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Аннотация. Фитопатогенные грибы представляют серьезную угрозу для соевых куль-
тур, значительно снижая их урожайность и качество. Данная статья представляет детальный 
обзор текущего состояния геномных данных для основных фитопатогенов сои: Cercospora 
sojina Hara, Сercospora kikuchii (T. Matsuoka & Tomoy.) M. W. Gardner, Fusarium solani (Mart.) 
Sacc. и Septoria glycines Hemmi. Анализируются имеющиеся в открытых источниках геном-
ные сборки, их возможная применимость для разработки молекулярно-генетических диа-
гностических тест-систем в Амурской области. Особое внимание уделяется сравнительным 
преимуществам и ограничениям различных методов молекулярной диагностики, таких как 
классическая и количественная ПЦР, изотермические методы амплификации (RPA, LAMP, 
NASBA, RCA) и комбинированные подходы с применением CRISPR/Cas-систем. Техноло-
гия ПЦР предоставляет быстрые и точные результаты, но требует лабораторных условий, 
в то время как изотермические методы предлагают возможность диагностики в полевых 
условиях, однако требуют более сложный дизайн праймеров. Исследуется перспектива ис-
пользования изотермических методов (LAMP и RPA), а также CRISPR/Cas, благодаря их 
высокой специфичности и чувствительности. Описанные методы дают возможность суще-
ственно улучшить точность и скорость диагностики, что критически важно для своевре-
менного принятия мер по защите сои. Выявлены ключевые направления для дальнейших 
исследований, включая необходимость полногеномного секвенирования местных штаммов 
и развития специфичных молекулярных маркеров для повышения эффективности диагно-
стики фитопатогенов.
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Abstract. Phytopathogenic fungi pose a serious threat to soybean crops, significantly reduc-
ing their yield and quality. This article provides a detailed review of the current status of genomic 
data for the major soybean phytopathogens: Cercospora sojina, Cercospora kikuchii, Fusarium 
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solani and Septoria glycines. The genomic assemblies available in open sources and their possible 
applicability for the development of molecular genetic diagnostic test systems in the Amur region 
of Russia are analyzed. Special attention is paid to the comparative advantages and limitations of 
different molecular diagnostic methods, such as classical and quantitative PCR, isothermal ampli-
fication methods (RPA, LAMP, NASBA, RCA) and combined approaches (CRISPR/Cas systems). 
PCR technology provides rapid and accurate results but requires laboratory conditions, while iso-
thermal methods offer the possibility of field diagnostics but require more complex primer design. 
The prospect of using isothermal methods (LAMP, RPA), as well as CRISPR/Cas, is explored 
due to their high specificity and sensitivity. The described methods provide an opportunity to sig-
nificantly improve the accuracy and speed of diagnostics, which is critical for timely adoption of 
soybean protection measures. Key directions for further research are identified, including the need 
for full genomic sequencing of local strains and the development of specific molecular markers to 
improve the efficiency of phytopathogen diagnostics.
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Введение. Грибные инфекции сои 
способны значительно снизить урожай-
ность и качественные характеристики 
семян инфицированных растений, что, 
как следствие, приводит к серьезным эко-
номическим потерям, снижая рентабель-
ность производства данной культуры. 
Грибы повреждают как надземные, так и 
подземные части растения, вызывая заг-
нивание корней, пожелтение и усыхание 
листьев. Вследствие этого соя становится 
более уязвимой к стрессовым условиям, 
таким как нехватка воды или питатель-
ных веществ, что дополнительно ухудша-
ет ее здоровье и продуктивность. Кроме 
того, некоторые грибные патогены могут 
выделять токсичные вещества, что мо-
жет повлиять на безопасность конечно-
го продукта и вызвать проблемы для его 
применения в пищевой промышленно-
сти. Согласно зарубежным исследовани-
ям, в регионах, где было зафиксировано 
распространение грибных заболеваний, 
наблюдался экономический ущерб про-
изводству сои, исчисляемый десятками 
миллиардов долларов [1–3].

В России грибные патогены встреча-
ются повсеместно в местах выращивания 
сои – от западных регионов до Дальнего 
Востока, в том числе Приморского края и 
Амурской области [4, 5].

К основным грибным инфекциям в 
Амурской области относятся септориоз 
(Septoria glycines T. Hemmi. Syn.), цер-
коспороз (Cercospora sojina Hara), пур-
пурный церкоспороз (Cercospora kikuchii 

(Matsuet Tomoyasu) Yardn) и фузариоз 
(Fusarium solani (Mart.) Sacc.) [6].

Распространение грибных болезней 
сои представляет собой сложный процесс, 
который начинается с заражения расте-
ний патогенными грибами через споры, 
переносимые ветром, дождем или насеко-
мыми. Внешние факторы, такие как влаж-
ность, температура, устойчивость сорта и 
способы возделывания, играют ключевую 
роль в развитии инфекций. Патогены мо-
гут проникать в растения через естествен-
ные отверстия или повреждения листьев и 
корней. После заражения грибные инфек-
ции начинают размножаться, что приво-
дит к образованию колоний и выделению 
токсинов, способных разрушать клеточ-
ные структуры сои. Патогены также мо-
гут сохраняться в остатках растений или 
в почве в виде мицелия или спор, что спо-
собствует их дальнейшему распростране-
нию в последующих сезонах [7].

Септориоз – заболевание, вызыва-
емое грибами рода Septoria, поражает в 
основном листья и бобы. Он проявляется 
в виде коричневых пятен, напоминающих 
ржавчину, на листьях растений, в связи с 
чем уменьшается их фотосинтезирующая 
площадь, что снижает общую продуктив-
ность растения. При сильном поражении 
листья могут желтеть и опадать, что при-
водит к ухудшению качества и количества 
урожая [8, 9].

Церкоспороз, который вызывается 
грибами Cercospora sojina Hara, проявля-
ется в виде мелких темно-коричневых пя-
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тен, располагающихся на листьях расте-
ния. Пятна имеют характерную овальную 
форму и могут увеличиваться в размере, 
что приводит к потере площади фото-
синтеза. Заболевание может существенно 
снизить урожайность семян, поскольку 
пораженные листья желтеют и преждев-
ременно опадают. Также под действием 
патогена может происходить ухудшение 
качества семян, так как они снижают це-
лостность и прочность семенной оболоч-
ки; в ходе нарушения барьерной функции 
семена могут быть подвержены другим 
заболеваниям. Отмечается, что патоген 
способен сохраняться в почве на остатках 
пораженных растений до двух лет, что де-
монстрирует его высокую жизнеспособ-
ность и значительно затрудняет борьбу с 
ним с помощью севооборота и обработки 
почвы [10–12].

Пурпурный церкоспороз, вызывае-
мый патогеном Cercospora kikuchii, как и 
предыдущие патогены, поражает листья 
растений, что, в свою очередь, приводит 
к их преждевременному опаданию и зна-
чительному снижению продуктивности. 
Внешние проявления болезни характери-
зуются появлением пятен фиолетового и 
темно-коричневого цветов на листьях, что 
может уменьшить фотосинтетическую 
активность. Пораженные семена часто 
окрашиваются в темно-фиолетовый цвет, 
что обусловлено действием церкоспори-
на – токсина, вырабатываемого грибом. 
Церкоспорин может также нарушать фи-
зиологические процессы в растении, уве-
личивая восприимчивость к другим забо-
леваниям и стрессовым условиям [13, 14].

Фузариоз – болезнь, проявляющая-
ся в виде пожелтения и увядания листьев, 
гниения корней и стеблей, выделения ка-
пель влаги (экссудата) на поверхности 
побегов, а также образования розовато-
го или белого налета, что указывает на 
спороношение гриба. Вызывается гри-
бом рода Fusarium, который легко рас-
пространяется через зараженные семена, 
почву и остатки растений. Помимо проче-
го, он способен продуцировать опасные 
метаболиты в семенах зерновых культур, 
такие как зеараленон и деоксиниваленол, 
которые представляют собой микотокси-
ны, вызывающие серьезные последствия 
как у животных, так и у человека при по-
едании [15, 16].

Традиционные методы диагностики 
фитопатогенов сои включают визуальную 
оценку, микроскопическое исследование, 
выделение изолятов патогена на питатель-
ных средах и серологические тесты. Ви-
зуальная инспекция предполагает осмотр 
растений на наличие видимых симптомов 
заболеваний, таких как пятна на листьях 
или увядание. Микроскопия позволяет 
изучить структуру патогенов, однако тре-
бует высокого уровня квалификации. Изо-
ляция подразумевает выделение патогена 
из пораженных тканей, что может занять 
значительное время и требует специаль-
ного оборудования. Серологические те-
сты основаны на реакции антител к спец-
ифическим антигенам патогенов, что дает 
возможность быстрой и точной идентифи-
кации, но тесты могут быть дорогостоящи-
ми. Данные способы обеспечивают раннее 
обнаружение патогенов, однако они могут 
быть трудоемкими и требуют значитель-
ных ресурсов и опыта специалистов, что 
зачастую делает диагностику медленной и 
сложной.

К современным методам можно от-
нести применение классической и коли-
чественной ПЦР. Уже сейчас разработан 
и апробирован набор олигонуклеотидов 
для диагностики фитопатогенных грибов 
C. sojina, C. kikuchii, F. solani, S. glycines. 
Для детекции использовались ядерные, 
митохондриальные и ITS локусы, кото-
рые позволяли дифференцировать даже 
C. sojina и C. kikuchii. Аналогично для 
F. solani и S. glycines созданы диагности-
ческие наборы для детекции этих фито-
патогенных грибов [17]. Применимость 
результатов мировых исследовательских 
групп в диагностике и идентификации 
амурских штаммов еще предстоит выяс-
нить в ходе длительного тестирования. 
По всей видимости, наибольшую труд-
ность вызовет апробация данных резуль-
татов на амурских штаммах S. glycines. 
В случае получения отрицательных ре-
зультатов будет иметься необходимость 
в полногеномном секвенировании штам-
мов из амурских коллекций.

В рамках детекции фитопатогенных 
грибов исследователи уже давно рассма-
тривают современные молекулярно-гене-
тические технологии для их идентифика-
ции. Уже сейчас для целого ряда грибов 
разработаны и созданы современные мо-
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лекулярно-генетические методы, которые 
включают рутинную ПЦР, дорогостоя-
щее секвенирование нового поколения, 
ДНК-зонды, микрочипы и даже экспери-
ментальные стратегии использования изо-
термических амплификаций [18].

Целью работы является обзор ге-
номных данных грибов C. sojina, C. kikuchii, 
F. solani и S. glycines, а также возмож-
ность использования соответствующих 
результатов для создания современных 
диагностических тест-систем в целях 
идентификации представленных грибов в 
Амурской области.

Геномика Cercospora sojina, 
Cercospora kikuchii, Septoria glycines и 
Fusarium solani сои. В базе данных NCBI 
содержится информация о геномных 
сборках, аннотированных генах или о по-
следовательностях ДНК. Для всех пред-
ставленных в данной работе грибов, за ис-
ключением S. glycines, имеются геномные 
сборки и аннотированные гены (табл. 1).

Представленная в качестве рефе-
ренсного генома для C. sojina сборка 
"ASM2449921v1", полученная исследо-
вателями из Аргентины, является об-
разцовой и может использоваться для 
сравнения с амурскими штаммами, параз-
итирующими на сое, так как источником 
выделения ее являлись листья сои. Одна-
ко географическая удаленность региона, 
откуда был получен данный штамм, мо-
жет являться причиной большого коли-
чества генетических полиморфизмов, от-
личных от C. sojina в Амурской области.

С учетом географического разноо-
бразия и полноты геномной сборки наи-
более подходящим для решения задач де-
текции и идентификации подходит сборка 
"ASM429982v1", так как образцами для 
ее получения послужили штаммы из ге-
ографически близкого региона Цзямусы 
в Китае (рис. 1). Другая геномная сборка 
"ASM253473v1" имеет менее конкрети-
зированную локализацию из провинции 
Хэйлунцзян, что также географически 
близко к Амурской области. Кроме того, 
образцы были взяты с полей, а не из эта-
лонных коллекций. Тем не менее целью 
данного исследования было изучение ге-
нов, вовлеченных в патогенетические ме-
ханизмы. Первичные данные, полученные 
в данном исследовании, имеют глубокое 
покрытие, но у исследователей не было 

цели достраивать геном. Возможно, пред-
ставленные контиги могут пригодиться 
другим исследователям, которые смогут 
заниматься сборкой своих образцов, опи-
раясь на эти данные [19, 20].

Другие же геномные сборки явля-
ются устаревшими, получены до 2018 г. 
включительно, имеют малую длину, не-
достаточный уровень готовности и уда-
ленное географическое происхождение. К 
тому же цели и задачи у исследователей 
состояли не в получении полногеномной 
последовательности. Например, один из 
самых первых полученных результатов – 
это частичная сборка контигов размером 
более 60 кб, которые использовались для 
разработки 135 маркеров SNP [21].

Недостатками использования геном-
ных сборок на C. kikuchii для создания 
молекулярно-генетических систем диа-
гностики является то, что в базе данных 
не представлено результатов на уровне 
«завершено», что может внести затруд-
нения в работу. Также используемые 
образцы для секвенирования имеют гео-
графически удаленное расположение от 
Амурской области. Однако референсная 
сборка была получена из коллекции Япон-
ского международного исследовательско-
го центра сельскохозяйственных наук и 
имеет местное происхождение, что гео-
графически роднит C. kikuchii из Японии 
с амурскими штаммами. Несмотря на то, 
что референсный геном получен с геогра-
фически близких штаммов, сама геномная 
сборка находится на уровне контигов, что 
может внести некоторые неудобства в ра-
боту с такими данными. Оставшиеся две 
геномные сборки были созданы на осно-
ве штаммов из США и Аргентины. Они 
были собраны до уровня «скаффолдов», 
но их удаленность от Дальнего Востока 
и Амурской области делает такие сбор-
ки малопригодными для использования в 
создании систем ПЦР детекции [22].

Анализ геномных данных для 
Fusarium solani осложняется тем, что все 
имеющиеся на данный момент сборки 
были получены из грибов, хозяином кото-
рых не являлась соя. Помимо того, любая 
работа будет усложняться географической 
удаленностью штаммов, геномы которых 
были секвенированы. То есть в данном 
случае можно столкнуться с проблемой, 
что географически удаленные штаммы, 
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Таблица 1 – Геномные сборки для модельных представителей фитопатогенов
Table 1 – Genomic assemblies for model representatives of phytopathogens

Id геномной 
сборки

Уровень 
сборки/длина 

сборки, Мб
Дата 

публикации
Технология 

секвенирования/
метод сборки

Глубина 
покрытия

Географическое 
расположение

C. sojina

ASM2449921v1 завершено/40,1 август,
2022 г.

Illumina/
GATK v. 4.1.0.0 150,0×

Аргентина: 
Венадо Туэрто, 

Санта-Фе

ASM429982v1 завершено/40,1 февраль, 
2019 г.

PacBio RSII/
SMRT Link v. v5.0.1 150,0× Китай: Цзямусы

ASM253473v1 контиг/40,8 октябрь, 
2017 г. PacBio/Canu 120,0×

Китай:
Хэйлунцзян 

(образец с поля)

ASM343510v1 скаффолд/31,1 август,
2018 г.

Illumina; PacBio/
SPAdes v. 3.1 600,0× США: Арканзас

ASM208428v1 контиг/29,9 апрель,
2017 г.

Illumina GA IIx/
Velvet v. 0.7 239,0× США: Джорджия 

(образец с поля)

ASM215069v1 скаффолд/15,5 май,
2017 г.

Illumina/CLC 
Genomics v. 7.5.1 354,0× США: 

Миссисипи
C. kikuchii

Ck_assembly01 контиг/34,4 июль,
2021 г.

PacBio RSII/
canu v. 1.9 100,0× Япония: 

Кагосима

UBA_Ckiku_1.0 скаффолд/33,2 октябрь, 
2019 г.

Illumina
NovaSeq/Celera 
Assembler v. 8.3

196,0×
Аргентина:
Сан-Педро, 

Буэнос-Айрес

ASM535685v1 скаффолд/33,2 май,
2019 г.

IonTorrent/
SPAdes v. 3.2.1 42,0× США: Индиана

Fusarium solani

NDSU_Fsol_1.0 контиг/59,4 май,
2022 г.

Oxford Nanopore 
MinION/

NECAT v. 0.0.1
225,0×

США:
округ Уилкин, 

штат Миннесота

ASM4043682v1 контиг/66,6 июль,
2024 г.

Illumina NovaSeq; 
PacBio Sequel/

HiFiasm v. 0.17.4-r455
31,0× Китай: Гуйчжоу

ASM3308537v1 контиг/52,4 октябрь, 
2023 г.

PacBio/
FALCON v. 0.3.0 89,0× Китай: Гуанчжоу

ASM3577295v1 контиг/55,2 ноябрь,
2020 г.

Illumina HiSeq; 
PacBio Sequel/

SOAPdenovo v. 2.04; 
SSPACE v. 3.0

99,0× Китай: Гуйчжоу

ASM3001412v1 контиг/66,6 май,
2023 г.

PacBio RSII;
Illumina HiSeq/

FALCON v. 1.2.4; 
SPAdes v. 3.15.4

100,0× Китай: Чанша

ASM221590v1 контиг/45,8 июль,
2017 г.

PacBio; Illumina HiSeq/
SOAPdenovo v. 2.04 460,0× Южная Корея
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к тому же эволюционно приспособив-
шиеся к разным хозяевам, могут иметь 
различные механизмы вирулентности, а 
также минорные отличия в областях ге-
нома, которые могут быть использованы 
как для оценки вирулентности, так и для 
идентификации [23]. В нынешних усло-
виях вопрос генетической изменчивости 
фитопатогенных грибов в зависимости от 
хозяина и разных ареалов обитания явля-
ется еще малоизученным, и в контексте 
изучения амурских штаммов данного фи-
топатогена придется учитывать подобные 
особенности при создании идентификаци-
онных тест-систем.

Для S. glycines не имеется аннотиро-
ванных генов или геномных сборок. В на-
личии один проект "PRJNA764246", пред-
ставленный 95 файлами SRA (Sequence 
Read Archive) из раздела с первичными 
данными секвенирования и 53 последова-
тельностями ДНК из раздела "Nucleotide".  
Однако этот проект нельзя воспринимать 
как достоверный источник информации о 
геноме S. glycines, так как его изначальная 
задача состояла в оценке микобиомного 

сообщества на сое в процессе использо-
вания фунгицидов. Помимо инокулиро-
ванного S. Glycines, в тех образцах также 
находились и другие фитопатогенные гри-
бы [24]. На данный момент единственным 
релевантным источником информации о 
ДНК-последовательности S. Glycines яв-
ляются данные из раздела "Nucleotide". 
Указанный раздел содержит информацию 
о первичной последовательности генов, 
отвечающих за синтез протеинов, встро-
енных в дыхательную цепь (нативные ци-
тохромы и мутантные виды) [25], струк-
турных компонентов цитоскелета (актин, 
бета-тубулин), а также различных фраг-
ментах рРНК и кальмодулина [26].

Все представленные последова-
тельности, ввиду своего эволюционного 
консерватизма, а также одновременно и 
ряду генетических полиморфизмов, могут 
служить удобными мишенями для про-
ведения дифференциально-диагностиче-
ских исследований. Впрочем, отсутствие 
представлений о геноме может составить 
проблему при проведении подобного рода 
экспериментов.

Продолжение таблицы 1 (continuation of table 1)

Id геномной 
сборки

Уровень 
сборки/длина 

сборки, Мб
Дата 

публикации
Технология 

секвенирования/
метод сборки

Глубина 
покрытия

Географическое 
расположение

ASM1932001v1 контиг/51,8 июль,
2021 г.

PacBio RSII;
Illumina HiSeq/

SOAPdenovo v. 2.04
430,0× Китай: Фуцзянь

IISc_Fs_1.0 контиг/48,7 май,
2020 г.

Illumina NextSeq; 
Oxford Nanopore 
MinION/Newbler

v. MAY-2018
175,6× Индия: 

Карнатака

Fusarium solani 
Karbala-1 скаффолд/51,6 июль,

2022 г.
Illumina HiSeq/
Velvet v. 1.2.10 20,0× Ирак

F_sol_A01-1 скаффолд/54,7 январь,
2023 г.

Illumina MiSeq/
SPAdes v. 3.15.4 34,7× США: 

Калифорния

F2 скаффолд/55,2 март,
2023 г.

DNBSEQ/
SOAPdenovo v. 2.04 100,0× Китай: Юньнань, 

Вэньшань

ASM2757464v1 скаффолд/53,8 январь,
2023 г.

Illumina NovaSeq/
SOAPdenovo v. 2.04; 

SPAdes v. 3.13.0; 
ABySS v. 2.1.5

100,0× Китай: Пекин

Fusso1 контиг/52,9 ноябрь,
2021 г.

PacBio RSII/
Falcon v. 0.7.3 96,9× нет данных

Примечания: 1. Геномные сборки представлены в порядке их размещения в базе NCBI.
                        2. Полужирным шрифтом выделены геномные сборки, доступные в данное
                        время в качестве RefSeq (справочных) геномов данного вида.
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Рисунок 1 – Географическое расположение фитопатогенов,
геномы которых были собраны

Figure 1 – Geographical location of phytopathogens
from which genome assemblies were obtained

Перспективы интеграции моле-
кулярно-генетической идентификации 
возбудителей церкоспороза, пурпурно-
го церкоспороза, фузариоза и септорио-
за. Учитывая накопившийся объем знаний 
о факторах вирулентности фитопатоген-
ных грибов и последовательностях, ко-
дирующих их, появляются перспективы 
интеграции этих данных в технологии 
молекулярно-генетических идентифика-
ций. Наличие геномных данных высокого 
качества позволит создавать специфиче-
ские олигонуклеотиды (праймеры, зонды, 
гРНК) для качественной детекции того 
или иного фитопатогена. Учитывая до-
ступность геномных данных, близких по 
географическому расположению с Даль-
ним Востоком России, можно будет ис-
пользовать открытые сборки либо для соз-
дания специфичных олигонуклеотидов, 
либо для использования этих результатов 
в качестве референса при секвенировании 
местных штаммов. Собственные генетиче-
ские данные позволят упростить создание 
набора олигонуклеотидов для детекции.

На текущий период времени для 
создания диагностического набора с ис-

пользованием молекулярно-генетических 
технологий удобнее будет работать с от-
крытыми геномными данными по C. sojina. 
Региональная близость анализируемого 
штамма, одинаковый хозяин (соя) и обилие 
геномных сборок в статусе «завершено» 
позволят довольно быстро подобрать необ-
ходимое количество нуклеотидов как для 
классической ПЦР, так и для более совре-
менных технологий, таких как изотермиче-
ские амплификации.

Геномные данные по C. kikuchii и 
F. solani могут создать ряд трудностей, 
ввиду незаконченности сборок, удален-
ности мест изъятия штаммов и даже на-
личия других хозяев. Это может приве-
сти к получению ложноположительных 
результатов. Больше всего трудностей 
может возникнуть при проведении по-
добных работ для S. glycines, в связи с 
отсутствием геномных сборок и возмож-
ностью использования данных только из 
«nucleotide». Гипотетически использова-
ние локусов, кодирующих различные эво-
люционно-консервативные белки (актин, 
тубулин, кальмодулин), а также некото-
рые рРНК, позволит создать достаточно 
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специфичный набор олигонуклеотидов 
для классической ПЦР.

Но использование таких последова-
тельностей будет сопряжено с большой 
работой по нивелированию нецелевого 
эффекта для достижения достаточной се-
лективности к желаемой матрице. К тому 
же такие условия потребуют дополни-
тельной работы, чтобы набор позволял 
дифференцировать S. glycines от других 
организмов в случае забора материала с 
полей. Такие универсальные для многих 
грибов ДНК-последовательности явно бу-
дут непригодны для работы с технологией 
изотермической амплификации, ввиду ве-
роятности гибридизации с другими гриба-
ми, что затруднит идентификацию.

Для решения этой проблемы необ-
ходимо полногеномное секвенирование 
амурских штаммов, а затем поиск основ-
ных факторов вирулентности, которые 
зачастую являются уникальными для ка-
ких-либо фитопатогенов, специальных об-
ластей внутри ITS (внутренний транскри-
бируемый спейсер), фрагментов в рРНК 
или других конститутивных генов [27].

Изотермические амплификации и 
их модификации в молекулярно-генети-
ческой диагностике. Использование RPA 
для диагностики фитопатогенов. RPA 
(Recombinase polymerase amplification или 
рекомбиназная полимеразная амплифи-
кация) – это высокочувствительный и се-
лективный изотермический метод ампли-
фикации, применяемый в изотермических 
условиях (при температуре 37–42 оС). Та-
кие низкие температуры в данной техни-
ке обоснованы тем, что отжиг праймеров 
происходит не из-за температурного фак-
тора, а ферментативно, посредством фер-
мента рекомбиназа. Еще одной из особен-
ностей RPA является длина праймеров, 
которая обычно составляет 30–35 нукле-
отидов (есть отдельные свидетельства о 
45 нуклеотидов). Также иногда исполь-
зуются праймеры с длиной для классиче-
ской ПЦР [28]. Олигонуклеотиды длин-
нее 35 оснований зачастую приводят к 
повышению вероятности образования 
вторичных структур и шпилек, в то вре-
мя как слишком короткие праймеры ве-
дут к низкой селективности с матрицей в 
изотермических условиях [29, 30].

Технология RPA уже успешно апро-
бирована на грибах рода Phytophthora. Ис-

следователи сообщают о высокой специ-
фичности метода RPA для идентификации 
патогенных грибов в образцах растений, 
но отмечалась низкая чувствительность. 
Немаловажным остается факт примене-
ния этой технологии в полевых условиях, 
что обусловлено отсутствием требований 
к дорогостоящему лабораторному обору-
дованию (амплификатор) и низкому тем-
пературному оптимуму [31].

Данная диагностическая техника яв-
ляется весьма удобной и предпочтитель-
ной для адаптации ее к идентификации 
фитопатогенных грибов, описываемых 
в данной статье. Низкий температурный 
оптимум и незначительная погрешность 
при контаминации дают возможность ис-
пользования в полевых условиях. Однако 
получение реактивов для проведения дан-
ной амплификации затруднено ввиду ло-
гистических проблем. Они вызваны тем, 
что компания TwistDx™, которая занима-
ется производством реагентов для RPA, не 
поставляет их на территорию России.

LAMP (Loop‐mediated isothermal 
amplification или петлевая изотермиче-
ская амплификация) – это высокоспеци-
фичный метод амплификации нуклеино-
вых кислот, при котором набор из четырех 
или шести различных праймеров связы-
вается с шестью или восемью различны-
ми областями целевого гена. Этот набор 
праймеров состоит из двух внешних прай-
меров (F3 и B3), двух внутренних прай-
меров (прямой внутренний праймер (FIP) 
и обратный внутренний праймер (BIP)) и 
двух петлевых праймеров (LF и LB) [32].

Данная технология и ее модифика-
ции (мультиплексная, количественная и 
другие) уже активно используются для 
полевой диагностики фитопатогенных 
грибов сельскохозяйственных культур. 
Например, для детекции фитопатоген-
ных грибов пшеницы уже имеются по-
ложительные результаты. Детекция ре-
зультатов LAMP в реальном времени, с 
помощью портативных амплификаторов, 
предоставляет возможность для проведе-
ния анализов в полевых условиях [33, 34].

LAMP активно тестируется для опре-
деления грибов рода Phytophthora на зем-
ляничных полях. Были сделаны выводы, 
что LAMP был наиболее чувствительным 
анализом из протестированных методов, 
будучи в 10 раз более чувствительным, 
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чем гнездовая ПЦР, и в 100 раз – по срав-
нению с ПЦР в реальном времени [35].

Есть опыт применения этой изотер-
мической техники для дифференциации 
грибов Fusarium oxysporum и Fusarium 
commune на примере корневищ лотоса 
(Nelumbo nucifera). В качестве дополни-
тельного контроля использовались образ-
цы F. solani. Был достигнут положитель-
ный результат, позволяющий определять 
конкретный вид. При доработке уже пред-
ставленных олигонуклеотидов возможно 
получится создать подобный комплект 
для определения F. solani [36].

Проведение данной методики сопря-
жено с рядом трудностей. В первую оче-
редь, сложной задачей является дизайн и 
конструкция пар праймеров. Это доста-
точно сложная и нетривиальная задача, 
которая сильно отличается от конструк-
ции олигонуклеотидов для классической 
ПЦР. Несмотря на то, что для дизайна 
праймеров к LAMP имеется специализи-
рованное программное обеспечение [37], 
как и для классической ПЦР, работа с ним 
имеет ряд трудностей и проблем, которые 
не позволяют интуитивно решить эту за-
дачу. Помимо этого, в проведении LAMP 
имеется вероятность получения ложнопо-
ложительных результатов из-за возможно-
сти гибридизации праймеров с нецелевой 
матрицей и даже друг с другом с образова-
нием вторичных димеров [38, 39].

Учитывая доступность реактивов, 
обилие экспериментального опыта и дан-
ных по диагностике наиболее важных 
фитопатогенных грибов, а также техниче-
скую возможность к полевой реализации 
данной технологии, эта изотермическая 
техника и ее модификации выглядят наи-
более перспективными для применения в 
Амурской области. Это позволит детек-
тировать C. sojina, C. kikuchii, S. glycine и 
F. solani в полевых условиях. Дополнение 
имеющихся геномных сборок в базе дан-
ных NCBI результатами секвенирования 
амурских штаммов даст возможность бы-
стрее создать корректный набор прайме-
ров для проведения LAMP.

NASBA (Nucleic Acid Sequence-Based 
Amplification) – один из молекулярно-био-
логических методов изотермической ам-
плификации нуклеиновых кислот, в част-
ности РНК, также имеющий модификации 
и для амплификации на основе ДНК. Суть 

метода состоит в образовании дуплекса 
кДНК:РНК путем гибридизации с целе-
вой РНК комплементарного ДНК-прай-
мера (прямого), лигированного с Т7-про-
мотором, в котором далее посредством 
активности РНКазы Н идет разрушение 
РНК-цепи и образование второй цепи 
кДНК при помощи отжига ДНК-праймера 
(обратного) без Т7-промотора.

Фрагмент Т7-промотора, располо-
женный на конечной двухцепочечной 
кДНК, служит матрицей для транскрип-
ционной активности ДНК-зависимой 
РНК-полимеразы Т7, приводящей к экспо-
ненциальному накоплению молекул одно-
цепочечной РНК [40]. Реакция проходит 
при постоянной температуре в диапазоне 
40–55 оС. Детекция целевой нуклеиновой 
кислоты осуществляется по относитель-
ной флуоресценции, возникающей при 
гибридизации амплифицированной РНК с 
флуоресцентным зондом [41].

С практической точки зрения, дан-
ный метод является эффективным спосо-
бом индикации и идентификации патогена 
в объекте in situ, когда степень поражения 
напрямую коррелирует с количеством 
патогенной РНК [42] или когда патоген 
является непосредственно РНК-содержа-
щим [43].

В сельском хозяйстве, в частности 
при диагностике фитопатогенов вирус-
ной и бактериальной природы, NASBA 
пока не обладает широкой распростра-
ненностью из-за продолжительного и тру-
дозатратного процесса предподготовки 
и осуществления гибридизации. Из всех 
предложенных научным сообществом 
протоколов действительно быстрым мож-
но считать идентификацию вируса цитру-
совых Xanthomonas citri, предложенную в 
работе [43]. Также использование метода 
NASBA было апробировано при диагно-
стике фитопатогенов яблони – вироида 
рубцов на коже яблока (ASSVd) [44], ви-
руса ямчатости древесины яблони [45]; 
картофеля – вируса Y картофеля, Fusarium 
poae и Ralstonia solanacearum [46], а также 
других культур [47].

Эффективность данного метода де-
текции в полевых условиях зависит преи-
мущественно от целесообразности и быст-
родействия выбранного способа детекции 
амплифицированных нуклеиновых кис-
лот. В контексте данной проблематики 
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приоритет в разработке отдается не исклю-
чительно оптимизации протокола самой 
амплификации, как в случае с LAMP или 
RPA, а эффективному сочетанию NASBA 
с другими методами детекции, будь то 
гибридизационный зонд или более совер-
шенная диагностическая система, осно-
ванная на флуоресценции имеющихся в 
нуклеиновой смеси репортеров (коротких 
олигонуклеотидов с флуоресцентной мет-
кой и гасителем на разных его концах), 
дающих свечение при активации эндону-
клеазной активности CRISPR/Cas-систем 
вместе с их направляющими ДНК/РНК.

По сравнению с аналогичными ме-
тодами амплификации, использующи-
ми в качестве матрицы РНК (например, 
ОТ-ПЦР, RT-LAMP), метод NASBA не 
уступает по пороговой чувствительности 
(LOD, limit of detection) только ОТ-ПЦР. 
Однако чувствительность детекции в це-
лом преимущественно зависит от качества 
подбора праймеров, оптимизации состава 
реакционной смеси и лишь, в конечном 
итоге, – от производительности самого 
метода [48].

В контексте практического примене-
ния NASBA для диагностики фитопатоге-
нов сои грибной природы в Амурской об-
ласти авторы считают его обоснованным в 
тех случаях, когда для диагностики важно 
количественное определение фитопатоге-
на in situ в зараженных культурах, то есть, 
когда количественная оценка присутствия 
генетического материала (РНК) будет 
прямо коррелировать со степенью грибно-
го поражения.

RCA (Rolling Circle Amplification). 
Среди методов изотермической ампли-
фикации является наименее популярным 
в диагностической практике. Суть метода 
состоит в амплификации длинного одно-
цепочечного фрагмента ДНК на матрице 
кольцевой ДНК с использованием поли-
меразы phi29 со свойством смещения цепи 
(strand displacement) [49].

Данный метод был успешно апроби-
рован как в ряде работ по диагностике ин-
фекций, вызванных грибами и бактериями 
родов Trichophyton, Candida, Aspergillus, 
Scedosporium и Streptococcus в клиниче-
ской практике [50–52], так и в сельском 
хозяйстве на примере диагностики грибов 
Neofabraea и Fusarium [53, 54].

Система SHERLOCK. Двухкомпо-
нентная тест-система, основанная на соче-
тании RPA с CRISPR/Cas12a, для диагно-
стики грибов рода Alternaria [55]. Авторы 
заявляют о хорошей чувствительности 
метода, который позволяет детектировать 
патогенную ДНК без необходимости в до-
рогостоящем оборудовании и трудоемких 
процессах промывки и очистки проб.

Данный метод сохраняет все преи-
мущества изотермических амплификаций 
как в непосредственном осуществлении 
эксперимента, так и при дизайне прайме-
ров. Удобная комбинация RCA с другими 
изотермическими амплификациями и под-
ходами для детекции может служить пер-
спективной основой для будущей диагно-
стики, в том числе и фитопатогенов сои.

CRISPR/Cas. В последнее время од-
ним из наиболее перспективных способов 
количественной оценки амплифицирован-
ного генетического материала в образцах 
бактериальных, грибных и других культур  
стало использование систем CRISPR/Cas9, 
Сas12a/b или Cas13a и направляющих 
(гидовых) гРНК (в зарубежной литерату-
ре используется термин crRNA, CRISPR 
RNA) [56] в тандеме с изотермическими 
амплификациями LAMP [57], RPA [58], 
NASBA [59].

Как описывалось ранее, последние 
проявляют свою нуклеазную активность 
при гибридизации гРНК с комплемен-
тарным спейсерным участком, находя-
щимся на целевом локусе (ампликоне), в 
результате чего Cas-белок связывается со 
вторичной структурой, находящейся на 
гРНК, что приводит к knock-out/knock-off 
(выключению) гена по одному из PAM-мо-
тивов (Protospacer Adjacent Motif), специ-
фичному для данного белка. После акти-
вации Cas-белок начинает «нарезать» все 
имеющиеся в смеси нуклеотиды, одними 
из которых, кроме целевого дуплекса, яв-
ляются так называемые репортеры – ко-
роткие однонуклеотидные фрагменты, на 
концах которых присутствуют «гаситель» 
и «флуорофор», в результате чего появля-
ется флуоресценция в разных спектрах, 
в зависимости от выбранного красителя, 
которую можно инструментально фикси-
ровать с использованием амплификаторов 
с детекцией в режиме реального времени 
(количественно) или трансиллюминатора 
(качественно).
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У данных систем есть ряд преиму-
ществ. Во-первых, они имеют двухуров-
невый контроль специфичности, то есть 
при амплификации неспецифических про-
дуктов (при использовании LAMP) или 
при недостаточной чувствительности де-
текции при малом количестве копий гена 
на первом этапе (при использовании RPA) 
детекция с использованием таких систем 
может компенсировать это за счет более 
специфичной гибридизации гРНК с ам-
пликоном. Во-вторых, не для всех видов 
изотермической амплификации пригодно 
использование интеркалирующих краси-
телей, как, например, для NASBA (нака-
пливается одноцепочечная РНК/ДНК), 
что делает данную систему более удобной 
в сравнении с классическими методами 
гибридизационных проб, где требуются 
значительные трудозатраты на подготов-
ку и дизайн эксперимента.

В диагностике фитопатогенов сои 
уже имеется опыт использования комби-
нации различных изотермических ампли-
фикаций с CRISPR/Cas-системами для 
диагностики грибов рода Diaporthe (RPA 
и CRISPR/Cas12a) [60, 61], грибоподоб-
ных протистов рода Phytophthora (RPA и 
CRISPR/Cas12a, PCR и CRISPR/Cas12a, 
LAMP и CRISPR/Cas12a) [62, 63], что де-
лает выбор данной стратегии для диагно-
стики грибов C. sojina, C. kikuchii, F. solani  
в полевых условиях одной из наиболее 
удобных и перспективных для Амурской 
области и России в целом.

ДНК-микрочипы. Кроме классиче-
ских методов амплификации и новых ме-
тодов изотермической амплификации, в 
диагностике фитопатогенов существуют 
так называемые ДНК/РНК-микрочипы, 
являющиеся основой микроэррей-ана-
лиза. Суть метода состоит в размещении 
на чипе (с кремниевой или гидрогелевой 
подложкой) коротких, меченных краси-
телями зондов (олигонуклеотидов кДНК 
или кРНК), способных гибридизироваться 
с целевой ДНК/РНК и испускать свечение, 
детектируемое оборудованием [64].

Данный метод не требует наличия 
специфического оборудования, однако 
нуждается в дорогостоящем изготовле-
нии микрочипов для анализа на заказ, а 
также в трудоемком дизайне кДНК-зон-
дов. Несмотря на это, он является высоко-
производительным, поскольку способен 

детектировать от нескольких десятков до 
нескольких миллионов различных локу-
сов в исследуемой ДНК [65]. Такая черта 
является наиболее важной при потоковом 
скрининге, поскольку таким образом мож-
но покрыть всю панель фитопатогенов, 
свойственную для той или иной культуры, 
особенно в тех случаях, когда нам неиз-
вестна этиология инфекции и потенциаль-
ный ее возбудитель.

В сельскохозяйственной практике 
ДНК-микрочипы используются для детек-
ции бактериальной и вирусной инфекции 
у риса [66], вирусной и вироидной ин-
фекции у томата [67], а также в качестве 
универсальной диагностической микро-
чип-панели для диагностики наиболее 
распространенных возбудителей вирус-
ной инфекции у сои, огурца, табака, горо-
ха, цуккини, дыни и других культур [68].

ДНК- и РНК-секвенирование. Не-
маловажным и в то же время часто вы-
ходящим за рамки простой диагностики 
фитопатогенов в сельскохозяйственных 
культурах является классический метод 
метагеномного профилирования пора-
женных культур с использованием техно-
логии высокопроизводительного ДНК- и 
РНК-секвенирования. Поскольку иденти-
фикация фитопатогенов данным методом 
основывается на прочтении всех нуклеи-
новых последовательностей в имеющемся 
материале, он позволяет генотипировать и 
фенотипировать фитопатогены без апри-
орного знания об этиологии инфекции и 
ее возбудителе, а также исследовать ме-
тагеномное разнообразие и даже послед-
ствия поражения культуры, выраженные в 
измененной экспрессии генов самого рас-
тения [69]. Также данный метод раскры-
вает свою актуальность и в том случае, 
когда затруднительно выделение чистой 
нуклеиновой кислоты фитопатогена без 
РНК хоста (хозяина) (например, в случае 
вирусной инфекции) [70]. В биоинформа-
тической практике также существуют го-
товые программные решения-протоколы 
(пайплайны), специально собранные для 
идентификации любых фитопатогенов на 
основе первичных данных РНК-секвени-
рования в любых сельскохозяйственных 
культурах [71, 72].

В рамках сельскохозяйственного 
применения имеется опыт идентификации 
фитопатогенов высокопроизводительным 
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секвенированием у сои [73], нута [74]; то-
мата, дыни, клубники, стручкового перца 
и лимона [75].

Использование данного метода 
идентификации фитопатогенов сои на 
территории России, в том числе Амурской 
области, имеет перспективы не только в 
прикладном аспекте, но в том числе и в 
рамках фундаментальных научных иссле-
дований, а также аннотации фитопатоге-
нетического разнообразия как возбудите-
лей сои, так и других культур.

Заключение. Фитопатогенные гри-
бы, поражающие сою, представляют се-
рьезную угрозу для сельскохозяйственно-
го производства, приводя к значительным 
экономическим потерям. Введение моле-
кулярно-генетических методов диагно-
стики в сельскохозяйственную практику 
предоставляет уникальные возможности 
для точного и быстрого выявления пато-
генов. Рассмотренные подходы дают воз-
можность не только оперативно иденти-
фицировать фитопатогены, но и следить 
за их изменчивостью, что особенно важ-
но в условиях динамично изменяющейся 
экосистемы и растущего давления со сто-
роны изменений климата и человеческой 
деятельности.

Геномика грибных патогенов откры-
вает перспективы для разработки более 
точных и специфичных диагностических 
систем. Информация о генетическом раз-
нообразии и специфических патогенети-
ческих механизмах позволяет корректно 
подбирать генетические маркеры для 

идентификации. Однако текущие ограни-
чения в геномных данных, особенно для 
S. glycines, указывают на необходимость 
дополнительных геномных исследований, 
включая полногеномное секвенирование 
амурских штаммов.

Изотермические методы ампли-
фикации, такие как LAMP и RPA, в со-
четании с системами CRISPR/Cas, пред-
ставляют собой наиболее перспективное 
направление для диагностики грибных 
патогенов сои в полевых условиях. Их 
высокая специфичность и чувствитель-
ность позволяют точно идентифициро-
вать возбудителей даже в ограниченных 
ресурсных условиях, что особенно акту-
ально для удаленных регионов, таких как 
Амурская область.

Внедрение молекулярно-генетиче-
ских методов диагностики несет в себе 
потенциал значительно улучшить управ-
ление заболеваниями сои, повысив уро-
жайность и качество продукции. Это 
требует междисциплинарного подхода, 
включающего совместные усилия гене-
тиков, микробиологов и сельскохозяй-
ственных специалистов, для претворения 
в жизнь этих передовых технологий.

Таким образом, несмотря на текущие 
вызовы и ограничения, рассматриваемые 
подходы открывают новые возможности 
для улучшения диагностики и контроля 
грибных заболеваний сои, которые могут 
стать важным компонентом устойчивого 
сельскохозяйственного производства в 
будущем.
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