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Диагностика ряда карантинных фитопатогенов
методом полимеразной цепной реакции

с флуоресцентной детекцией результатов
при помощи диагностических наборов производства

ООО «АгроДиагностика»

(Методические указания)
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Методические рекомендации подготовлены на основе исследований, 

проведенных научными коллективами Института биоорганической химии  

им. академиков М.М. Шемякина и Ю.А. Овчинникова РАН, ФГУ 

«Всероссийский центр карантина растений» и ООО «АгроДиагностика» в 

составе: м.н.с. Д.Ю. Рязанцев, к.б.н. Д.Д. Абрамов, к.б.н. П.Е. Дробязина, 

проф., к.с.-х.н. Приходько Ю.Н., чл.-корр. РАСХН С.К. Завриев.
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1.

1.1.

:

 (Bursaphelenchus xylophilus) -

 (B. mucronatus);

 (Globodera

pallida);

 (Globodera

rostochiensis);

 (Clavibacter michiganensis subsp. 

sepedonicus);

 (Ralstonia solanacearum);

 (Pantoea stewartii subsp. stewartii);

 (Erwinia amylovora);

 (Plum Pox Potyvirus); 

* (Beet necrotic yellow vein virus). 
*  –  «

, ».

1.2.

 « »

 ( ).

:

 FLASH (Fluorescent Amplification-based Specific 

Hybridization), ,

- .

- .
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1.3.

.

1.4.

.

2.

2.1.  15  2000 . N 99-  "

" (  25  2002 .)

2.2.  1.3.1794-03 «

,

 I-II » - , 2004. 

2.3. OEPP/EPPO Bulletin 26, 2000, 199-249 PM 7/4(1) 

2.4. OEPP/EPPO Bulletin 34, 2004, 155 –157 PM 7/20 

2.5. OEPP/EPPO Bulletin 34, 2004, 155 –157 PM 7/21 

2.6. OEPP/EPPO Bulletin 34, 2004, 155 –157 PM 7/32 

2.7. OEPP/EPPO Bulletin 34, 2004, 155 –157 PM 7/40 

2.8. OEPP/EPPO Bulletin 36, 2006, 99–109 PM 7/59

2.9. OEPP/EPPO Bulletin 36, 2006, 111–115 PM 7/60(1) 

2.10.  12430-66 .

.

3.

,

, ,

 « »
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(FLASH- )  (Real-Time PCR). 

3.1

« »  (  1): 

3.1.1. .

3.1.2. :

 « - » (

, , ), « - »

( , )  « - »

 (

) (

 « - »).

3.1.2.1.

 « - ».

3.1.3. /

.

3.1.4.

-  « » (  « -

»)   FLASH  Real-Time PCR 

.
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4.

4.1.

,

1.3.1888-04 «

,  III-

IV ».

4.2.

4.2.1.  2

(  51609). 

4.2.2.

 « , ,

,

 ( , ) -

» ( ,

1981 .).

4.2.3.

.

4.2.4.

.

4.2.5. -

:

;

, ,

.

4.2.6.
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4.2.7. -

.

4.2.8.

,

, ,

.

4.2.9. , , ,

, , .,

.

.

4.2.10. ,

,

.

4.2.11. , ,

,

, .

5. ,

- ,

 1.3.1794-03.  

5.1. :

, ;

-  « » (  « -

»);
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 13000 / ;

,

 95°  ( , « »

 « - »);

/ ;

;

 1,5 ;

 0,5-20 , 20-200 , 200-1000 ;

 1-20 ; 1-200 ;

100-1000 ;

 c 

 1-20 ;

;

-  1,5 

;

 0,2 ;  0,6 ;  1,5 ;

 2…8  -18…-20  (

26678);

 2 000  (  24104); 

 (  21241-89); 

;

 (  21240); 

.
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5.2. .

5.2.1.

 « - » (  « - »),

(  50 ):

, 15 , 1 ;

, 2 , 1 ;

1, 20 , 1 ;

2, 20 , 1 ;

3, 20 , 1 ;

, 10 , 1 .

5.2.2.

 « - » (  « - »),

(  50 ):

  20    1 

  20   1 

1 25   1 

2  15   1 

 1,25  2 

5.2.3.  STE (10  TrisCl, pH 8.0, 1  EDTA, 0.1

) .

5.2.4.  « - » (

« - »),  (  100 ):

 « - », 100  500 .

5.2.5. - ,

(  50 ):
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, , 50 

 20 ;

;

 Taq- , 500 , 1 ;

 « - », 200 , 1 ;

, 150 , 1 

.
: « - »

FLASH.

, , :

- , , -

, , .

6. ,

,

 European and Mediterranean Plant Protection 

Organization (EPPO) (http://www.eppo.org/, .  5).

7.

7.1.

7.1.1.

« - ».

.

7.1.1.1.  (N) 

 150 (N+1)  20 (N+1)

.
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7.1.1.2.  170 

 (50 )

3-5 .

7.1.1.3.  20  50° ,

.

7.1.1.4.  13000 /

1 .

7.1.1.5. .

7.1.1.6.  200 1

 3-5 .

7.1.1.7.  13000 /

1 .

7.1.1.8. .

7.1.1.9.  200 2

 3-5 .

7.1.1.10.  13000 /

1 .

7.1.1.11. .

7.1.1.12.  200 3

 3-5 .

7.1.1.13.  13000 /

1 .

7.1.1.14. .

7.1.1.15.

 50°  5 .

7.1.1.16.  100 

 5-10 .

7.1.1.17.  50°  5 .

7.1.1.18.  13000 /

1 . ,
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. ,

, -

.
: 1

;

 50°  15-20 .

.

:

 150 

 20  50° ,

.

 13000 /  10 

,

 10  50° ,

.

 20 ,

 10  50°  7.1.1.4. 

7.1.2.  STE 

7.1.2.1. .

7.1.2.2.  50  STE, .

7.1.2.3.  5 

7.1.2.4.  5  13000 / .

7.1.2.5.

.
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7.1.3.

 « - »
!

 ( )

 « » , ,

.

: ;

 65°

15-20 .

7.1.3.1. :  (50 

). :

 2 3 .

 400 

. .

7.1.3.2.  20  65 .

7.1.3.3.  10  2000 / .

7.1.3.4. , ,

.

.

7.1.3.5.  15  13000 / .

7.1.3.6. ,

 ( ).

7.1.3.7.  500 1

.

7.1.3.8.  5  13000 / .

7.1.3.9. ,

 ( ).

7.1.3.10.  300 2

.

7.1.3.11.  5  13000 / .
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7.1.3.12. ,

 ( ).

7.1.3.13.  5 

 65 .

7.1.3.14.  50 ,

 5-10 .

7.1.3.15.  5  65 .

7.1.3.16.  5  13000 

/ . ,

.

.
!

.

-70° .

7.1.4.

« - ».

.

, ,

 « - »

7.1.4.1.  100-500 

 1,5 .
.

,  (

 100-200  « - »).

7.1.4.2.  13000 /  10 

.

7.1.4.3. ,

50  (  + ).
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7.1.4.4.  500 

, .

7.1.4.5.  13000 /  10 

.

7.1.4.6. ,

50  (  + ).

7.1.4.7.  500  « - »

( ), ,

.

7.1.4.8.  « - »

/  10 .

7.1.4.9.  98°  10 .

 98° .

.
! !

( ,  « »  « - »).

7.1.4.10.  13000 /  3 

.

.

, ,

- .

 2-8°  7 

 -20°  6 .
!

. 7.1.4.8.-7.1.4.10. 

(  « - »

).

.  (

) .
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 100  ( . 7.1.4.10.), 

,  1,5 

 « - »» (  « - »).

7.2.

7.2.1.

 ( )  (

),

,

.

7.2.2.  (

):  2 -  1 

 0,5 ,

.

(N)  (N+1). 
:

.

7.2.3. ,

.

7.2.4.  (N) .

7.2.5.  16,5 

,  3,5 .
: .

7.2.6.  3-5 

.

7.2.7.  40°C  40 

,  95°C  10 .
:

 (  « »  « - »).
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7.2.8.

.

7.2.9.  80 

,

.

- .
!   -20°C.

 7.3. 

 7.3.1. 

 («K-»)  («K+») 

.  FLASH 

 (« »)

.
.

, .

7.3.2.

,

.

7.3.3.  (  « »), 

,  10  Taq-

. ,  « »,  10 

- .

7.3.4.  1 

(  20 ), .

7.3.5. ,

.
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7.3.6. ,

, 5  (

«K-», «K+», « »). 
.

.

7.3.7. ,  «K-», 

,  5,0 ,

, ,  «K+», 

 5,0 .
.

.

7.3.8. ,  « »,

,  5,0 ,

.
:  (« »)

-

.  2-8°  1 

.

 (18-25° ),  1 

.

7.3.9.  1000 /  3-5 

.

7.3.10.

,  35 .

 1. 
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 1. -
(** – - )

(
, )

-
,

. .
FLASH/ -

322/96
iCycler

iQ
 ** 280 2 - -

135 3 5 6
260 2 4 8
140 3 5 6

300 3 5 6

320 2 - -
270 2 4 8
260 2 4 7
215 2 4 8

 ( ) 560 - - -

 2.  « »
: « »

, ° ,
93 90 1
93 20
64 5
67 5

5

93 1
64 5
67 5

40

10
!

 3.  « »
: « »

, ° ,
93 90 1
93 5
67 15 5

93 1
67 15 40

10
!
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 4.  «Real-time». -322/96

, ° ,
80 30
94 60 1

94 10
64* 20 50
67 20
10

*- 

 5.  «Real-time». -322/96

, ° ,
80 30
94 90 1

94 30
67* 45 5

94 10
67* 45 45

10
*- 

 6.  «Real-time»  iCycler iQ 

, ° ,
 dynamicwf.tmo 

80 30
94 90 1

94 30
67 45 5

80* 30 2

94 10
67* 45 45

10
*- 

 7.  «Real-time»  iCycler iQ 

, ° ,
 dynamicwf.tmo 

80 30
94 60 1

94 20
64 30 10

64* 20 2

94 10
64* 20
67 20

40

10
*- 
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 8.  «Real-time».  iCycler iQ 

, ° ,
 dynamicwf.tmo 

80 30
94 90

1

94 30
64 45

5

80* 30 2

94 10
64* 45

45

10
! ,

 « ».

7.4.

7.4.1.

.

,

.

.

.

7.4.2.  FLASH-

.

-

 « »,

.
:

1,75-2,10;  – 2,50. 
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7.4.2.1.

,

- .

7.4.2.2. ,

, .

.

7.4.2.3. ,

,

,

.

7.4.2.4.

,

.

.

  7.4.2.5. -

, ,

 ( )

.

.

7.4.2.6.

(«K-»), .

.
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3.  FLASH
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