и  обернутый 
хлопковой нитью, а также от-
верстие для крепления дис-
пенсера. В верхней части дис-
пенсера находится свободный 
конец хлопковой нити и линия 
отреза. 

Изучение сезонной ак-
тивности и  фенологических 
особенностей усачей прово-
дили в  заповеднике «Кивач», 
для этого ловушки выставляли 
с мая по сентябрь в трех раз-
личных биотопах заповедни-
ка (рис. 2). Биотоп ельник чер-
ничный (ЕЧ), расположенный 
на северной границе поселка 
Кивач, отличается наличием 
локального ветровала возрас-
том 4–6 лет, где находятся как 
сломленные, так и вываленные 
ели обыкновенные (Picea abies) 
и  сибирские (P.  obovata) воз-
растом 100–150 лет. Березняк 
разнотравный  (БР) представ-
лен ненарушенным участком 
леса площадью 1,7 га с преоб-
ладанием березы 90–100 лет. 
Сосняк зеленомошный (СЗ) – бор возрастом около 
150 лет, через который проходит линия электро-
передачи, где в 2020 г. проводились мероприятия 
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Рис. 1. Компоненты агрегационного 
феромона жуков-усачей рода Monochamus 
производства ФГБУ «ВНИИКР»: 
2-ундецилоксиэтан-1-ол (I) (монохамол), 
ипсенол (II), ипсдиенол (III),  
2-метил-3-бутен-1-ол (IV),  
альфа-пинен (V), вербенон (VI) (ориг.) 

Fig. 1. Components of the aggregation 
pheromone of the longhorn beetles of 
the genus Monochamus of FGBU “VNIIKR”:  
2-undecyloxyethane-1-ol (I) (monochamol),  
ipsenol (II), ipsdienol (III),  
2-methyl-3-butene-1-ol (IV),  
alpha-pinene (V), verbenone (VI) (orig.)

Рис. 2. Места установки феромонных 
ловушек на территории заповедника 
«Кивач» (оригинал схемы:  
https://zapkivach.ru) 

Fig. 2. Places with exposed pheromone 
traps on the territory of the Kivach 
Nature Reserve (original scheme: 
https://zapkivach.ru)
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(monochamol), ipsenol (II), ipsdienol (III), 2-methyl-3-
butene-1-ol (IV), alpha-pinene (V) and verbenone (VI). 

The resulting mixture was used in a dispenser, 
which is an 8 × 5 cm buff bag, divided into 2 parts by a 
heat-welding seam. The lower and upper parts of the 
dispensers are connected by cotton thread. At the bot-
tom of the dispenser there is a carrier made of filter 
paper soaked with a mixture and wrapped with cotton 

по расчистке, в  связи с  чем 
в течение сезона в непосред-
ственной близости к ловушке 
находились порубочные остат-
ки хвойных деревьев сосны 
обыкновенной (Pinus sylvestris).

РЕЗУЛЬТАТЫ 
И ОБСУЖДЕНИЕ

На исследуемых охраняемых 
территориях Карелии зареги-
стрировано 3 вида черных уса-
чей рода Monochamus: черный 
сосновый M. galloprovincialis, 
малый черный еловый M.  su
tor и большой черный еловый 
M. sartor urussovii. Все они от-
носятся к  транспалеарктиче-
ским видам (Schroeder, 2019). 

Жуки рода Monochamus 
имеют крупные размеры 
и схожи друг с другом (рис. 3). Основным отличием 
является наличие опушения срединной полоски 
на щитке.

Самое широкое распространение в Карелии 
имеют 2  вида  – малый черный еловый (M.  sutor) 
и черный сосновый (M. galloprovincialis) усачи, ко-
торые обильно встречаются по всей республике, 
включая Крайний Север (рис. 4). Встречаемость 
большого черного елового усача (M. sartor urussovii) 
в республике невысокая. Известно, что во многих 
регионах его низкая численность объясняется от-
сутствием сухостоев и свое временными рубками 
ухода (Исаев и др., 1988).

ПОЛЕВЫЕ ИСПЫТАНИЯ FIELD TESTS

Рис. 3. Самка большого черного елового усача 
Monochamus sartor urussovii (фото А.А. Чалкина)

Fig. 3. Female of Monochamus sartor 
urussovii (photo by A.A. Chalkin) 

Рис. 4. Количество имаго усачей рода 
Monochamus, отловленных в исследуемых 
ООПТ Республики Карелии, шт.

 Fig. 4. The number of imagoes of the genus 
Monochamus caught in the studied protected 
areas of the Republic of Karelia, pcs.
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thread, as well as a hole for at-
taching the dispenser. At the top 
of the dispenser is the free end 
of the cotton thread and the cut 
line. 

The study of seasonal ac-
tivity and phenological fea-
tures of beetles was carried out 
in the Kivach Nature Reserve, 
for this purpose traps were ex-
posed from May to September 
in three different biotopes of 
the reserve (Fig. 2). The biotope 
blueberry spruce forest (BS), lo-
cated on the northern border of 
the village of Kivach, is distin-
guished by the presence of a lo-
cal wind age of 4–6 years, where 
there are both broken and fall-
en common spruce (Picea abies) 
and Siberian (P. obovata) aged 
100–150 years. The mixed-grass 
birch forest (MB) is represent-
ed by an undisturbed forest area 
of 1.7 hectares with a predomi-
nance of birch  90–100 years old. 
The green moss pine forest (PM) 
is a forest about 150 years old, 
through which the power line 
passes, where clearing mea-
sures were carried out in 2020, 
and therefore, during the season, 
the felling remains of coniferous 
pine trees (Pinus sylvestris) were in 
close proximity to the trap.

RESULTS AND DISCUSSION
Three Monochamus species have 
been registered in the studied 
protected areas of Karelia: M. gal
loprovincialis, M. sutor and M. sar
tor urussovii. All of them belong to 
transpalearctic species (Schro-
eder, 2019). 

Beetles of the genus Mono
chamus are large and similar to 
each other (Fig. 3). The main ex-
ternal difference is the presence 

of pubescence of the median strip on the shield.
The most widespread in Karelia are 2 species – 

M. sutor and M. galloprovincialis, which are abundant 
throughout the republic, including the Far North 
(Fig. 4). The occurrence of M. sartor urussovii in the re-
public is low. It is known that in many regions its low 
number is explained by the lack of dead wood and 
timely logging of care (Isaev et al., 1988).

Longhorn beetles were detected in all the studied 
biotopes, but with different densities. In the pine and 
spruce forests, the number of caught beetles was high-
er, because the largest number of trees weakened by 
windfall is concentrated here. In a mixed forest on an 
area of 1 ha, the highest density of M. galloprovincialis 

Усачи обнаружены во всех исследуемых биото-
пах, но с разной плотностью. В сосняке и ельнике 
количество отловленных усачей было выше, т. к. 
здесь сосредоточено наибольшее количество ослаб-
ленных ветровалом деревьев. В смешанном лесу 
на площади 1 га отмечена наибольшая плотность 
черного соснового усача (M. galloprovincialis) (табл. 1). 
Встречаемость этого усача в  березняке значимо 
отличается от сосняка (и тем более от ельника): 
(χ2 > 3,9, df = 1, p < 0,02). Вероятно, присутствие этого 
вида в таких биотопах связано с дополнительным 
питанием и активным расселением. Напротив, ма-
лый черный еловый усач (M. sutor) чаще попадался 
в ловушки, размещенные в сосновом лесу (χ2 > 6,4, 
df = 1, p < 0,006), чем в смешанном. Наибольшая его 
плотность на 1 га отмечена в ельнике черничном.

Личинки Monochamus были отмечены под 
корой хвойных деревьев во всех исследованных 
биотопах (табл. 2). Чаще всего их обнаруживали 
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Таблица 1
Встречаемость имаго усачей рода Monochamus в исследуемых 
биотопах заповедника «Кивач» на 1 га, шт.
Table 1
The occurrence of imagoes of the genus Monochamus  
in the studied biotopes of the Kivach Nature Reserve on 1 ha, pcs.

Вид 
Species

Биотопы исследования 
Studied biotopes

Сосняк  
зеленомошный 
(CЗ)
Green moss pine 
forest (PM)

Ельник  
черничный  
(ЕЧ)
Blueberry spruce 
forest (BS)

Березняк 
разнотравный  
(БР) 
Mixed-grass birch 
forest (MB)

M. galloprovincialis 6 5 15

M. sartor urussovii  4 2 1

M. sutor 15 19 4

Всего
Total

25 26 20

Таблица 2 
Встречаемость личинок усачей рода Monochamus  
под корой хвойных пород деревьев в исследуемых биотопах 
заповедника «Кивач», шт.
Table 2 
The occurrence of Monochamus larvae under the bark of coniferous 
trees in the studied biotopes of the Kivach Nature Reserve, pcs.

Вид 
Species

Биотопы исследования 
Biotopes research

Сосняк 
зеленомошный 
(СЗ)
Green moss pine 
forest (PM)

Ельник 
черничный  
(ЕЧ)
Blueberry spruce 
forest (BS)

Березняк 
разнотравный  
(БР)
Mixed-grass birch 
forest (MB)

M. galloprovincialis 25 14 4

M. sartor urussovii 6 5 0

M. sutor 20 24 1

Всего
Total 51 43 5
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was noted (Table 1). The occurrence of this beetle in 
birch significantly differs from pine (and even more so 
from spruce): (χ2 > 3,9, df = 1, p < 0,02). Probably, the 
presence of this species in such biotopes is associat-
ed with additional nutrition and active settlement. On 
the contrary, M. sutor was more often caught in traps 
placed in a pine forest (χ2 > 6,4, df = 1, p< 0,006) than 
in a mixed forest. Its greatest density per 1 ha is noted 
in the blueberry spruce forest.

Monochamus larvae have been observed under 
the bark of coniferous trees in all studied biotopes 
( Table 2). Most often they were found in the lower third 
of the tree. The duration of development of Monochamus 
larvae under the bark under natural conditions rang-
es from one to three years, but usually takes 2 years 
(Isaev et al., 1988). For the winter, they lie directly un-
der the bark or go into the wood no deeper than 5 mm 
(Pavlov, 2009).

Developing in wood, Monochamus larvae are dan-
gerous technical pests and can damage coniferous 
wood during harvesting and storage. In the North-West-
ern region, the density of larvae settlement in the forest 
is low – from 0.375 to 0.089 pcs/dm3; participating in 
the decomposition of wood, they process about 6% of 
the total volume (Pavlov, 2009).

In spring, the flight of beetles of the genus Mono
chamus in the Kivach Nature Reserve occurs in the 3rd 

week of May, and their flight ends at the end of Septem-
ber (Fig. 5). In the northern regions of Karelia, the sum-
mer begins 2 weeks later. 

The peak of activity falls on the warm period of 
summer – the 2nd and 3rd weeks of July. Similar peri-
ods of activity of imagoes are noted in various regions 
(Isaev et al., 1988; Shapovalov, 2012). The potential 
life expectancy of an imago is about three and a half 
months, but in natural conditions in most cases it is 
no more than 57 days (Isaev et al., 1988). Air tempera-
ture and precipitation can significantly affect the flight 
and development of beetles. It is noted that in rainy 
and cool summers, the colonization of wood by Mono
chamus beetles occurs much worse than in dry years, 
and in the period of fires, on the contrary, their out-
breaks are observed (Seredich et al., 2020). Rains and 
cold snap delay the exit of beetles from pupal cradles 
and sharply reduce the activity of already released in-
dividuals. Their greatest activity is observed at a tem-
perature of 22–27 °C, and ceases over 28 °C for years 
(Pavlov, 2009).

CONCLUSION
Longhorn beetles of the genus Monochamus are detect-
ed throughout the territory of Karelia, and their great-
est number is noted in the middle and southern parts 
of the republic. In the studied mixed (birch) and coni-
ferous (pine, spruce) forest biocenoses, the density of 
Monochamus beetles is different. In places with an in-
creased concentration of weakened trees (in pine and 
spruce forests), a high abundance of M. sutor and M. sar
tor urussovii was noted. A high density of M. galloprovin
cialis was found for deciduous forests. The beetle flight 
is from late May till September. The peak of their activi-
ty was noted in the 2nd and 3rd weeks of July. The largest 

в нижней трети дерева. Продолжительность раз-
вития личинок черных усачей под корой в есте-
ственных условиях составляет от одного до трех 
лет, однако обычно занимает 2 года (Исаев и др., 
1988). На зимовку они залегают непосредственно 
под корой или уходят в древесину не глубже 5 мм 
(Павлов, 2009).

Развиваясь в  древесине, личинки черных 
усачей являются опасными техническими вреди-
телями и могут повреждать лесоматериалы хвой-
ных пород деревьев в  период заготовки и  хра-
нения. В  Северо-Западном регионе плотность 
поселения личинок в лесу невысокая – от 0,375 
до 0,089  шт / дм3; участвуя в разложении древеси-
ны, они перерабатывают около 6% от общего объ-
ема (Павлов, 2009).

Весной вылет жуков рода Monochamus в запо-
веднике «Кивач» происходит в  3-ю декаду мая, 
а заканчивается их лёт в конце сентября (рис. 5). 
В  северных районах Карелии лёт начинается 
на 2 недели позже. 

Пик активности приходится на теплый пе-
риод лета – 2-ю и 3-ю декады июля. Аналогичные 
сроки активности имаго усачей отмечают в раз-
личных регионах (Исаев и др., 1988; Шаповалов, 
2012). Потенциальная продолжительность жизни 
имаго – около трех с половиной месяцев, однако 
в  естественных условиях в  большинстве случа-
ев она составляет не более 57 дней (Исаев и др., 
1988). Температура воздуха и  количество осад-
ков могут существенно влиять на лёт и развитие 
жуков. Отмечено, что в дождливое и прохладное 
лето заселение древесины усачами рода Monocha
mus происходит гораздо хуже, чем в засушливые 
годы, а в период пожарищ, наоборот, наблюдают-
ся их вспышки (Середич и др., 2020). Дожди и по-
холодание задерживают выход жуков из куколоч-
ных колыбелек и резко снижают активность уже 
вышедших особей. Наибольшая их активность 
наблюдается при температуре 22–27 ºС, а свыше 
28 ºС лёт прекращается (Павлов, 2009).
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Рис. 5. Динамика 
активности лёта имаго 
Monochamus sutor 
в заповеднике «Кивач» 

Fig. 5. Dynamics of summer 
activity of the imago 
Monochamus sutor  
in the Kivach Nature Reserve 
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Усачи рода Monochamus встречаются по всей терри-
тории Карелии, и наибольшее их число отмечено 
в средней и южной частях республики. В исследу-
емых смешанном (березняк) и хвойных (сосновые, 
еловые) лесных биоценозах плотность усачей рода 
Monochamus различная. В  местах с  повышенной 
концентрацией ослабленных деревьев (в сосняке 
и ельнике) отмечена высокая численность M. sutor 
и M. sartor urussovii. Для лиственных лесов выявле-
на высокая плотность M. galloprovincialis. Лёт жуков 
начинается с конца мая и заканчивается в сентяб-
ре. Пик их активности отмечен в 2-й и 3-й декадах 
июля. Наибольшее количество личинок усачей рода 
Monochamus отмечено в сосняке зеленомошном, где 
они локализовались на поваленных деревьях.

Проведенное исследование подтверждает эф-
фективность применения феромонов усачей рода 
Monochamus производства ФГБУ «ВНИИКР» для от-
лова этих насекомых-ксилофагов в различных лес-
ных ценозах.
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number of Monochamus larvae was noted in the green 
moss pine forest, where they were localized on fallen 
trees.

The conducted research confirms the effective-
ness of the use of pheromones of Monochamus longhorn 
beetles produced by the FGBU “VNIIKR” for catching 
these xylophagous insects in various forest cenoses.
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ABSTRACT
Methyl nicotinate and its analogues are effective at-
tractants for various thrips species, including West-
ern flower thrips. These compounds are highly volatile; 
therefore, for the convenience of their practical use as 
attractants in traps, it is necessary to ensure their pro-
longed evaporation. The article presents the materials 
of laboratory studies of the evaporation of methyl nicoti-
nate from dispensers of various designs. The best option 
turned out to be 2 x 2.5 cm plates hermetically sealed in 
double bags of high-density polyethylene 200 microns 
thick. This version of the dispenser with an attractant 
(methyl nicotinate, 150 mg) and an aggregation phero-
mone (neryl-2-methylbutanoate, 1 mg) applied to it, 
manufactured at the VNIIKR, was tested for efficiency 
when catching the Western flower thrips Frankliniella oc
cidentalis on a cucumber culture in conditions of closed 
ground with colored sticky traps “Plate”. The traps with 
the developed dispensers caught 1.4–1.9 times more 
thrips compared to the control ones for 40 days. After 
40 days, experimental and control traps caught insect 
pests in approximately the same way, which indicated 
the exhaustion of the dispenser resource.

Key words. Methyl nicotinate, sticky trap, Frank
liniella occidentalis.

УДК 632.91:595.752.3 

АННОТАЦИЯ
Метилникотинат и его аналоги являются эффектив-
ными аттрактантами для различных видов трипса, 
в том числе и западного цветочного трипса. Эти 
соединения являются легколетучими, поэтому для 
удобства их практического применения в качестве 
аттрактантов на ловушках необходимо обеспечить 
их пролонгированное испарение. В статье изложены 
материалы лабораторных исследований испарения 
метилникотината с диспенсеров разной конструк-
ции. Наилучшим вариантом оказались пластины 
размером 2 х 2,5 см, герметично запаянные в двой-
ные пакеты из полиэтилена высокого давления тол-
щиной 200 мкм. Этот вариант диспенсера с нанесен-
ным на него аттрактантом (метилникотинат, 150 мг) 
и агрегационным феромоном (нерил-2-метилбута-
ноат, 1 мг), изготовленным в ФГБУ «ВНИИКР», был 
испытан на эффективность при отлове западного 
цветочного трипса Frankliniella occidentalis на культуре 
огурец в условиях закрытого грунта цветными кле-
евыми ловушками «Пластина». Ловушки с разрабо-
танными диспенсерами отлавливали в 1,4–1,9 раза 
больше трипсов по сравнению с контрольными 
на протяжении 40 дней. После 40 дней эксперимен-
тальные и контрольные ловушки отлавливали насе-
комых-вредителей примерно одинаково, что свиде-
тельствовало об исчерпании ресурса диспенсеров.

Ключевые слова. Метилникотинат, клеевая ло-
вушка, Frankliniella occidentalis.

FIELD TESTSПОЛЕВЫЕ ИСПЫТАНИЯ

INTRODUCTION

W estern flower thrips Frankliniella oc
cidentalis is a quarantine pest limit-
edly present in the Russian Federa-
tion (Dankvert et al., 2009). In closed 
ground, thrips can damage all green-

house vegetables (cucumber, pepper, eggplant, toma-

ВВЕДЕНИЕ 

К
алифорнийский, или западный 
цветочный трипс (ЗЦТ) Frankliniella 
occidentalis  – карантинный вреди-
тель, ограниченно распространен-
ный на территории Российской 
Федерации (Данкверт и  др., 2009). 
В  закрытом грунте трипс может 
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to, lettuce, green vegetables), as well as ornamental, 
fruit and flower plants (chrysanthemum, rose, ger-
bera, cyclamen, carnation, Saintpaulia, pelargonium), 
citrus, strawberries (Fig. 1). When affected by thrips, 
the overall yield of vegetable crops and the quality of 
fruits are reduced, up to the complete death of the 
crop. Also, thrips feeds on pollen, which can lead to un-
derdevelopment of flowers (Izhevsky, 1996).

Apart from direct damage caused by the feeding 
of the pest, large losses are due to the ability of thrips 
to serve as a vector of dangerous viral diseases such as 
Impatiens necrotic spot virus (INSV) and Tomato spot-
ted wilt virus (TSWV). 

To ensure the high efficiency of protective mea-
sures, it is necessary to timely detect the Western flow-
er thrips on plants and monitor the seasonal dyna mics 
of its abundance. Carrying out these activities is com-
plicated by the fact that, for example, at the stage of 
pronymph and nymph, these insects develop in the 
soil, which is why the pest cannot be detected in time. 
Late detection allows the pest to multiply. In this case, 
the effectiveness of subsequent protective measures 
is reduced, and the Western flower thrips has time to 
cause significant damage to the crop. The use of insec-
ticides for crop protection in greenhouses is limited, 
on the one hand, by the rapidly developing resistance 
in the Western flower thrips, and, on the other hand, by 
damage to the population of entomophages, as a result 

повреждать все тепличные овощи (огурец, перец, 
баклажан, томат, листовые, зеленные овощи), а так-
же декоративные, плодовые и цветочные растения 
(хризантема, роза, гербера, цикламен, гвоздика, 
сенполия, пеларгония), цитрусовые, земляни-
ку (рис. 1). При поражении трипсом снижается об-
щая урожайность овощных культур и качество пло-
дов, вплоть до полной гибели урожая. Также трипс 
питается пыльцой, что может приводить к недораз-
витости цветков (Ижевский, 1996).

Помимо прямых повреждений, причиненных 
питанием вредителя, большие потери обусловлены 
способностью трипсов переносить опасные вирус-
ные заболевания, такие как тосповирус некротиче-
ской пятнистости бальзамина (INSV) и пятнистое 
увядание томата (TSWV). 

Для обеспечения высокой эффективности 
защитных мероприятий необходимо своевре-
менное обнаружение ЗЦТ на растениях и наблю-
дение за сезонной динамикой его численности. 
Проведение этих мероприятий осложняется тем, 
что, например, на стадии пронимфы и нимфы эти 
насекомые развиваются в почве, из-за чего вре-
дитель не может быть вовремя выявлен. Позднее 
выявление позволяет вредителю размножиться. 
В  этом случае снижается эффективность после-
дующих защитных мероприятий, и ЗЦТ успевает 
нанести ощутимый ущерб урожаю. Применение 

ПОЛЕВЫЕ ИСПЫТАНИЯ FIELD TESTS

Рис. 1. Повреждения трипсом 
Frankliniella occidentalis:  
a – растения огурца, b – плоды огурца, 
c – бутон розы, d – рассада томатов,  
e – лист перца (фото Н.И. Кулаковой)

Fig. 1. Damage by  
Frankliniella occidentalis:  
a – cucumber plants, b – cucumber fruits,  
c – rose bud, d – tomato seedlings,  
e – pepper leaf (photo by N.I. Kulakova) 

a b c

d e
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инсектицидов для защиты урожая в закрытом грун-
те ограничено, с одной стороны, быстро вырабаты-
вающейся у калифорнийского трипса резистент-
ностью, с другой – нанесением ущерба популяции 
энтомофагов, в результате чего после обработки 
возможен всплеск популяции трипсов (Sampson, 
2014). С первыми очагами вредителя в условиях 
закрытого грунта на овощных культурах обычно 
сталкиваются в начале марта, а на декоративных 
растениях – уже в начале февраля. 

Развитие одного поколения трипсов в  теп-
лицах длится 22–30 дней, а  за сезон развивает-
ся до 10  поколений при оптимальных условиях: 
температура воздуха – 25–30 °С и относительная 
влажность – 80–85%. При температуре выше 35 °С 
и относительной влажности ниже 50% развитие 
насекомых прекращается, происходит массовая 
гибель всех стадий вредителя (Ахатов, Ижевский, 
2004).  

 Несмотря на то, что изучением ЗЦТ и разра-
боткой методов его контроля специалисты занима-
ются более 40 лет, проблема эффективной защиты 
культурных растений от этого вредителя оконча-
тельно не решена и работы в этом направлении 
не прекращаются. Свидетельством актуальности 
этой проблемы являются относительно недавние 
публикации диссертационных работ на соискание 
ученой степени PhD и обобщающего обзора (Niel-
sen, 2013; Sampson, 2014; Koschier, 2008).     

Для раннего выявления, мониторинга, опре-
деления сроков проведения защитных мероприя-
тий и определения эффективности проведенных 
мероприятий эффективно используются цвет-
ные аттрактивные клеевые ловушки «Пластина» 
(Данкверт и  др., 2009; Sampson, 2014). Ученые 
Центра прикладной энтомологии и паразитоло-
гии Кильского университета впервые идентифи-
цировали агрегационный феромон, выделяемый 
западным цветочным трипсом. Синтетически по-
лученный ими нерил-(S)-2-метилбутаноат в поле-
вых испытаниях на посевах сладкого перца в Ис-
пании оказался привлекательным для взрослых 
особей мужского и женского пола (Hamilton et al., 
2005). 

Использование в диспенсерах наряду с феро-
монами еще и аттрактантов позволяет привлекать 
насекомых не только в период размножения, что 
увеличивает суммарный отлов. Трипсов привлека-
ет ряд химических соединений, входящих в состав 
эфирных масел цветов. Обнаружено более 30 таких 
соединений (Imai et al., 2001; Cao et al., 2020).  Было 
установлено, что наряду с компонентами природ-
ных масел трипсов привлекают эфиры никотино-
вой и изоникотиновой кислоты (Penman et al., 1982; 
Teulon et al., 1993). В опытах на ольфактометре было 
показано, что этилникотинат проявляет аттрак-
тивность к ЗЦТ в диапазоне дозировок в 4 поряд-
ка от 10–4 до 1 мкл. Большинство других душистых 
соединений, в том числе и гераниол, проявляли 
аттрактивность в диапазоне дозировок 1–2 поряд-
ка (Davidson et al., 2008). Применение смеси двух 
аттрактантов, например п-анизальдегида и мети-
лизоникотината, не увеличивало эффективность  
привлечения (Teulon et al., 2007); это связано, ве-
роятно, с наличием у трипсов только одного ре-
цептора для распознавания ароматов, и поэтому 
эффект синергизма при применении нескольких 

of which a surge in the thrips population is possible af-
ter treatment (Sampson, 2014). The first outbreaks of 
the pest in greenhouse conditions on vegetable crops 
are usually reported in early March, and on ornamen-
tal plants – already in early February.  

The development of one thrips generation in 
greenhouses lasts 22–30 days, and during the season 
it develops up to 10 generations under optimal condi-
tions: air temperature – 25–30 °C and relative humidi-
ty – 80–85%. At temperatures above 35 °C and relative 
humidity below 50%, the development of insects stops, 
and mass death of all stages of the pest occurs (Akha-
tov, Izhevsky, 2004).  

 Despite the fact that specialists have been study-
ing the Western flower thrips and developing methods 
for its control for more than 40 years, the problem of 
effective protection of cultivated plants from this pest 
has not been finally resolved and work in this direction 
continues. Evidence of the relevance of this problem is 
in the relatively recent publications of dissertations for 
the PhD degree and a general review (Nielsen, 2013; 
Sampson, 2014; Koschier, 2008).     

For early detection, monitoring, determining the 
timing of protective measures and their effectiveness, 
colored attractive sticky traps “Plate” are effectively 
implemented (Dankvert et al., 2009; Sampson, 2014). 
Scientists at the Centre for Applied Entomology and 
Parasitology at the University of Keele have identified 
for the first time an aggregation pheromone secreted 
by Western flower thrips. The neryl-(S)-2-methylbuta-
noate synthetically obtained by them in field trials on 
sweet pepper crops in Spain turned out to be attrac-
tive to adult males and females (Hamilton et al., 2005). 

The use of attractants along with pheromones in 
dispensers makes it possible to attract insects not only 
during the breeding season, which increases the to-
tal catch. Thrips are attracted to a number of chemi-
cal compounds that make up the essential flower oils. 
More than 30 such compounds have been detected 
(Imai et al., 2001; Cao et al., 2020). It was stated that, 
along with the components of natural oils, thrips are 
attracted by nicotinic and isonicotinic acids (Penman 
et al., 1982; Teulon et al., 1993). In experiments on the 
olfactometer, it was shown that ethyl nicotinate is at-
tractive to Western flower thrips in the dosage range of 
4 orders of magnitude from 10–4 to 1 μl. Most other aro-
matic compounds, including geraniol, were attractive 
in the dosage range of 1–2 orders of magnitude (David-
son et al., 2008). The use of a mixture of two attractants, 
for example, p-anisaldehyde and methyl isonicotinate, 
did not increase the attraction efficiency (Teulon et al., 
2007); this is probably due to the presence of only one 
receptor for aroma recognition in thrips, and therefore 
there was no synergistic effect when several attractants 
were used (Davidson et al., 2008). It should be noted 
that methyl and ethyl esters of nicotinic and isonico-
tinic acid, along with Western flower thrips, also attract 
other thrips species, with the exception of the Spa nish 
population of F. occidentalis. The efficiency of catching 
different thrips species with specific pyridine com-
pounds is somewhat different, but at the moment it is 
not well understood (Davidson et al., 2009).
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One of the world’s leading integrated pest manage-
ment companies, Koppert B.V. uses methyl isonicotinate 
as an attractant in the Lurem-TR thrips dispenser. The 
dispenser is manufactured on industrial equipment and 
is a plastic dispenser with a perforated membrane for 
the gradual distribution of the attractant. According to 
the manufacturer, the addition of the Lurem-TR dispens-
er to the blue sticky traps increases the catch of thrips, 
while the unwanted catch of entomophages and pollinat-
ing insects does not increase (Muvea et al., 2014).

Methyl isonicotinate is characterized by high vo-
latility. At a temperature of 25 °C per day, 320 mg of the 
substance evaporates from cotton swabs, 40 mg from 
polyethylene sealed bags (150 μm), and 76 mg from 
Lurem-TR dispensers (Nielsen, 2013). In our opinion, 
the rate of evaporation of the attractant from dispen s-
ers is excessive, which leads to wasteful consumption 
of the substance. 

The aim of this study is to optimize the evapora-
tion rate of methyl nicotinate by selecting a dispenser 
design in the laboratory and to conduct field trials to 
study the duration and effectiveness of attracting thrips 
by dispensers coated with an aggregation pheromone 
and an attractant to catch these insects in greenhouse 
conditions. 

MATERIALS AND METHODS 
Dispensers used were 2 x 2.5 cm plates cut from com-
mercially available 17.5 x 15.5 cm York sponges, and 
22 x 35 mm filter board was also used. Methyl nicoti-
nate (MN) was applied to dispensers as a solution in 
methanol. The solvent after application within 1 hour 
completely evaporated. Some of the dispensers were 
placed in commercially available 40 x 60 mm ZipLoc 
bags made of high pressure polyethylene 40 μm thick. 
Another packaging option was the sealing of MH plates 
in single or double polyethylene bags. For sealing plas-
tic bags, high-pressure polyethylene 200 μm thick and 
a vacuum sealer Vacuum sealer DZ-280A were used. 
MN evaporation experiments were carried out in a la-
boratory cabinet with an air flow rate of 0.1–0.2 m/s. 
The air temperature was within 20–24 °С. 

Field studies on the trapping of Western flower 
thrips were carried out using blue sticky traps “Plate”, 
which were placed in 4 replicates. The traps are made 
of double-sided blue laminated cardboard measuring 
25 x 30 cm with a hole for hanging, with an adhesive 
coating on both sides and protection of the adhesive 
surface with siliconized paper (Fig. 2). The dispens-
er with the applied mixture of attractant (MN) and ag-
gregation pheromone was attached with a paper clip on 
the day of hanging the trap. The experiment was carried 
out on the territory of Moscow Oblast from 01.03.2021 
to 25.06.2021 on the Madrilene F1 variety cucumber 
culture in a greenhouse with an area of   160 m2. The 
traps were placed during planting at a height of 20 cm 
above the plant and lifted up as the plants grew. The 
air temperature in the greenhouse during the day was 
 20–22 °С, at night – 18–19 °С. As a control, “Plate” traps 
without a dispenser were used, which were also placed 
in 4-fold repetition (Fig. 3). The traps were placed in a 
checker board pattern on an area of   1 trap per 20 m2. 

аттрактантов отсутствовал (Davidson et al., 2008). 
Следует отметить, что метиловый и  этиловый 
эфиры никотиновой и изоникотиновой кислоты 
наряду с ЗЦТ привлекают и другие виды трипсов, 
за исключением испанской популяции F. occidentalis. 
Эффективность отлова разных видов трипса кон-
кретными пиридиновыми соединениями несколь-
ко отличается, но на настоящий момент недоста-
точно изучена (Davidson et al., 2009).

Одна из ведущих мировых компаний по про-
изводству продуктов комплексной борьбы с вре-
дителями Koppert B.V. в  диспенсере для трип-
сов Lurem-TR в качестве аттрактанта использует 
метил  изоникотинат. Диспенсер изготавливается 
на промышленном оборудовании и представляет 
собой пластиковый дозатор с  перфорированной 
мембраной для постепенного распространения 
аттрактанта. По данным изготовителя, добавление 
к синим липким ловушкам диспенсера Lurem-TR 
увеличивает отлов трипсов, при этом нежелатель-
ный отлов энтомофагов и насекомых-опылителей 
не увеличивается (Muvea et al., 2014).

Метилизоникотинат характеризуется высокой 
летучестью. При температуре 25 °С за сутки с ват-
ных тампонов испаряется 320 мг вещества, из по-
лиэтиленовых запаянных пакетов (150 мкм) – 40 мг, 
а из диспенсеров Lurem-TR –  76 мг (Nielsen, 2013). 
На наш взгляд, скорость испарения аттрактанта 
из диспенсеров является избыточной, что приво-
дит к расточительному расходу вещества. 

Цель настоящего исследования – оптимизиро-
вать скорость испарения метилникотината путем 
выбора конструкции диспенсера в лабораторных 
условиях и провести полевые испытания для изу-
чения продолжительности и эффективности при-
влечения трипсов диспенсерами с  нанесенным 
на них агрегационным феромоном и аттрактантом 
для отлова этих насекомых в условиях закрытого 
грунта. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
В качестве диспенсеров использовали пластины 
2 х 2,5 см, нарезанные из коммерчески доступных 
губчатых салфеток York 17,5 х 15,5 см, также ис-
пользовали картон фильтровальный в пластинах, 
22 х 35 мм. Метилникотинат (МН) наносили на дис-
пенсеры в виде раствора в метаноле. Растворитель 
после нанесения в течение 1 часа полностью испа-
рялся. Часть диспенсеров помещали в коммерче-
ски доступные зиплок-пакеты 40 х 60 мм марки Zip-
Loc из полиэтилена высокого давления толщиной 
40 мкм. Другим вариантом упаковки было запаи-
вание пластин с МН в одинарные или двойные по-
лиэтиленовые пакеты. Для запаивания полиэтиле-
новых пакетов использовали полиэтилен высокого 
давления толщиной 200 мкм и вакуумный упаков-
щик Vacuum sealer DZ-280A. Опыты по испарению 
МН проводили в лабораторном шкафу со скоростью 
потока воздуха 0,1–0,2 м/с. Температура воздуха 
была в пределах 20–24 °С. 

Полевые исследования по отлову ЗЦТ прово-
дили с применением синих клеевых ловушек «Пла-
стина», которые размещали в 4-кратной повтор-
ности. Ловушки изготовлены из двухстороннего 
ламинированного картона синего цвета размером 
25 х 30 см с отверстием для подвески, с клеевым 
покрытием с  обеих сторон и  защитой клеевой 

ПОЛЕВЫЕ ИСПЫТАНИЯ FIELD TESTS



60Фитосанитария. Карантин растений

поверхности силиконизированной бумагой (рис. 2). 
Диспенсер с нанесенной смесью аттрактанта (МН) 
и агрегационного феромона прикрепляли с помо-
щью скрепки в день вывешивания ловушки. Опыт 
проводили на территории Московской области 
в период с 01.03.2021 по 25.06.2021 на культуре 
огурец сорта «Мадрилене F1» в  теплице площа-
дью 160 м2. Ловушки размещали в период высадки 
рассады на высоте 20 см над растением и подни-
мали их вверх по мере роста растений. Темпера-
тура воздуха в теплице днем составляла 20–22 °С, 
ночью – 18–19 °С. В качестве контроля применяли 
ловушки «Пластина» без диспенсера, которые так-
же размещали в 4-кратной повторности (рис. 3). 
Ловушки размещали в шахматном порядке на пло-
щади 1 ловушка на 20 м2. Размещение эксперимен-
тальных и контрольных ловушек чередовали. Учет 
количества привлеченных в ловушки насекомых 
проводили 1 раз в 7 дней. Материал с ловушек раз-
бирали в лаборатории энтомологии испытательно-
го экспертного центра ФГБУ «ВНИИКР». Идентифи-
кация трипсов, пойманных в ловушки, проводилась 
сотрудниками лаборатории энтомологии испы-
тательного экспертного центра ФГБУ «ВНИИКР» 
Н.И. Ершовой и М.В. Ушковой.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 
Распространенный прием снижения скорости ис-
парения веществ с поверхности диспенсера – это 
помещение диспенсера в герметичный полиэтиле-
новый пакет. Использование пленок разной толщи-
ны или многослойных конструкций позволяет ме-
нять скорость испарения. Увеличение количества 
нанесенного вещества, соответственно, увеличи-
вает время его полного испа-
рения. Такие исследования 
опубликованы для метилизо-
никотината на медицинских 
марлевых тампонах, поду-
шечках саше и  в  полиэтиле-
новых пакетах (Nielsen, 2013). 
Мы провели свои испытания 
с  метилникотинатом на дру-
гих различных носителях. Для 
опыта готовили по 4 диспен-
сера каждого варианта. Дози-
ровки МН в разных вариантах 
были 150 и 450 мг. Размер пла-
стин определялся их способ-
ностью впитать необходимое 
количество раствора. Для до-
зировки 150 мг брали пласти-
ны 5 см2 (2 х 2,5 см). Для нане-
сения 450 мг вещества размер 
пластин пришлось увеличить 
до 12 см2 (3 х 4 см). В  случае 
фильтровального картона – это 
готовые пластины размером 
2,2  х  3,5 см. Их сорб  ционная 
емкость оказалась достаточ-
ной для впитывания 450 мг 
МН. Диспенсеры развешивали 
на проволоке в лабораторном 
вытяжном шкафу на рассто-
янии 4 см друг от друга. Взвешивания проводили 
ежедневно, за исключением выходных и  празд-
ничных дней. Среднеквадратичное отклонение 

The placement of experimental and control traps was 
alternated. The number of insects attracted to the traps 
was counted once every 7 days. The material from the 
traps was disassembled in the entomology laboratory of 
the testing expert center of the All-Russian Plant Qua-
rantine Center. The identification of thrips caught in 
traps was carried out by N.I. Ershova and M.V. Ushkova.

RESULTS AND DISCUSSION 
A common technique for reducing the rate of evapora-
tion of substances from the surface of a dispenser is to 
place the dispenser in a sealed plastic bag. The use of 
films of different thicknesses or multilayer structures 
allows to change the evaporation rate. An increase in 
the amount of applied substance correspondingly in-
creases the time of its complete evaporation. Such 
studies have been published for methyl isonicotinate 
on medical gauze swabs, sachet pads and plastic bags 
(Nielsen, 2013). We ran our trials with methyl nico-
tinate on various other vectors. For the experiment, 
4 dispensers of each option were prepared. Dosages 
of MN in different variants were 150 and 450 mg. The 
size of the plates was determined by their ability to ab-
sorb the required amount of solution. For a dosage of 
150 mg, plates of 5 cm2 (2 x 2.5 cm) were taken. To ap-
ply 450 mg of the substance, the size of the plates had 
to be increased to 12 cm2 (3 x 4 cm). In the case of fil-
ter boards, these are ready-made plates 2.2 x 3.5 cm 
in size. Their sorption capacity turned out to be suf-
ficient to absorb 450 mg of MN. The dispensers were 
hung on a wire in a laboratory fume hood at a distance 
of 4 cm from each other. Weighing was carried out dai-
ly, except for weekends and holidays. The standard de-
viation from the mean was less than 5%. Mismatching 
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Fig. 2. Trap “Plate” 
with a dispenser 
with an attractant 
and pheromone, 
used in the 
experiment (photo 
by A.Yu. Lobur)

Рис. 2. Ловушка 
«Пластина» 
с диспенсером 
с аттрактантом 
и феромоном, 
используемая в опыте 
(фото А.Ю. Лобура)

Fig. 3. Trap “Plate” 
control without 
a dispenser (photo 
by A.Yu. Lobur) 

Рис. 3. Ловушка 
«Пластина» 
контрольная без 
диспенсера (фото 
А.Ю. Лобура)  
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failure was discarded. The reason 
for rejection was 2 cases of depres-
surization of sealed packages. The 
results of the studies are shown in 
Figure 4. The amount of the initial-
ly applied substance to the dispens-
er is visible on the y-axis at a time 
value of 0. Observations were made 
up to a residual substance content of 
1–2 mg. Further weighings were not 
carried out, as they are associated 
with large errors.

From the analysis of the data 
presented in Figure 4, it can be seen 
that a stable release of MN from a 
dispenser lasting more than 30 days 
can be achieved using a sealed 
 double polyethylene bag 200 μm 
thick at a dosage of the substance 
of 150 mg. An increase in the dos-
age of MN on the same type of struc-
tures extended the time of its evapo-
ration. Therefore, by selecting the 
dosage, you can increase the time of 
the dispenser to the entire growing 
season.

To establish the duration and ef-
ficiency of the dispensers in the field, 
dispensers were made containing 
150 mg of MN and 1 mg of the aggre-
gation pheromone (neryl-2- me thyl - 
butanoate) and sealed in  double 
polyethylene bags 200 μm thick. 

The results of field tests are presented in graphical 
form in the figures 5, 6, 7. 

Studies have shown that sticky traps of the “Plate” 
type with aggregation pheromone and an attractant in 
the period from 01.03.2021 to 10.04.2021 (40 days) 
caught 1.4 times more Western flower thrips adults 
compared to the control ones, and in the period from 
10.04 to 16.04 (from the 40th to the 46th day) the ave rage 
number of captured pests for experimental and control 
traps was the same and amounted to 11 Western flower 
thrips imagoes. Probably, after about 40 days, the dis-
pensers stopped working due to the complete volati-
lization of the attractant.

The catchability of the “Plate” traps with aggre-
gation pheromone and attractant in the experiment 
from 16.04.2021 to 28.05.2021 (42 days) was 1.9 times 
higher compared to the control ones. In the period 
from 28.05 to 05.06 (from the 42nd to the 50th day), the 
catchability of the experimental traps became approxi - 
mately the same as the control ones. The effective ope-
ration of dispensers in the field for 40 days somewhat 
exceeded the results of laboratory experiments on the 
evaporation of MN (35 days). Possibly less than 1 mg 
MN still made the dispensers attractive. 

In the summer season, the greatest number and ac-
tivity of thrips is observed. During the period of the ex-
periment from 05.06.2021 to 25.06.2021, the catchabi-
lity of the “Plate” trap with aggregation pheromone and 
attractant was 1.6–1.9 times higher compared to control 

от среднего значения было менее 5%. Выпадаю-
щие результаты выбраковывали. Причиной выбра-
ковки было 2 случая разгерметизации запаянных 
пакетов. Результаты исследований представлены 
на рисунке 4. Количество исходно нанесенного  
на диспенсер вещества видно на оси ординат при 
значении времени, равном 0. Наблюдения вели 
до остаточного содержания вещества 1–2 мг. Даль-
нейшие взвешивания не проводились, так как они 
сопряжены с большими погрешностями.

Из анализа данных, представленных на рисун-
ке 4, видно, что стойкого выделения МН с диспен-
сера длительностью более 30 дней можно достичь 
при использовании герметичного пакета из двой-
ного полиэтилена толщиной 200 мкм при дози-
ровке вещества 150 мг. Увеличение дозировки МН 
на однотипных конструкциях продлевало время 
его испарения. Поэтому подбором дозировки мож-
но увеличить время работы диспенсера до всего 
времени вегетации.

Для того, чтобы установить продолжительность 
и эф фективность работы диспенсеров в полевых 
усло виях, были изготовлены диспенсеры, содержа-
щие по 150 мг МН и 1 мг агрегационного феромо-
на (нерил-2-метилбутаноат) и запаянные в пакеты 
из двойного полиэтилена толщиной 200 мкм. 

Результаты полевых испытаний представлены 
в графическом виде на рисунках 5, 6, 7. 

Исследования показали, что клеевые ловуш-
ки типа «Пластина» с агрегационным феромоном 
и аттрактантом в период с 01.03.2021 по 10.04.2021 
(40 дней) отлавливали в 1,4 раза больше имаго ЗЦТ 
по сравнению с контрольными, а в период с 10.04 
по 16.04 (с 40-го по 46-й день) среднее количество 
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Рис. 4. Динамика испарения 
аттрактанта с диспенсеров (мг) 
в течение 35 суток

Fig. 4.  Dynamics of attractant 
evaporation from dispensers (mg) 
during 35 days 

Динамика испарения метилникотината с диспенсеров, мг
Evaporation dynamics of methyl nicotinate from dispensers, mg
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1. Губка 2,5 х 2 | Sponge 2.5 x 2
2. Губка 2,5 х 2 в зип-пакете | Zip-lock sponge 2.5 x 2
3. Губка 3 х 4 | Sponge 3 x 4
4. Губка 3 х 4 в зип-пакете | Zip-lock sponge 3 x 4
5. Картон фильтрованный 2,2 х 3,5 в зип-пакете | Zip-lock filtered cardboard 2.2 x 3.5
6. Губка 2,5 х 2 в пакете из полиэтилена 200 мкм | Sponge 2.5 x 2 in a polyethylene bag 200 µm
7. Губка 2,5 х 2 в пакете из двойного полиэтилена 200 мкм | Sponge 2.5 x 2  
in a double polyethylene bag 200 µm
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о тл о в л е н н ы х  в р ед и т е л е й 
на опытные и контрольные ло-
вушки одинаковое и составляло 
по 11 экз. имаго ЗЦТ. Вероятно, 
примерно после 40 дней дис-
пенсеры перестали работать 
вследствие полного улетучива-
ния аттрактанта.

Уловистость ловушек «Пла-
стина» с агрегационным феро-
моном и  аттрактантом в  опы-
те с  16.04.2021 по 28.05.2021 
(42 дня) была выше в  1,9 раза 
по сравнению с контрольными. 
В период с 28.05 по 05.06 (с 42-го 
по 50-й день) уловистость опыт-
ных ловушек стала примерно 
одинаковой с  контрольными. 
Эффективная работа диспенсе-
ров в полевых условиях в тече-
ние 40 дней несколько превы-
сила результаты лабораторных 
опытов по испарению МН (35 
дней). Возможно, МН в количе-
стве менее 1 мг все еще обеспе-
чивал аттрактивность диспен-
серов. 

В летний сезон наблю-
дается наибольшее количе-
ство и  активность трипсов. 
В  период проведения опыта 
с 05.06.2021 по 25.06.2021 уло-
вистость ловушки «Пластина» 
с  агрегационным феромоном 
и  аттрактантом по сравнению 
с  контрольными ловушками 
была выше в  1,6–1,9 раза. По-
следний опыт продолжался все-
го 20 дней, поэтому снижения 
эффективности работы диспен-
серов не наблюдали.

В лаборатории энтомо-
логии ФГБУ «ВНИИКР» была 
проведена идентификация ви-
дового и полового состава насе-
комых, пойманных на клеевые 
ловушки «Пластина» с диспен-
сером. Большинство пойманных 
насекомых были идентифици-
рованы как западный цветоч-
ный трипс (Frankliniella occidenta
lis). Кроме ЗЦТ на всех ловушках 
присутствовал разноядный 
трипс (Frankliniella intonsa). Его количество было 
примерно в 2–3 раза меньше количества выловлен-
ных ЗЦТ. Результаты подсчета самцов и самок ЗЦТ 
представлены в таблице.

Превышение числа выловленных самок 
в сравнении с самцами  ожидаемо и объясняется 
их большим количеством в популяции. При этом 
следует иметь в виду, что эти данные не устанав-
ливают реальное соотношение самцов и самок, так 
как привлекательность ловушек с диспенсерами 
для самцов и самок не определялась и может быть 
разной. В дальнейшем мы планируем детальнее ра-
зобраться в этом вопросе.

traps. The last experiment lasted only 20 days, so there 
was no decrease in the efficiency of the dispensers.

In the Entomology laboratory of VNIIKR, the iden-
tification of the species and sex composition of insects 
caught on the “Plate” sticky traps with a dispenser 
was carried out. Most of the insects caught were iden-
tified as Western flower thrips (Frankliniella occidenta
lis). In addition to Western flower thrips, all traps con-
tained the polyphagous thrips (Frankliniella intonsa). 
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Рис. 5. Динамика отлова 
калифорнийского трипса в период 
01.03–16.04.2021 (46 дней)

Fig. 5. Dynamics of catching Western 
flower thrips in the period  
01.03–16.04.2021 (46 days) 
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Рис. 7. Динамика отлова 
калифорнийского трипса в период 
05.06–25.06.2021 (20 дней) 

Fig. 7. Dynamics of catching Western 
flower thrips in the period  
05.06–25.06.2021 (20 days) 
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Рис. 6. Динамика отлова 
калифорнийского трипса в период 
16.04–05.06.2021 (50 дней) 

Fig. 6. Dynamics of catching Western 
flower thrips in the period   
16.04–05.06.2021 (50 days) 
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Таблица
Количество и соотношение самцов и самок 
западного цветочного трипса Frankliniella 
occidentalis на ловушках
Table
Number and ratio of male and female Western 
flower thrips Frankliniella occidentalis in traps 

№ ловушки 
Trap number

Самцы
Males

Самки
Females

Самки/самцы
Females/males

1 29 34 1,17

2 31 41 1,32

3 165 172 1,04

4 97 128 1,32

Its amount was approximately 2–3 times less than the 
amount of Western flower thrips caught. The results 
of counting males and females of the Western flower 
thrips are presented in the table.

The excess of the number of caught females in 
comparison with males is expected and is explained 
by their large number in the population. However, it 
should be borne in mind that these data do not estab-
lish the real ratio of males and females, since the attrac-
tiveness of traps with dispensers for males and females 
has not been determined and may be different. In the 
future, we plan to look into this issue in more detail.

CONCLUSION
In laboratory experiments, it was found that a stable 
release of methyl nicotinate from a dispenser last-
ing more than 30 days can be achieved using a sealed 
 double polyethylene bag 200 microns thick at a dosage 
of 150 mg of the substance.

In field trials, blue sticky traps with an attrac-
tant and aggregating pheromone containing 150 mg of 
methyl nicotinate and 1 mg of neryl 2-methylbutanoate 
were found to catch 1.4 to 1.9 times more Frankliniella 
occidentalis compared to control traps.

Traps with attractant and aggregation pheromone 
worked effectively for 40 days, which is acceptable not 
only for monitoring this quarantine pest, but also for 
its control.
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Здесь может быть ваша статья!
Журнал ««Фитосанитария. Карантин 
растений» приглашает авторов 
для публикации своих научных работ

Редакция журнала «Фитосани-
тария. Карантин растений» рада 
предложить вам возможность 
публикации ваших статей на стра-
ницах журнала. Наша цель – при-
влечение внимания к  наиболее 
актуальным проблемам каранти-
на растений специалистов сель-
ского хозяйства и всех заинтере-
сованных в этом людей.

В журнале рассматриваются 
основные направления развития 
науки и передового опыта в обла-
сти карантина и защиты растений, 
публикуется важная информация 
о  новых методах и  средствах, 
применяемых как в  России, так 
и за рубежом, а также о фитоса-
нитарном состоянии территории 
Российской Федерации.

Мы доносим до широкого 
круга читателей объективную 
научно -просветительскую и ана-
литическую информацию: мнения 
ведущих специалистов по наибо-
лее принципиальным вопросам 
карантина растений, данные 
о  значимых новейших зарубеж-
ных и отечественных исследова-
ниях, материалы тематических 
конференций.

Редакция журнала «Фито-
санитария. Карантин растений» 
приглашает к  сотрудничеству 
как выдающихся деятелей науки, 
так и  молодых ученых, специа-
листов-практиков, работающих 
в  области фитосанитарии, для 
обмена опытом, обеспечения 
устойчивого фитосанитарного 
благополучия и для новых науч-
ных дискуссий.

ЗАДАЧИ ЖУРНАЛА
• Изучение основных тенденций развития науки в области карантина растений
• Анализ широкого круга передовых технологий в  области мониторинга 

и лабораторных исследований по карантину растений
• Обсуждение актуальных вопросов карантина растений
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держащие результаты собственных научных исследований, объемом до 15 стра-
ниц, но не менее 3 (при одинарном интервале и размере шрифта 12). Оптимальный 
 объем статьи – от 1500 слов. Статьи большего объема могут быть приняты по согла-
сованию с редакцией журнала.
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Федеральное государственное
бюджетное учреждение
«Всероссийский центр карантина
растений» (ФГБУ «ВНИИКР»)

• Ведущее учреждение в Российской Федерации по синтезу и применению 
феромонов для выявления карантинных и некарантинных вредителей 
и борьбы с ними

• ФГБУ «ВНИИКР» – партнер международной программы по координации 
научных исследований в области карантина растений EUPHRESCO II 
(EUropean PHytosanitary RESearch COordination)

• В ФГБУ «ВНИИКР» создан и действует Технический комитет 
по стандартизации ТК 42 «Карантин и защита растений»

• Ведущее научно-методическое учреждение в составе Координационного 
совета по карантину растений государств – участников СНГ

• 19 филиалов на территории Российской Федерации

• Головное научно-методическое учреждение по реализации Плана 
первоочередных мероприятий, направленных на гармонизацию 
карантинных фитосанитарных мер государств – членов Таможенного союза

– Научное и методическое обеспечение 
деятельности Россельхознадзора, 
его территориальных управлений 
и подведомственных ему 
учреждений в сфере карантина 
и защиты растений

– Установление карантинного 
фитосанитарного состояния 
подкарантинных материалов 
и территории Российской Федерации 
путем проведения лабораторных 
экспертиз и мониторингов

– Научное сотрудничество 
с национальными 
и международными 
организациями в области 
карантина растений

140150, Россия, 
Московская область, 
г. Раменское, р. п. Быково, 
ул. Пограничная, д. 32

Тел./факс: 
8 (499) 707-22-27

e-mail: office@vniikr.ru 
http://www.vniikr.ru


