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ВВЕДЕНИЕ 
 

В настоящее время проблема защиты растений от болезней по 
прежнему актуальна. По данным ФАО и ООН, потери от воздейст-
вия фитопатогенов составляют в развитых странах 10%, в разви-
вающихся – 20-50%. В России потери до 25% зерновых культур 
вызывают ржавчина, септориозы, мучнистая роса, фузариоз, кор-
невые гнили, болезни зимней гибели. Фитофтороз, альтернариоз, 
вирусные и бактериальные болезни уничтожают 20-30% урожая 
картофеля. Значительны потери урожая риса от пирикуляриоза; 
подсолнечника – от серой и белой гнилей; сахарной свеклы – от 
церкоспороза, ложной мучнистой росы; яблоневых садов – от пар-
ши и мучнистой росы; косточковых культур – от монилиоза [1-3]. 

Пагубное влияние на фитосанитарное состояние сельскохозяй-
ственных растений оказывают многие факторы (рис. 1).  

 

 
Рис. 1. Факторы, влияющие на фитосанитарное состояние 

сельскохозяйственных растений 
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Чтобы не допустить или существенно снизить развитие опасных 
фитосанитарных ситуаций, необходимы: изучение формирования 
патогенных комплексов, влияния антропогенных и климатических 
воздействий при новых технологиях растениеводства, исследова-
ние их действия на иммунные статусы фитоценозов и эпидемиче-
ской опасности новых видов, ввозимых или заносимых из-за рубе-
жа; разработка и внедрение современных технологий мониторинга, 
прогноза и диагностики болезней растений с использованием дос-
тижений научно-технического прогресса; разработка эффективных 
методов профилактики и защиты сельскохозяйственных растений 
от эпидемий: новые пестициды, имунномодуляторы, регуляторы 
роста растений, программы принятия решений по защите растений, 
технологии применения средств защиты, управления защитой рас-
тений и др.  

Требуется организация системы защиты растений, основанная 
на сотрудничестве всех заинтересованных сторон, включающих в 
себя научные учреждения, региональные станции защиты расте-
ний, сельских производителей, для жизнеспособности которой не-
обходимы организационная и финансовая поддержка государства, 
квалифицированные кадры во всех ее составляющих [4]. 

В представленном научно-аналитическом обзоре проанализиро-
ваны характеристики и практические примеры применения техно-
логий диагностики патогенов сельскохозяйственных растений, раз-
работанных и используемых научными и производственными ор-
ганизациями. Подготовленные материалы будут способствовать 
проявлению бóльшего интереса среди сельскохозяйственных про-
изводителей к использованию перспективных технологий диагно-
стики, а следовательно, повышению продуктивности растениевод-
ства, уровня конкурентоспособности отрасли и качества сельскохо-
зяйственной продукции. 
Отзывы и замечания по изданию просьба направлять в ФГБНУ 

«Росинформагротех» по адресу: 141261, Московская обл., Пуш-
кинский р-н, пос. Правдинский, ул. Лесная, 60. Тел.: (495) 993-44-04, 
993-42-92. Факс (496) 531-64-90. E-mail: fgnu@rosinformagrotech.ru 



 5 

1. ОСНОВНЫЕ ВОЗБУДИТЕЛИ БОЛЕЗНЕЙ РАСТЕНИЙ 
 

Болезни сельскохозяйственных растений возникают из-за воз-
действия на них различных микроорганизмов: грибов, бактерий, 
актиномицетов, вирусов, вироидов, фитоплазм. Знание особенно-
стей и оптимальных условий для развития возбудителя болезни 
позволяет своевременно диагностировать возможность его появле-
ния, провести профилактические мероприятия и предотвратить 
опасное распространение. 
Грибы не имеют хлорофилла и требуют для своего питания го-

товые органические вещества, не могут активно поглощать пищу и 
питаются, всасывая питательные вещества из окружающей среды. 
Тело большинства грибов представлено мицелием, состоящим из 
тонких, сильно разветвленных гиф.  

Число видов грибов огромно – по некоторым оценкам, может 
достигать 1,5 млн, подавляющее большинство из них паразитирует 
на растениях. Грибы подразделяются на облигатных паразитов 
(способны жить только на растении, питаясь его соками), факуль-
тативных (живут на мертвом органическом субстрате, но способны 
паразитировать и на растениях), сапрострофов (питаются только 
мертвой органикой) и симбиотрофов (образуют на корнях растений 
микоризу).  

Различаются два способа размножения грибов – вегетативное и 
репродуктивное. Последнее происходит спорами, образующимися 
бесполым и половым путем. Все споры грибов можно разделить на 
две группы – покоящиеся и пропагативные (споры распростране-
ния). К спорам размножения относятся конидии, пикноспоры, зоо-
споры, базидиоспоры, аскоспоры и другие, именно они вызывают 
распространение и развитие болезни.  

Вегетативное размножение патогенов часто происходит при не-
благоприятных условиях развития. Так, при недостатке влаги, пи-
тательных веществ или воздействии других неблагоприятных фак-
торов гриб может образовывать хламидоспоры, геммы, склероции, 
ризоморфы и иные формы для своего сохранения, размножения 
или распространения.  

Чаще всего наличие капельножидкой влаги или относительно 
высокой влажности воздуха является определяющим условием для 
прорастания спор и заражения растений. Оптимальными условия-
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ми для развития большинства грибов является температура 20-25°С 
и кислая среда с низким значением рН. 
Бактерии – самые мелкие клеточные организмы с прокариот-

ным строением клеток. Как и грибы, лишены хлорофилла и ис-
пользуют для своего развития готовые питательные вещества. Раз-
множаются бактерии простым делением материнской клетки на две 
части. При наступлении неблагоприятных условий некоторые пе-
реходят к образованию спор (по одной в бактериальной клетке). 
Споры выдерживают действие высоких и низких температур, ки-
слот, щелочей. По способу питания большинство фитопатогенных 
бактерий относятся к гетеротрофным организмам. Рост бактерий 
обычно начинается при 2-5°С, оптимальной является температура 
20-30°С. Наибольший рост колоний бактерий наблюдается в ней-
тральной и слабощелочной средах (рН 7,0-7,5). 

Различают две группы бактериозов: общее заражение растений, 
при котором поражаются корни или сосудистая система, и местное, 
ограниченное внедрение бактерий в отдельные органы или их час-
ти. Наиболее вредоносны общие бактериозы, так как они приводят 
к гибели растений. По внешним признакам поражения бактериозы 
делятся на гнили, увядание, некрозы, ожоги, наросты. 

Источниками сохранения и распространения бактерий являются 
зараженные семена, посадочный материал, почва, остатки пора-
женных растений, сорняки, насекомые. От растения к растению 
они передаются ветром, дождями, насекомыми, нематодами, чело-
веком. 
Актиномицеты по своей организации и внутреннему строению 

занимают промежуточное положение между грибами и бактерия-
ми. Их вегетативное тело имеет очень тонкий ветвящийся мицелий, 
напоминающий мицелий некоторых грибов. Но в отличие от гри-
бов они прокариоты, как и бактерии. 

Актиномицеты очень широко распространены в почве, что обу-
словливает ее характерный «почвенный» запах. Большинство из 
них – сапротрофы. Размножаются актиномицеты кусочками мице-
лия или спорами, формирующимися на специальных органах – 
спороносцах.  
Вирусы – неклеточные живые организмы, отличающиеся нали-

чием только одного типа нуклеиновой кислоты (РНК или ДНК), 
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отсутствием собственной белоксинтезирующей системы (рибосом) 
и ферментов энергетического обмена. Полностью зависят от хо-
зяина: все вирусы – облигатные паразиты бактерий, растений или 
животных. 

Вирусные частицы (вирионы) состоят из нуклеиновой кислоты 
и белковой оболочки. Нуклеиновая кислота – носитель наследст-
венности и инфекционности. Белковая оболочка защищает нуклеи-
новую кислоту. Все вирусы не могут размножаться, а большинство 
– и длительно сохраняться вне живых клеток. Лучший источник их 
сохранения в зимний период – зимующие вегетативные части за-
раженных растений.  
Вироиды – особый класс патогенов. Это вирусоподобные инфек-

ционные агенты, не имеющие, в отличие от вирусов, характерных 
нуклеопротеидных частиц. Представляют собой низкомолекулярную 
одноцепочную РНК, не обладают антигенной активностью, высоко-
устойчивы к различным химическим и физическим факторам. 
Фитоплазмы – полиморфные прокариотные организмы, содер-

жащие два типа нуклеиновых кислот (РНК и ДНК). Характеризу-
ются высокой чувствительностью к антибиотикам тетрациклино-
вой группы, культивируются на искусственных питательных сре-
дах. Клетки фитоплазм окружены трехслойной элементарной мем-
браной, чем и отличаются от бактерий. Фитоплазмы нарушают 
функцию сосудистой системы растений, что проявляется в задерж-
ке оттока пластических веществ из мест синтеза и в накоплении 
зерен крахмала в хлоропластах. Это приводит к проявлению одного 
из характерных признаков желтух – хлоротичности растений. 

Для фитоплазменных заболеваний также характерно патологи-
ческое развитие генеративных органов. Патогенные фитоплазмы 
сохраняются только в живых тканях растений: клубнях, клубне-
плодах, луковицах, корнях, корневищах. Резерваторами фитоплазм 
могут быть многие сорные растения, например, вьюнок, молочай, 
бодяк. В дикой сорной растительности фитоплазмы могут длитель-
но сохраняться и размножаться. Их переносчиками чаще служат 
цикады, реже – листоблошки. Активные миграции их из природ-
ных очагов на культурные растения способствуют интенсивному 
распространению фитоплазменных инфекций [5]. 
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2. ДИАГНОСТИКА ПАТОГЕНОВ  
СЕЛЬСКОХОЗЯЙСТВЕННЫХ РАСТЕНИЙ 

 
Выбор технологий для диагностики и идентификации фитопато-

генных микроорганизмов зависит от конечной цели исследования 
(определение возбудителя заболевания при поражении растения 
или выявление определенного фитопатогенного объекта в расти-
тельном материале, воздухе, воде или почве), уровня оснащения 
лаборатории исследователя, скорости проведения анализа, его 
стоимости и эффективности (очень важна возможность количест-
венного анализа патогенов в растительных тканях). 

 
2.1. Технологии на основе визуального осмотра 

 
Визуальный осмотр является необходимым и предварительным 

методом диагностики растений, проводится обычно в местах их 
выращивания и иногда позволяет сразу определить фитопатоген. 
Однако чаще всего для точной установки возбудителя болезни тре-
буются дальнейшие лабораторные исследования. К технологиям на 
основе визуального осмотра относятся метод растений индикато-
ров (использование растений, дающих очень четкую реакцию, 
строго специфичную только по отношению к определенному виду 
патогена. Так, для вируса табачной мозаики хорошим индикатор-
ным растением является Nicotiana glutinosa. 

Первый этап визуальной диагностики включает в себя сравне-
ние внешнего вида пораженного растения с другими растениями, 
любые выделенные нетипичные признаки могут указывать на его 
болезнь (табл. 1, рис. 2-5).  

Почти все эти симптомы могут наблюдаться при физиологиче-
ских расстройствах: нарушении питания растения, отравлении пес-
тицидами, негативном влиянии окружающей среды, поэтому для 
точного установления причины поражения требуется проведение 
дальнейших диагностических мероприятий [4, 6]. То есть техноло-
гии, основанные на визуальном осмотре, отличаются недостаточ-
ной надежностью для точной диагностики и малоприменимы для 
ранней диагностики или при наличии скрытой инфекции. 
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Таблица 1 
Внешние признаки заболевания растений,  

вызванных различными группами патогенов 
Название  
симптома 

Внешний вид поражения Возможные причины 

Пятна, некрозы 
на листьях или 
стеблях 

 

 
Рис. 2. Пример  

пятнистости листьев 
 

Материалы сайта: 
https://www.dacha.help/wp-
content/uploads/2017/08/bur
aya-pyatnistost-pomidor.jpg 

Если с какой-нибудь сто-
роны есть мицелий, спо-
рангиеносцы, склероции, 
то это поражение грибом 
(по спороношению ино-
гда можно сразу точно 
определить вид возбуди-
теля) 

Скрученность, 
морщинистость 
листьев, отста-
вание в росте, 
меньшая обли-
ственность 

 

 
Рис. 3. Пример  
морщинистости  

листьев 
 

Материалы сайта 
https://sveklon.ru/wp-

content/uploads/2018/01/ 
DarkRedNorland 

O2_gallery.2613.jpg 

Вирусное или вироидное 
поражение 
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Продолжение табл.1 

Название  
симптома 

Внешний вид поражения Возможные причины 

«Ведьмины 
метлы» 

 

 
Рис. 4. Пример  

«ведьминой метлы» 
 

Материалы сайта 
http://4.bp.blogspot.com/-
EQLwsiTZeWg/TzFn8wA
Mp4I/AAAAAAAACfA/ox
cMaYOcMKA/s1600/witche

s-broom-1.jpg 

Поражение фитоплазма-
ми 

Увядание рас-
тения 

 

 
Рис. 5. Пример увядания 

 
Материалы сайта  

https://grounde.ru/wp-
content/uploads/2014/05/vyr

ashhivanie-ogurcov-v-
otkrytom-grunte10.jpg 

Сосудистые микозы или 
сосудистые бактериозы, 
поражение грибом, отли-
чаются от бактериального 
отсутствием слизи 

 
2.2. Технологии с использованием микроскопирования 

 
После визуального осмотра пораженные части растения изуча-

ются с помощью микроскопа. Если при определенных условиях 
развитие мицелия слабое, то для выявления и определения возбу-
дителя применяют закладку растений или их частей во «влажные 
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камеры» для интенсификации прорастания мицелия и определения 
патогена по характерным морфологическим признакам. 

С помощью перечисленных методов не всегда можно точно вы-
явить возбудителя заболевания растения. Многие патогены нахо-
дятся в растительном организме в латентной форме или дают сход-
ные симптомы поражения, развивают однотипный мицелий, в та-
ких случаях необходимо использование инструментальных сероло-
гических или молекулярных методов, дополненных выделением 
подозреваемого возбудителя в чистую культуру, и подтверждение 
патогенности исследуемых микроорганизмов правилами Роберта 
Коха (Триада Коха). Первичный патоген обнаруживается в расти-
тельной ткани только на начальных этапах патогенеза, полностью 
исчезая позднее из-за гибели инфицированных тканей и развития 
вторичных патогенов и сапрофитов [4, 6]. 

 
Выделение чистых культур 

Для выделения чистой культуры (рис. 6) обычно берут субстрат 
после инкубации во влажной камере.  

 

 
 

Рис. 6. Чистая культура Фузариум  
(Материалы сайта 

https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/thumb/2/29/ 
Fusarium_poae.jpg/1200px-Fusarium_poae.jpg) 
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При выделении чистых культур из воды, почвы, гнилой сель-
скохозяйственной продукции часто используют метод приманок. 
Он заключается в том, что на поверхность хорошо увлажненного 
субстрата (или воды) помещают орган растения, наиболее часто 
поражаемый этим организмом. 

Чистую культуру используют для идентификации с помощью 
определителей и микроскопа, выделения из нее ДНК и анализа с 
помощью ПЦР, секвентирования участков генома, выявления ее 
вирулентности к выращиваемым или планируемым к введению в 
севооборот сортам, устойчивости к фунгицидам.  

 
Секвенирование (определения последовательности  

нуклеотидов) участков генома 
Если у выделенных и чистых культур организмов не удаётся по-

лучить структуры, позволяющие определять объект до вида, то 
применяют метод секвентирования (обычно для выделения ДНК из 
общей массы и размножения используется ПЦР (полимеразная 
цепная реакция).  

Если полученная последовательность уже секвентировалась у 
известного живого организма, то высокое сходство с ней (близкое к 
100%) позволит определить исследуемый объект. Популярен при 
сравнении последовательностей поисковик Blast базы данных Gen-
bank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast) (рис. 7) [4, 6]. 

Трудности при определении с помощью секвенирования могут 
возникнуть, если культура не является микробиологически чистой, 
т.е. в ней присутствуют сопутствующие микроорганизмы. Отде-
лить ДНК целевого фитопатогена от сопутствующих можно с по-
мощью клонирования в клетках бактерии Escherichia coli. В слож-
ном случае при контаминации не одним патогеном необходимо 
проводить диагностику с тест-системами на все предполагаемые 
патогены.  
Необходимыми при использовании молекулярных методов диаг-

ностики являются процедуры отбора проб, консервирования об-
разца и выделения ДНК. При отборе проб основными моментами 
являются выбор органа или части растения, в котором находится 
максимальное количество искомого организма (лучше ткани с гра-
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ницы пораженной и здоровой частей растения) и временной фактор 
(нескольких часов после взятия пробы).  

 

 
 

Рис. 7. Вид главной страницы базы данных Genbank 
 
Если быстро выделить ДНК невозможно, то образец консерви-

руется (заморозка при – 20°С, помещение в специальный раствор 
(например, 70%-ный этиловый спирт). Законсервированный обра-
зец можно хранить продолжительное время до начала лаборатор-
ных исследований [4, 6]. 

Существует много методов выделения ДНК (при анализе мате-
риала на присутствие вирусов РНК), имеются наборы для выделе-
ния из различных субстратов (рис. 8), специальные автоматические 
станции выделения ДНК.  

 
 



 14 

 
 

Рис. 8. Набор реагентов для выделения ДНК  
(Материалы сайта http://www.syntol.ru/upload/medialibrary/6c2/ 

6c2cd33ab5f43d59f292dbdf2f04ab5b.jpg) 
 
Суть всех методов выделения заключается в экстракции ДНК из 

образца и удалении или инактивации посторонних примесей. Вы-
деление ДНК обычно проводят в лаборатории, однако при необхо-
димости его можно проводить практически в любом помещении 
или в мобильной лаборатории (портативные лаборатории, упако-
ванные в переносной кейс, компания «ДНК-Технология») [4,6]. 

Диагностика возбудителей болезней с помощью выделения в 
чистую культуру с последующим исследованием микробиологиче-
скими методами является дешевым, но трудоемким методом, зани-
мает много времени, имеет низкую производительность и ее прак-
тически невозможно автоматизировать. При хранении жизнеспо-
собность патогенов падает, а спустя определенный промежуток 
времени их невозможно выявить, выделяя в культуру. Зависимость 
от морфологического определения требует от исследователя точ-
ных знаний характерных признаков фитопатогенов. Технологии с 
использованием микроскопирования не подходят для патогенов, 
которых трудно или невозможно культивировать in vitro.  
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2.3. Технологии с использованием ПЦР 
 
Полимеразная цепная реакция (ПЦР) основана на обнаружении 

и многократном увеличении (амплификации) определенных участ-
ков генома, даже если искомый фрагмент присутствует в очень ма-
лых концентрациях среди огромного количества других фрагмен-
тов ДНК. Проведение ПЦР обеспечивается работой всего одного 
фермента – ДНК-полимеразы. При ПЦР каждая построенная це-
почка ДНК, называемая ампликон, или ПЦР-продукт, ограничена 
прямым и обратным праймерами. В качестве праймеров использу-
ют короткие (около 20 нуклеотидов) фрагменты ДНК. ПЦР обеспе-
чивает чрезвычайно высокий уровень чувствительности при обна-
ружении и идентификации целевого фитопатогена в составе слож-
ных биологических матриц или объектов окружающей среды  
(табл. 2) [4, 6]. 

Регистрацию или визуализацию ПЦР-продукта можно вести на 
протяжении всей реакции («ПЦР в режиме реальном времени») и 
только после ее завершения (метод FLASH-PCR – детекция «по 
конечной точке» или визуализации в геле) (рис. 9) [4, 6]. 

Исследования и разработки молекулярных технологий диагно-
стики с использованием ПЦР проводятся многими отраслевыми 
научными, образовательными и производственными организация-
ми. Одним из перспективных направлений их применения можно 
считать диагностику зараженности семенного и посадочного мате-
риала. Семена являются полноценной питательной средой для раз-
вития патогенных и сапрофитных микроорганизмов. Более 50% 
видов фитопатогенов передаются через семена. Посев зараженны-
ми семенами приводит к передаче болезней на вегетирующие рас-
тения и тем самым создает и поддерживает очаги инфекции в поле. 

Важность фитоэкспертизы семян подтверждается результатами 
многолетнего мониторинга и фитосанитарной диагностики состоя-
ния посевов и семян ФГБНУ Поволжский НИИ селекции и семено-
водства им. П.Н. Константинова (г. Кинель, Саратовская область) 
на примере сорго зернового и сахарного, которые выявили, что 
бактериальные инфекции ко времени образования и формирования 
семян уже проникают внутрь и при посеве происходит поражение 
растений нового урожая [7].  



 16 

 
 
 

 
 

Рис. 9. Последовательность и способы проведения ПЦР 
(Материалы сайта 

http://agrodiagnostica.ru/netcat_files/Image/agrodiag_pcr_shema.jpg) 
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Таблица 2 
Модификации метода ПЦР, используемые  

при идентификации фитопатогенов 
 

Название Характеристика Особенности 
ПЦР в реальном 
времени (Real-
time PCR) 

Основан на свойствах 
молекул – флуорофоров – 
поглощать свет одной 
длины волны испускать 
свет другой, большей 
длины волны. Измеряется 
флуоресценция реакци-
онной смеси, интенсив-
ность которой пропор-
циональна выработанной 
в ходе реакции ДНК. 
Проводят в ПЦР-
амплификаторе, снабжен-
ном устройством для ос-
вещения пробирок светом 
с длиной волны, возбуж-
дающим флуоресценцию, 
и многоканальным флуо-
ресцентным детектором, 
позволяющим измерять 
уровень флуоресценции в 
каждой пробирке непо-
средственно в ходе реак-
ции 

Наиболее быстрый и удоб-
ный метод диагностики 
фитопатогенов по сравне-
нию с классической ПЦР. 
Дает информацию о при-
сутствии и количестве па-
тогена непосредственно 
после этапа амплификации 
и не требует электрофоре-
тического разделения про-
дуктов, что снижает риск 
загрязнения проб амплико-
нами. 
Используется при диагно-
стике в полевых условиях. 
Относительно прост и 
быстр в исполнении. Про-
цесс анализа полностью 
автоматизирован 

ПЦР детекции 
по «конечной 
точке» (FLASH-
PCR) 

В отличии от ПЦР в ре-
альном времени, предпо-
лагает только одно изме-
рение после завершения 
реакции с помощью спе-
циального детектора 

Применяется в том числе в 
мобильных лабораториях, 
бюджетная альтернатива 
ПЦР «в реальном време-
ни», нет необходимости в 
дорогостоящем детекти-
рующем амплификаторе, 
отличается компактностью 
и низким энергопотребле-
нием оборудования. Отсут-
ствие электрофореза и не-
посредственного контакта  
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Продолжение табл. 2 
Название Характеристика Особенности 

  с ПЦР-продуктом исклю-
чает загрязнение амплико-
нами. Сокращает время 
постановки диагноза до  
2-3 ч. Достоинствами ме-
тода являются детекция 
результатов ПЦР, не от-
крывая пробирки, и воз-
можность использования 
тест-систем, разработан-
ных для ПЦР в реальном 
времени 

ПЦР с примене-
нием обратной 
транскрипции 
(ОТ-ПЦР) 

Обычный метод ПЦР 
нельзя использовать для 
выявления РНК-
содержащих организмов, 
среди которых встреча-
ются высокопатогенные 
вирусы и вироиды.  
Реакция с участием об-
ратной транскриптазы 
приводит к образованию 
одноцепочечной кДНК 
комплементарной имею-
щейся РНК. В дальней-
шем фрагмент кДНК ам-
плифицируется с участи-
ем ДНК-полимеразы 

Можно одновременно про-
водить идентификацию и 
оценку жизнеспособности 
патогенов в пробе, а также 
оценку экспрессии генов. 
Успешно применяется для 
детекции поражающих 
растения вирусов и вирои-
дов, а также наличия виру-
сов у тлей-переносчиков. 
Превосходит по чувстви-
тельности гибридизацион-
ный анализ (фитоплазмы) 
или возвратный гель-
электрофорез (вироиды) 

ПЦР с вложен-
ной парой прай-
меров (гнездо-
вая ПЦР) 

В реакции последова-
тельно участвуют две 
пары праймеров, при 
этом вторая пара прайме-
ров участвует в амплифи-
кации фрагмента ДНК 
внутри продукта, полу-
ченного после заверше-
ния цикла реакций с па-
рой внешних праймеров. 

К достоинствам метода 
относятся высокая чувст-
вительность и уменьшение 
числа побочных продуктов 
реакции, усиление специ-
фичности при амплифика-
ции целевого фрагмента. 
Недостаток – вероятность 
получения ложноположи-
тельных результатов из-за  
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Продолжение табл. 2 
Название Характеристика Особенности 

 Предпочтительно исполь-
зование варианта с про-
ведением обеих стадий 
анализа в одной и той же 
пробирке 

возможного загрязнения 
пробы. Метод успешно 
используется для иденти-
фикации фитоплазм, а так-
же других фитопатогенов, 
включая бактерии в расте-
ниях до появления сим-
птомов бактериоза 

ПЦР с иммун-
ным захватом 

Совместное использова-
ние иммунохимических и 
основанных на ПЦР ме-
тодов. Использование 
специфически связываю-
щих искомые вирусные 
частицы антител, позво-
ляет захватить из раство-
ра нужные вирусные час-
тицы и увеличить кон-
центрацию ДНК-
матрицы. На следующей 
стадии из этих частиц 
освобождают вирусную 
ДНК или РНК и прово-
дят, соответственно ПЦР 
или ОТ-ПЦР  

Снижает или устраняет 
влияние ингибиторов по-
лимеразной реакции. Уси-
ливает специфичность и 
чувствительность диагно-
стики. 
Успешно применяется для 
диагностики выявления 
гриба Didymella bryonia 
среди других возбудителей 
аскохитоза огурца, детек-
ции бактерии Е. amylovora 
в плодах груши при их ес-
тественном заражении 

Мультиплексная 
ПЦР (Multiplex 
PCR) 

В одной и той же реакци-
онной среде происходит 
процесс коамплификации 
нескольких ДНК-матриц 
с участием нескольких 
пар праймеров. Праймеры 
для мультиплекс-ПЦР не 
должны быть комплемен-
тарны друг другу. При 
анализе результатов ме-
тодом электрофореза не-
обходимо, чтобы ПЦР-
продукты, 

Позволяет одновременно 
диагностировать несколько 
патогенов в одном экспе-
рименте. 
Наиболее часто применяют 
в фитопатологии при ком-
плексной диагностике фи-
топлазм, нематод, а также 
вирусов и вироидов 
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Продолжение табл. 2 
Название Характеристика Особенности 

 образующиеся при ам-
плификации ДНК из раз-
ных патогенов, имели 
различный размер 

 

Метод БИО-
ПЦР 

Исследуемый образец 
помещают на агаризован-
ную или в жидкую селек-
тивную среду и инкуби-
руют в оптимальных для 
выявляемого организма 
условиях, при накопле-
нии в достаточном коли-
честве его выделяют и 
проводят ПЦР 

Широко применяется для 
обнаружения бактерий, 
подходит и для грибов. 
Позволяет выявить даже 
единичные экземпляры 
искомого фитопатогена в 
пробе. Отличается высокой 
чувствительностью и осо-
бенно подходит для быст-
рорастущих видов патоге-
нов 

Изотермальная 
петлевая ам-
плификация 
(LAMP) 

Проходит при температу-
ре 60-65°C. Участие от 
четырех до шести прай-
меров (прямых и обрат-
ных внутренних, а также 
прямых и обратных 
внешних), которые распо-
знают соответственно от 
шести до восьми различ-
ных комплементарных 
участков на анализируе-
мой ДНК.  
После нескольких циклов 
конечные продукты 
LAMP представляют со-
бой фрагменты ДНК, ко-
торые имеют несколько 
инвертированных повто-
ров целевого фрагмента и 
несут многочисленные 
петли. Разработаны вари-
анты с привлечением  

По сравнению с классиче-
ским вариантом ПЦР, 
LAMP является более бы-
стрым, простым и высоко-
специфичным методом. 
Позволяет амплифициро-
вать целевые последова-
тельности ДНК в изотер-
мальных условиях. 
Из-за большого количества 
амплифицированные про-
дукты легко обнаружить 
невооруженным глазом без 
их предварительного элек-
трофореза. Используется 
для быстрой одностадий-
ной идентификации Y-
вируса картофеля, а также 
бактерии Ralstonia 
solanacearum, поражающей 
более 200 видов растений 
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Продолжение табл. 2 
Название Характеристика Особенности 

 обратной транскрипции 
(RT-LAMP) и проведени-
ем в реальном времени 
(real time LAMP) 

 

ПЦР с произ-
вольной ампли-
фикацией поли-
морфной ДНК 
(RAPD-ПЦР) 

ПЦР-диагностика осуще-
ствляется на основе ана-
лиза амплификации слу-
чайно выбранного регио-
на. 
Требует проведения тща-
тельной очистки, анали-
зируемой ДНК. 
Происходит отжиг одного 
праймера небольшого 
размера, который ком-
плементарен случайным 
участкам ДНК исследуе-
мых патогенов 

Используют, когда необхо-
димо обнаружить последо-
вательности, специфичные 
для близкородственных 
видов, штаммов, рас и изо-
лятов, чтобы различить их 

 
Во ВНИИ защиты растений (г. Санкт-Петербург) разрабатыва-

ются методики фитопатологической экспертизы семян, которая 
имеет немаловажное значение для борьбы с внутренней семенной 
инфекцией, передающейся с посевным материалом. Данные о со-
ставе возбудителей, степени зараженности семян позволяют точно 
подобрать фунгицид для каждой партии семян, подойти к протрав-
ливанию дифференцированно, т.е. при недостатке средств защиты 
перераспределить их, обратив внимание на наиболее сильно зара-
женные партии семян [8].  

Специалисты АО «Щелково Агрохим» (г. Щелково, Московская 
область) обосновали перспективность применения для контроля 
зараженности семян злаковых культур молекулярную диагностику 
с помощью косвенной полимеразной цепной реакции с регистраци-
ей результатов в режиме реального времени (ПЦР-РВ) [9].  

Для улучшения качества посадочного материала картофеля в 
лаборатории энзимного анализа ДНК технологий и испытательном 
лабораторном комплексе НГАУ (г. Новосибирск) проводились ис-
следования по эффективности применения высокочувствительных 
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и специфичных методов детекции, позволяющих диагностировать 
заболевания картофеля на начальных этапах и создавать оздоров-
ленный посадочный материал.  

Для выявления фитопатогенов в растительном материале клуб-
ней картофеля предлагается использовать диагностические наборы 
ООО «АгроДиагностика» с детекцией в агаризном геле продуктов 
амплификации с помощью ПЦР, с некоторыми модификациями. 
При анализе на вирусы и вироиды применялась реакция обратной 
транскрипции с тотальной РНК (детекция результатов проводилась 
на амплификаторе «БИС»).  

В результате подтверждена перспективность высокочувстви-
тельных методов фитодиагностики для отрасли семенного карто-
фелеводства. Показано, что технологии с использованием ПЦР яв-
ляются точными и чувствительными, выявляющими скрытую фор-
му фитопатогенов, что очень важно при создании чистого семенно-
го материала картофеля [10].  

В РГАУ-МСХА имени К.А. Тимирязева (г. Москва) разработа-
ны технологии высокоэффективного выявления фитопатогенов, 
передающихся семенами и посадочным материалом. Выделялись 
ДНК и РНК из коллекций сортов картофеля, земляники и огурца, 
имеющих признаки поражения фитопатогенами. В результате были 
созданы образцы ДНК и РНК, дающие возможность определения 
инфекционного начала растительного организма, установления ус-
тойчивости растений к фитопатогенам, постановки реакции ПЦР с 
целью клонирования нужной последовательности ДНК, использо-
вания в качестве эталонных, обладающих чистотой и стабильно-
стью, контролей для ПЦР анализа.  

Для детекции каждого вируса исследователями были оптимизи-
рованы условия ПЦР, разработана эффективная система по выяв-
лению вирусной инфекции, включающая в себя этапы, приведен-
ные на рис. 10 [11]. 

Оптимизация условий для обнаружения геномов целого спектра 
фитопатогенов в системе семенного и сортового материала, в том 
числе и карантинных, таких как, например, андийского латентного 
вируса картофеля (АЛВК), карлавирусов картофеля M и S, полеви-
руса скручивания листьев картофеля, вироида веретеновидности 
клубней, бактерий возбудителя кольцевой гнили картофеля и ожога 
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плодовых посредствам последовательных реакций обратной транс-
крипции и ПЦР изучалась в ФГБНУ ВНИИСБ (г. Москва). В ре-
зультате были предложены универсальные технологии и экспресс 
методы ПЦР диагностики этих фитопатогенов [12].  

 

 
 

Рис. 10. Технологическая схема проведения диагностики  
вирусной инфекции 

 
Исследования в ФГБНУ ВНИИФ (Московская область) под-

твердили действенность мониторинга фитоплазмозов плодовых и 
ягодных культур не только в системе карантина растений, но и на 
всех этапах питомниководства и промышленного садоводства. Для 
достижения необходимой эффективности выявления фитоплазмо-
зов перспективно применение классических и современных  
технологий на основе молекулярно-генетических методов диагно-
стики [13]. 

Еще одним перспективным направлением использования моле-
кулярных технологий диагностики на основе ПЦР является фито-
санитарная экспертиза с целью выявления и предотвращения рас-
пространения карантинных объектов, в случае которой необходи-
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мы быстрые, высокотехнологичные методы лабораторной экс-
пресс-диагностики подкарантинной продукции. 

На основе ПЦР в формате FLASH в институте биоорганической 
химии имени академиков М.М. Шемякина и Ю.А. Овчинникова 
РАН (г. Москва) и ЗАО НПФ «ДНК-Технология» разработаны спе-
цифичные и чувствительные диагностические системы для детек-
ции карантинных фитопатогенов: возбудителей бурой бактериаль-
ной гнили картофеля и кольцевой гнили картофеля, бледной и зо-
лотистой картофельных цистообразующих нематод, вируса шарки 
сливы и возбудителя ожога плодовых. Тест-системы пригодны для 
рутинной диагностики и апробированы на широком спектре изоля-
тов и рас фитопатогенов [14]. 

В этом же институте совместно с ООО «Агродиагностика», 
ФГБНУ «ВНИИКР» разработаны диагностические тест-системы с 
рефератными изолятами вирусов, относящихся к роду Nepovirus: 
мозаики резухи, черной кольчатости томата, скручивания листьев 
черешни, близкородственного вируса латентной кольцевой пятни-
стости земляники. Каждая из систем построена по принципу муль-
типлексной ПЦР. Для анализа результатов количественной ПЦР 
использовался пороговый метод. 

Диагностические наборы, созданные на основе разработанных 
тест-систем, можно использовать в рутинных анализах, в частно-
сти, в практике карантинных лабораторий. Результаты исследова-
ний показывают, что применение наборов позволяет с высокой 
чувствительностью и специфичностью детектировать четыре виру-
са, три из которых входят в Перечень карантинных объектов Рос-
сийской Федерации. 

Качество проведения технологии определения вируса некротиче-
ского пожелтения жилок сахарной свеклы – возбудителя ризомании 
методом ПЦР в формате FLASH улучшает разработанный ООО 
«АгроДиагностика» набор с тест-системой на основе праймеров, ре-
комендованных Европейской и Средиземноморской организацией 
по карантину и защите растений (ЕОКЗР). При работе отслеживают-
ся возможное ингибирование ПЦР и ошибки при постановке реак-
ции, приводящие к ложноотрицательному результату. Система 
FLASH позволяет проводить детекцию результатов на флуориметре 
«Джин» без постановки электрофореза, что снижает риск контами-
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нации рабочей зоны продуктами амплификации, уменьшает затраты 
времени и трудоемкость анализа при сохранении высокой чувстви-
тельности и специфичности. Апробация набора проводилась спе-
циалистами Института биоорганической химии имени академиков 
М.М. Шемякина и Ю.А. Овчинникова РАН, ФГБУ ВНИИКР, ООО 
«АгроДиагностика» [15, 16]. Там же проведены сравнительный ана-
лиз применявшихся ранее технологий диагностики карантинных ви-
русов картофеля АЛВК и АВКК и разработка новых. Метод исполь-
зования растений-индикаторов требует высокой квалификации пер-
сонала и значительных затрат времени, серологические методы де-
текции – использования дорогостоящих высококачественных анти-
тел, к тому же чувствительность обоих методов невысока и ни один 
из них не может обеспечить контроль за постоянно растущими объ-
емами ввозимой продукции. В качестве альтернативы специалисты 
института биоорганической химии имени академиков М.М. Шемя-
кина и Ю.А. Овчинникова и ООО «АгроДиагностика» (г. Москва) 
предлагают использовать технологии детекции АЛВК и АВКК на 
основе ПЦР в реальном времени, которые очень эффективны для 
рутинных анализов большого объема исследуемого материала, в ус-
ловиях карантинной лаборатории, а при минимальной доработке по-
зволяют проводить и количественное определение патогена. Они 
быстро, с высокой чувствительностью и специфичностью определя-
ют наличие анализируемого вируса даже при его низком содержании 
в образцах и при латентной инфекции. 

Разработанные тест-системы для идентификации АЛВК и АВКК 
имеют ряд особенностей: для предотвращения неспецифического 
отжига праймеров при низкой температуре и обеспечения сохран-
ности наборов смесь для проведения ПЦР разделена парафином 
разного цвета, что одновременно обеспечивает цветовую марки-
ровку пробирок для разных тест-систем, каждая из которых снаб-
жена внутренним контролем.  

Тест-системы прошли испытания на образцах, полученных из 
ВНИИ картофельного хозяйства имени А.Г. Лорха (Московская 
область) и подтвердили высокую чувствительность ПЦР-тестов по 
сравнению с серологическими. Разработанные наборы для прове-
дения ПЦР идентификации АЛВК и АВКК в режиме реального 
времени производит ООО «АгроДиагностика» [17].  
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Кроме описанных выше, в ООО «АгроДиагностика» разработан 
и внедрен в практическую работу уникальный комплекс тест-
систем на основе ПЦР для технологий диагностики и идентифика-
ции широкого спектра инфекционных заболеваний сельскохозяй-
ственных культур. С целью проведения анализа отработаны систе-
мы выделения нуклеиновых кислот из растительного материала и 
подготовки проб для ПЦР. Наборы производятся в трех форматах – 
в электрофоретическом, на основе метода FLASH и в формате ПЦР 
в режиме реального времени. Тест-системы полностью ориентиро-
ваны на отечественное оборудование, которое производит компа-
ния «ДНК-технологии» [18, 19, 20]. 

В РГАУ-МСХА имени К.А. Тимирязева и Всероссийском цен-
тре карантина растений ФГБУ ВНИИКР (Московская область) изу-
чались вопросы оптимизации технологии обнаружения и иденти-
фикации карантинного возбудителя бактериальной пятнистости 
тыквенных культур. Особая опасность связана с тем, что патоген 
не вызывает симптомов на семенах, может находиться на поверх-
ности семян и внутри, очень жизнеспособен. 

Существующий диагностический протокол для данного патоге-
на (особенно при тестировании семенной инфекции) требует зна-
чительных затрат средств как производителя, так и затрат труда и 
времени испытательной лаборатории. В качестве перспективных 
специалистами предложены методы, основанные на эффективном 
сочетании способа экстракции семян, методики выделения ДНК, а 
также ПЦР-анализе.  

Пробоподготовка образцов оптимизирована до стандартного на-
бора операций, которые несложно использовать, что также позво-
лит минимизировать дальнейшее ингибирование при постановке 
ПЦР. ДНК рекомендуется выделять ручным методом коммерче-
ским набором «Проба-ГС» (ОАО «АгроДиагностика») и ПЦР в ре-
жиме реального времени с праймерами и Мастер-миксом (ЗАО 
«Диалат») [21, 22]. 

Молекулярные методы с использованием ПЦР диагностики пер-
спективны для идентификации и изучения генетического разнооб-
разия фитопатогенов, а также дальнейшего упрощения их диагно-
стики.  
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В институте биоорганической химии имени академиков  
М.М. Шемякина и Ю.А. Овчинникова разработаны новые специ-
фичные ДНК-маркеры для исследования генетического разнообра-
зия российской популяции грибов рода Fusarium и их видоспеци-
фичной идентификации. Диагностические системы адаптированы в 
формат ПЦР в режиме реального времени, на их основе созданы 
уже внедренные в производство универсальные диагностические 
наборы, доказавшие свою эффективность на практике [23]. 

Специалистами ФГБНУ ВНИИО (Московская область) и РГАУ-
МСХА имени К.А. Тимирязева проведены предварительная иден-
тификация по культурально-морфологическим признакам, оценка 
патогенности и агрессивности части изолятов на культурах томата 
и моркови, а также видовая идентификация с использованием ви-
доспецифичных маркеров 63 образцов моноспоровых культур гри-
бов рода Fusarium, собранных в Ростовской и Московской облас-
тях с растений различных овощных культур с симптомами заболе-
ваний. При сравнении результатов диагностики была подтверждена 
перспективность молекулярного метода ПЦР для точной иденти-
фикации [24].  

Для упрощения массового скрининга возбудителей болезней 
картофеля в ООО «ГенБит» (г. Москва) разработаны технологии с 
использованием ПЦР/ОТ-ПЦР микроматрицы с открытыми микро-
реакторами для диагностики вирусных, вироидных, бактериальных 
и грибных патогенов картофеля. Система включает в себя порта-
тивный амплификатор нуклеиновых кислот и совместимые с ним 
микроматрицы, содержащие 30 или 48 ячеек для проведения неза-
висимых ПЦР. Важная особенность ПЦР-матриц – нанесение в 
ячейки всех компонентов ПЦР-смеси (включая ДНК-полимеразу и 
обратную транскриптазу) с последующей их лиофилизацией уже на 
этапе производства, что значительно упрощает процедуру проведе-
ния анализа. ПЦР-матрицы «Фитопатогены картофеля. ДНК», ОТ-
ПЦР-матрицы «Фитопатогены картофеля. РНК» обладают откры-
той конфигурацией, т.е. существует возможность формирования 
набора тест-систем в их составе в соответствии с конкретной целью 
работы [25]. 

ВНИИ защиты растений для выявления патогенов зерновых 
культур рода Fusarium Link предлагается использовать технологию, 
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в основе которой – новый метод диагностики цифровой ПЦР, по-
зволяющий определить количество целевого объекта подсчетом 
абсолютного числа принадлежащих ему копий ДНК-мишени в ис-
следуемой пробе. При сравнительных исследованиях метод цПЦР 
показал большую чувствительность, чем ПЦР в реальном времени. 
Эти методы позволяют одновременно амплифицировать и измерять 
количество целевой ДНК в образце и получать результаты анализа 
сразу после проведения ПЦР. Только в случае ПЦР-РВ определе-
ние содержания ДНК проводят относительно внесенной специфи-
ческой последовательности ДНК гриба (стандарта), а при исполь-
зовании цПЦР оценивают абсолютное число копий объекта в объ-
еме ДНК, а не его относительное количество. 

По сравнению с цПЦР использование ПЦР-РВ осложняется не-
обходимостью постоянно поддерживать культуру целевого объек-
та, подготовки стандарта искомой ДНК с точно известной концен-
трацией. Отсутствие этого дополнительного этапа значительно уп-
рощает процедуру анализа и расширяет круг испытательных лабо-
раторий, в которых могут выполняться подобного рода исследова-
ния. Кроме того, на эффективность ПЦР-РВ может оказывать су-
щественное влияние присутствие различных ингибиторов в пробах, 
таких как полисахариды, гуминовые кислоты, значительно сни-
жающие чувствительность метода. 

Результаты данного исследования являются первым в мире опы-
том применения метода цПЦР для выявления заражения зерна гри-
бами. Это новая технология, позволяющая проводить абсолютную 
количественную оценку целевых генов без калибровочных стан-
дартов [26]. 

В РГАУ-МСХА отрабатывались технологии диагностики особо 
опасных тосповирусов молекулярными методами с использовани-
ем ПЦР, в результате была подтверждена их перспективность для 
зараженных растений и насекомых-переносчиков [27]. 

Как показал анализ литературных источников, для технологий с 
использованием ПЦР характерны высокая чувствительность, воз-
можность количественной оценки патогена, точность анализа, они 
подходят для определения любых патогенов и даже на этапе дови-
зуального проявления болезни, что очень важно при диагностике 
заражения семян и посадочного материала, выявления карантин-
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ных объектов. Протоколы ПЦР разработаны для детекции многих 
важных фитопатогенных бактерий, представителей наиболее вре-
доносных таксонов грибов (Phytophthora, Pythium, Aspergillus, 
Colletotrichum, Fusarium, Gaeumannomyces, Helmintosporium, 
Mycosphaerella, Phoma, Puceinia, Rhizoctonia, Septoria, Tilletia, 
Ustilago, Verticillium). Технологии с использованием ПЦР успешно 
применяются также для обнаружения фитопатогенных нематод, в 
частности с целью контроля золотистой и бледной картофельных 
нематод, являющихся карантинными объектами. 

К характеристикам, ограничивающим распространение данных 
технологий, относятся необходимость создания дорогостоящей 
приборно-лабораторной базы, высокая квалификация обслужи-
вающего ее персонала, длительность процесса анализа. 

 
2.4. Технология с использованием метода  

гибридизации нуклеиновых кислот 
 

Данная технология диагностики использует гибридизацию – со-
единение одноцепочечных молекул нуклеиновых кислот в одну 
двунитевую молекулу. Применяется для выявления фитопатоген-
ных бактерий, вирусов и вироидов, экспрессии генов, идентифика-
ции и генотипирования грибов [4, 6]. 

В основе метода лежит свойство водного раствора ДНК при на-
гревании до 100°С и (или) повышении рН до 13 диссоциировать на 
две цепи (денатурировать), а выдерживание при 65°С приводит к 
восстановлению структуры двойной спирали (гибридизации). Про-
цессы гибридизации происходят между любыми одинарными це-
пями нуклеотидов, если они комплементарны: ДНК-ДНК, ДНК-
РНК, РНК-РНК. 

Широко применяемый метод гибридизации ДНК-ДНК разрабо-
тан Саузерном (рис. 11). 

Он послужил основой самой современной технологии диагно-
стики с использованием чипов. Чипы представляют собой пластин-
ки с иммобилизованными мечеными одноцепочечными ДНК-
зондами.  
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Рис. 11. Схема гибридизации ДНК по Э. Саузерну 

(Материалы сайта http://mir.zavantag.com/pars_docs/refs/677/ 
676748/676748_html_485d8da3.jpg) 

 
Каждая пластинка может содержать несколько десятков тысяч 

зондов, расположенных в определенной последовательности. Мет-
ка проявляется только в спаренных двуцепочечных фрагментах. 
Если в исследуемом образце есть последовательности, комплемен-
тарные последовательностям ДНК зонда, то гибридизацию можно 
определить с помощью специальных приборов. Результаты гибри-
дизации могут быть обнаружены различными способами, которые 
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определяются типом метки (радиоактивные изотопы, биотинили-
рованные зонды, хемилюминесцентные или флуоресцентные зон-
ды). Чипы дешевы, надежны, просты в обращении, могут исполь-
зоваться многократно. Основные недостатки метода – дорогая ап-
паратура для работы с чипами, невозможность полной автоматиза-
ции, ограничения в отношении чувствительности (для ее проведе-
ния необходимо располагать достаточным количеством ДНК от 10 
тыс. бактериальных клеток).  

Принципиально новое направление в развитии систем регистра-
ции: оптические биосенсоры. Диагностика патогенов посредством 
данных устройств не требует модификации ПЦР-продуктов или 
введения зондов. Биосенсоры позволяют определять в режиме ре-
ального времени пикограммы фрагментов нуклеиновых  
кислот, иммобилизованных на поверхности оптической ячейки. 
Конструкция ячейки дает возможность проводить ее регенерацию 
после каждого цикла определения и многократно использовать од-
ну и ту же ячейку. Применение оптических биосенсоров может 
быть перспективным для количественной детекции фитопатогенов 
[4, 6]. 

 
2.5. Технологии с использованием  

иммунных методов 
 
При анализе фитопатогенных объектов широко используются 

технологии идентификации, основанные на взаимодействии анти-
гена и антитела. Антигены воспринимаются организмом как чуже-
родные и вызывают специфический иммунный ответ [4, 6]. Анти-
тела образуются в организме высокоорганизованных животных под 
воздействием антигенов. Это гликопротеины, обладающие свойст-
вом специфично и с высоким сродством связываться с антигеном 
(рис. 12). 

Это свойство успешно используется во многих технологиях ди-
агностики патогенных микроорганизмов. После связывания анти-
ген и антитело образуют прочный иммунохимический комплекс, 
который может регистрироваться визуально или под микроскопом 
(агглютинация и преципитация). 
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Рис. 12. Взаимодействие антигена с антителом  
(Материалы сайта https://studfiles.net/html/5992/ 

274/html_DKDSYk7Dm4.hcm5/htmlconvd-_gVITZ5x1.jpg) 
 
Для любого иммунологического теста необходимы специфиче-

ские антитела. Антитела синтезируются плазматическими клет-
ками организма животных (плазмоцитами), в которые превращает-
ся часть β-лимфоцитов в ответ на присутствие антигенов [4, 6]. 

Антитела распознают антигены, связываясь с определенным 
эпитопом, характерным фрагментом поверхности или линейной 
аминокислотной цени антигена. Основным свойством специфиче-
ских антител является их аффинность, которая характеризует 
прочность связывания антигена с антителом. 

В иммунодиагностике используют поли- и моноклональные ан-
титела. Поликлональные антитела получают из сыворотки крови 
иммунизированного животного (обычно кролика, барана или козы). 
Образуются они в результате функционирования многочисленных 
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клеточных клонов, гетерогенны как по своей природе, так и по 
специфичности к определяемому антигену. 

В ряде случаев при диагностировании патогенов из природной 
популяции гетерогенность поликлональных антител является пре-
имуществом, так как позволяет идентифицировать объекты, отли-
чающиеся вариабельностью антигенной конфигурации. Однако 
присутствие среди поликлональных антител фракции с низкой спе-
цифичностью может привести к взаимодействию с нецелевыми ан-
тителами и ложноположительным результатам. 

Моноклональные антитела продуцируются одним клоном плаз-
моцитов и отличаются очень высокой специфичностью к антиген-
ному эпитопу. Они идентичны по своему строению, имеют одина-
ковые активные центры, обладают одной и той же специфично-
стью, взаимодействуют с одним и тем же эпитопом антигена с оди-
наковой аффинностью.  

В природных условиях микроорганизма получить моноклональ-
ные антитела практически невозможно, для этого используют гиб-
ридомную технологию. Гибридомы (гибридные клетки) получают 
путем слияния нормальных плазмазцитов иммуннизированных 
мышей, продуцирующих антитела, с опухолевыми клетками –  
миелобластами, способными к неограниченному во времени  
росту. 

На практике использование моноклональных антител при диаг-
ностике может привести к получению ложноотрицательных ре-
зультатов, так как из-за узкой специфичности они могут не распо-
знать некоторые природные штаммы идентифицируемых фитопа-
тогенов [4, 6]. 

 
Иммунофлуоресценция 

 
Технология диагностики основана на химическом мечении уча-

ствующих в реакции антител флуоресцентными красителями, в ре-
зультате чего иммунохимический комплекс может быть обнаружен 
по флуоресценции при взаимодействии антител с антигеном 
(флуоресцентная микроскопия, флуоресцентная спектроскопия, 
поляризационная флуоресценция); при выявлении с помощью 
электронной микроскопии: антитела метятся коллоидными части-
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цами окрашенного латекса, золота, серебра, квантовым точкам, по-
сле чего иммунохимический комплекс детектируется. 

Прямой способ проводится с конъюгатами антиген-
специфичных антител, непрямой – с использованием несущих 
флуоресцентную метку вторичных антител. Долгой и трудоемкой 
операцией является подсчет числа флуоресцирующих единиц, для 
чего применяются специальные приборы. К недостаткам метода 
следует отнести возможность блокировки иммунохимической ре-
акции компонентами образца или искажения ее результатов. Расти-
тельные ткани и почва имеют собственную флуоресценцию,  
иногда происходит неспецифическая сорбция антител на частицах 
образца, наблюдаются перекрестные реакции с другими микроор-
ганизмами. Эти ограничения следует учитывать при разработке 
диагностических методик на основе иммунофлуоресценции  
[4, 6].  

На практике данный метод применяют для детекции обитающих 
в почве видов грибов из рода Fusarium и Phytophthora как один из 
способов определения локализации патогенов в растении и диагно-
стики некоторых бактериальных болезней. 

 
Иммуноблоттинг 

 
При реализации технологии анализируемые белки разделяют с 

помощью методов электрофореза или электрофокусирования, по-
сле чего их переносят на нитроцеллюлозную мембрану, которую 
инкубируют в растворе меченых антител, выявляя связавшиеся ан-
титела с помощью радиоизотопного или ферментного методов. 
Обеспечивает высокую разрешающую способность за счет элек-
трофоретического разделения белков и обнаружения среди них ан-
тигена(ов) с помощью гомологичных антител или антисывороток. 
Если после электрофореза получают белки в денатурированном 
состоянии, которые не распознаются антителами, специфичными к 
нативным белкам, то применяют антисыворотки против входящих 
в состав белков пептидов. Заключительная стадия иммуноблоттин-
га фактически является вариантом твердофазного ИФА.  

С помощью данного метода идентифицируют вирусы, содержа-
щиеся в растительных экстрактах, и устанавливают их наличие в 
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клетках насекомых-переносчиков, выявляют серотипы у  
вирусов растений, устанавливают степень родства между их штам-
мами [4, 6]. 

 
Иммунологический анализ  

в тканях растений 
 
Технология иммунных отпечатков (TBI) позволяет с большой 

точностью локализовать антигены фитопатогенных организмов 
(главным образом, вирусов и в меньшей степени грибов, бактерий 
и фитоплазм) в растительных тканях. Тест представляет собой пе-
ренос антигенов исследуемого образца с поверхности среза расти-
тельной ткани на поверхность нитроцеллюлозной мембраны путем 
блоттинга с последующим выявлением иммобилизованных на 
мембране антигенов антителами, несущими ферментную метку. 
TBI может быть прямым или непрямым в зависимости от исполь-
зования для локализации возбудителя вирус-специфичных или ви-
доспецифичных антительных конъюгатов (или протеина А). Ще-
лочная фосфатаза – более подходящий фермент при использовании 
данной технологии. Конечный окрашенный продукт ферментатив-
ной реакции должен быть нерастворимым и оставаться на мембра-
не, в том месте, где произошло иммунохимическое взаимодейст-
вие. Для того чтобы TBI была применима для тканей, содержащих 
большие количества эндогенных пигментов, мешающих локализа-
ции антигенов, используют хемилюминесцентные субстраты и 
рентгеновскую пленку [4, 6]. 

 
Иммунохроматография 

 
Для экспресс-анализа наличия фитопатогенов используют тех-

нологии с использованием методов иммунно-хромографического 
анализа, или устройства с «латеральным потоком». Часто их назы-
вают тест-полоски. На тест-полоске последовательно расположены 
зона нанесения образца (фильтрующая мембрана); мембрана с ан-
тителами (специфичными к определяемому антигену), мечеными 
частицами окрашенного латекса или коллоидного золота (мембра-
на с конъюгатом); нитроцеллюлозная мембрана с участком специ-
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фичных к определяемому антигену антител (аналитическая линия) 
и участком антивидовых антител, которые связываются с участка-
ми меченых антител, характерными для того животного, в котором 
они были получены (контрольная линия); поглощающая зона из 
впитывающего материала (рис. 13). 

 

 
Рис. 13. Устройство тест-полоски 
 (по А.Н. Блинцову, Ю.Ф. Дрыгину) 

 
Исследуемый образец растирают в специальном буферном рас-

творе, твердым частицам дают осесть в течение нескольких минут. 
Надосадочную жидкость наносят на фильтрующую мембрану, по-
сле чего на мембране она смешивается в определенной пропорции 
с коньюгатом – специфичными к определяемому антигену антите-
лами, связанными с окрашенными частицами латекса или коллоид-
ного золота. Частицы образовавшегося комплекса передвигаются с 
током жидкости к нитроцеллюлозной мембране, в определенном 
месте которой («аналитическая линия») находятся другие антитела, 
также специфичные к антигену. Молекулы этих антител связывают 
частицы движущегося комплекса, в результате чего в тестовой зоне 
концентрируются окрашенные частицы и образуется видимая гла-
зом полоса, свидетельствующая о наличии определяемого возбуди-
теля в образце. Когда комплекс достигает «контрольной линии», на 
ней происходит связывание всех достигших ее меченых антител. 
Появление видимой полосы около «контрольной линии» свиде-
тельствует о том, что миграция образца вдоль мембраны прошла 
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нормально, следовательно, анализ выполнен правильно и его ре-
зультат достоверен [4, 6]. 

На мембране комбинированных тест-полосок, предназначенных 
для определения нескольких возбудителей одновременно, антиге-
ны разной специфичности присутствуют в нескольких тестовых 
зонах (присутствуют несколько «аналитических линий»), соответ-
ственно в результате анализа может окраситься несколько тестовых 
полос, обычно разного цвета, соответствующего присутствующим 
в образце возбудителям. 

 
Иммуноферментный анализ 

 
Технология включает в себя иммунохимическую и фермента-

тивную реакции. В процессе иммунохимической реакции происхо-
дит связывание антитела с обнаруживаемым антигеном, в то время 
как ферментная реакция (химическая реакция, при которой одно 
вещество под действием фермента превращается в другое) позво-
ляет увидеть и измерить результат иммунологической реакции 
(рис. 14). 

Вещество, на которое действует фермент, называется субстра-
том, а вещество, которое получается при воздействии ферментом, – 
продуктом ферментативной реакции. Наиболее широко использу-
ются антитела, химически связанные (конъюгированные) с моле-
кулами ферментов пероксидазы хрена, бета-галлактозидазы, ще-
лочной фосфатазы. После образования комплекса антигена с фер-
ментом и мечеными антителами проводят разделение компонентов 
иммунохимической системы, затем добавляют субстрат. В ходе 
ферментативной реакции идет образование окрашенного продукта; 
интенсивность окрашивания прямо пропорциональна количеству 
связавшихся молекул антигена и антител [4, 6]. 

Возможность иммобилизации антигена и антитела на различных 
носителях с сохранением их связывающей активности позволила 
создать самый популярный в настоящее время твердофазный ИФА 
(один из компонентов иммунной реакции сорбирован на твердом 
носителе, например, на лунках планшета из полистирола). Такую 
технологию проведения анализа, при которой на полистироле сор-
бируют антитела, называют сэндвич-ИФА.  



 38 

 

 
Рис. 14. Виды ИФА 

(Материалы сайта http://andrologmed.ru/wp-content 
/uploads/2017/09/princip-provedeniya-ifa.jpg) 

 
Другой вариант твердофазного ИФА-анализа – РТА-ИФА.  
При идентификации фитопатогенных организмов наибольшее 

распространение из иммунных получили технологии, основанные 
на методе иммуноферментного анализа, среди десятков вариантов 
которого в диагностике инфекционных заболеваний наиболее по-
пулярна одна из его разновидностей – гетерогенный твердофазный 
иммуноферментный анализ (ELISA). Диагностические наборы, 
оборудование и материалы для ELISA продаются компаниями 
«Agdia», «Elkhart», «ADGEN Phytodiagnostic» и др. [6]. 

 
Иммуноферментный сорбционный анализ – ELISA 

 
Является  рутинным   лабораторным   методом   диагностики 

фитоплазм,   бактерий,   грибов,   особенно  вирусов в лаборатор-
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ных условиях, широко используется для обнаружения этих патоге-
нов в растениях, почве, воздухе, в других биологических образцах 
и объектах окружающей среды. Простота и высокая производи-
тельность ELISA делают его удобным для выявления как заболева-
ний растений, так и границ распространения их возбудителей. Дан-
ный метод широко используется для диагностики вирусов в семе-
нах и посевном материале. Коммерческие реагенты и диагностиче-
ские наборы разработаны для идентификации более 100 вирусов 
культурных растений. Среди них, включая изоляты и серотипы, 
около 25 вирусов зерновых злаков (ячменя, кукурузы, риса, сорго, 
пшеницы, овса) и 3 вируса злаковых трав (костра, травы Джонсо-
на); 7 вирусов зернобобовых и фуражных бобовых растений (фасо-
ли, гороха, сои, вигны, красного клевера); 17 вирусов фруктовых 
(яблони, банана, вишни, цитрусов, сливы, папайи, персика, анана-
са) и 20 вирусов ягодных (голубики, винограда, малины, клубники) 
культур; 51 вирус овощей, бахчевых и корнеплодов (свеклы, цвет-
ной капусты, сельдерея, огурца, хмеля, лука-порея, латука, перца, 
лука, картофеля, редиса, лука-шалота, кабачка, томата, турнепса и 
цуккини), 8 вирусов табака, 2 вируса арахиса и 2 вируса сахарного 
тростника. ELISA успешно используют для фитопатогенных бакте-
рий, принадлежащих к родам Acidovorax, Agrobacterium, 
Clavibacter, Corynebaeterium Ervinia, Peetobacterium, Pseudomonas, 
Ralstonia, Xanthomonas, Xylophilus [6].  

Технология, основанная на методе ELISA, дает возможность 
обнаруживать латентную инфекцию и выявлять фитопатогенные 
грибы на ранних стадиях развития заболевания до появления его 
симптомов. С ее помощью определяют содержание биомассы пато-
генов в тканях зараженных растений. ELISA также используют для 
диагностики фитоплазм, но антисыворотки удалось получить для 
сравнительно небольшого их числа [6].  

Для своевременной диагностики заболеваний сельскохозяйствен-
ных растений крайне важно экспрессное тестирование в полевых 
условиях с чувствительностью, выявляющей латентные инфекции. В 
институте биохимии им. А.Н. Баха, Федеральном исследовательском 
центре «Фундаментальные основы биотехнологии» РАН предложе-
ны методы амплификации сигнала в технологиях иммунохромато-
графического анализа, позволяющие повысить чувствительность 
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тест-систем, апробированные на примерах основных патогенов кар-
тофеля.  

Методы обеспечивают выявление патогенов в низких концен-
трациях, не вызывающих симптомов у пораженных растений (для 
вирусов <10 нг/мл, для бактерий <104 кл/мл).  

Сочетание функционализированных магнитных наночастиц 
(МНЧ) и золотых наночастиц (НЧЗ) в первом методе позволяет 
снизить предел обнаружения в 32 раза по сравнению с традицион-
ным ИХА, в котором используются только НЧЗ.  

Второй метод амплификации, основанный на накоплении про-
дуктов ферментативной реакции, реализован с использованием ще-
лочной фосфатазы. Для введения фермента применена схема с 
двумя конъюгатами: НЧЗ-фермент – антивидовые антитела и НЧЗ-
антитела, специфичные к патогену. Предел обнаружения данного 
ИХА после добавления субстратной смеси в 27 раз ниже по срав-
нению с традиционным ИХА. Разработанные методы не требуют 
много времени (менее 10 мин), выполняются без использования 
дополнительного оборудования [28]. 

Специалистами ЗАО НВП «Иммунотех» МГУ имени М.В. Ло-
моносова в сотрудничестве с ВНИИКХ имени А.Г. Лорха предло-
жена эффективная технология проведения анализа семенного мате-
риала на вирусную инфекцию.  

Для массового анализа вирусных заболеваний исходного семен-
ного материала экономически целесообразно использовать двух-
этапный подход. На первом этапе применяют доступный даже в 
полевых условиях экспресс-метод диагностики (иммунохромато-
графический метод на тест-полосках в формате «да-нет», с помо-
щью которого отбраковывается явно зараженный материал. Это 
простой, надежный, высокоспецифичный и высокочувствительный 
экспресс-метод для широкого круга вирусов, позволяющий прово-
дить экспресс-диагностику в полевых условиях без специальных 
навыков и оборудования. Использование меток (окрашенные ла-
тексы, красители, коллоидное золото, липосомы с красителем, уг-
леродные частицы и т.д.) позволяет проводить анализ путем про-
стого визуального считывания, при этом чувствительность диагно-
стики достаточно высока (определение вируса табачной мозаики в 
неосветленном соке листьев табака, разбавленном в 10 раз, состав-
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ляет 1 нг/мл, а полное время анализа – 2 мин; вирусов Y, S и M 
картофеля – в пределах 10-50 нг/мл). Для количественной оценки 
результатов можно использовать лабораторные и полевые рефлек-
тометры, разработанные в лаборатории Б.Б. Дзантиева (ИНБИ име-
ни А.Н. Баха РАН). 

На втором этапе для анализа оставшихся растений надо приме-
нять технологии с использованием ИФА или ПЦР. Прошедший 
двухэтапный отбор семенной материал подлежит размножению и 
гарантирует высокий урожай в поле при подходящих климатиче-
ских условиях.  

Дальнейшее развитие иммунохроматографического анализа как 
метода диагностики патогенов возможно путем создания иммуно-
чипов как для определения круга вирусов отдельных районирован-
ных культур растений (овощные, ягодные, косточковые и др.), так 
и для наиболее экономически опасных представителей фитопато-
генов, наносящих ущерб в данном регионе [29]. 

Актуальным является выявление довизуальных признаков про-
явления болезней растений, обеспечивающееся высокочувстви-
тельными и специфичными методами анализа растительного мате-
риала, зараженного фитопатогенами, основанными на технологии с 
использованием ELISA-тест. Данный метод позволяет повысить 
чувствительность анализа и сократить время тестирования до не-
скольких часов.  

В Орловском ГАУ (г. Орел) была разработана тест-система с 
использованием метода иммуноферментного анализа на наличие 
фитопатогена Fusarium oxysporum в овощных и зеленных культу-
рах, обработанных различными препаратами. В результате иссле-
дований была доказана эффективность тест-системы на основе им-
муноферментного анализа для определения фитопатогена Fusarium 
oxysporum, вызывающего корневые гнили овощных культур в ус-
ловиях закрытого грунта [30, 31]. 

Как показал анализ литературных источников, технологии диаг-
ностики, основанные на методе иммунонохроматографии, очень 
перспективны для экспресс-диагностики, поскольку позволяют 
проводить анализ в полевых условиях в течение 10-15 мин без ис-
пользования специального оборудования. Однако они обладают 
низкой, по сравнению с ИФА и ПЦР, чувствительностью и специ-
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фичностью по отношению к некоторым грибным и бактериальным 
патогенам и в большинстве случаев доступны только в формате 
«один тест – один патоген». Такие особенности не позволяют адап-
тировать данную технологию для надежного анализа на присутст-
вие спектра целевых патогенов и их комбинаций. 

Технологии, основанные на методах иммуноферментного ана-
лиза (ИФА), высокочувствительны, точны, позволяют количест-
венно определять до 1 нг/мл патогена. Но для их применения необ-
ходимы квалифицированный персонал и дорогостоящее оборудо-
вание, что ограничивает область их применения специализирован-
ными лабораториями.  

 
2.6. Технология на основе метода диагностики  

по составу жирных кислот 
 

Тип продуцируемых жирных кислот и относительные концен-
трации индивидуальных жирных кислот строго зависят от генотипа 
и являются характерными для того или иного микроорганизма или 
даже его штамма. На композицию жирных кислот влияют условия 
культивирования, состав сред, температура и время инкубации. Ес-
ли обеспечить их постоянство, то количественный и качественный 
состав жирных кислот становится хорошо воспроизводимым и ста-
бильным [4, 6].  

Компания «MIDI» (США) предлагает технологию диагностики, 
реализуемую с помощью метода идентификации бактерий по со-
ставу жирных кислот с помощью газожидкостной хроматографии. 
Чтобы стандартизировать условия выращивания, специалисты 
компании используют автоматизацию процесса, специальное про-
граммное обеспечение (Microbial Identification System; Microbial ID, 
Inc., [MIDI], Newark, DE). Система хроматографии определяет со-
став комплекса жирных кислот в клетках микроорганизмов, затем 
сравнивает его с профилями жирных кислот, хранящихся в базе 
данных (MIDI Sherlock). Отличительные особенности базы: извле-
чение образца для идентификации менее чем за 15 мин; автомати-
зированный анализ, прямая пробоподготовка, не требуются опыт 
работы в проведении генетического анализа и использование тест-
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систем; одна процедура для всех; при пробоподготовке убивается 
микроорганизм, что обеспечивает безопасность работы. 

Фирма предлагает две системы идентификации: одну для бакте-
рий и дрожжей с базой данных, содержащей информацию о более 
чем 1500 видах, другую – для микобактерий, позволяющую опре-
делять 25 видов микобактерий и 35 видов других организмов. В 
базы данных включены сведения о составе комплекса жирных ки-
слот при разных условиях выращивания [4, 6]. Несмотря на эффек-
тивность диагностики, применение данной технологии ограничено 
необходимостью приобретения дорогостоящего оборудования и 
документации. 
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3. ИНТЕЛЛЕКТУАЛЬНЫЕ ТЕХНОЛОГИИ  
ДЛЯ ДИАГНОСТИКИ ПАТОГЕНОВ 

 
Растениеводство выходит на новый уровень развития, основан-

ный на применении интеллектуальных технологий. Для принятия 
решений и устранения проблем специалисты используют интегри-
рованные компьютерные системы с введенными результатами не-
посредственных измерений и наблюдений на полях, выполненных 
бесконтактными и контактными датчиками; изображениями, полу-
чаемыми с летательных аппаратов и спутников; материалы много-
летних наблюдений и измерений из хранилища данных.  

Для защиты растений к основным составляющим интеллекту-
ального сельского хозяйства относятся полная оценка фитосани-
тарных и иных рисков; технологическая реализуемость принимае-
мых решений с учетом пространственного распределения фитоса-
нитарной ситуации в пределах одного поля. 

Можно выделить следующие виды оцифровки данных, их по-
следующей цифровой обработки и применения для защиты расте-
ний: цифровая диагностика, цифровой фитосанитарный монито-
ринг, компьютерные системы поддержки принятия решений 
управления, роботизированные системы защиты растений. Основ-
ными методами технологий интеллектуального анализа являются 
нейронные сети, деревья решений, ассоциации, кластеризация, ге-
нетические алгоритмы многомерная визуализация и др. 

В ВНИИ биологической защиты растений (г. Краснодар) изуча-
ется возможность дистанционной диагностики очагов грибных бо-
лезней зерновых культур (по количеству спор фитопатогенных гри-
бов, обнаруживаемых в воздухе над пораженными посевами) с по-
мощью беспилотных летательных аппаратов. 

Применение прибора «Определитель заспоренности растений» 
(ОЗР 1мп) значительно упрощает технологию диагностики, но тре-
бует значительных затрат труда и времени. Специалистами ВНИИ 
биологической защиты растений предлагается технология обнару-
жения очагов поражения посевов грибными болезнями с помощью 
мультикоптера, оснащенного пробоотборником воздуха. Мульти-
коптер грузоподъемностью до 1 кг управляется дистанционно опе-
ратором и с использованием программного обеспечения, установ-
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ленного на мобильном компьютерном устройстве. Оснащен видео-
камерой и датчиком позиционирования GPS, обеспечивающими 
ориентированное управление полетом. 

Основным устройством, предназначенным для отбора проб воз-
духа над посевами и в травостое, служит миниатюрный пробоот-
борник (рис. 15). 

 

 
 

Рис. 15. Принципиальная схема устройства пробоотборника ПСЛ-2: 
1 – корпус; 2 – крышка; 3 – шарнир; 4 – стеклодержатель;  

5 – стекло предметное; 6 – всасывающий патрубок; 7 – направляющие;  
8 – пружина толкателя; 9 – аспиратор; 10 – рычаг шагового двигателя; 

11 – шток; 12 – планка зубчатая; 13 – электромагнит;  
14 – рычаг разблокировки привода стеклодержателя;  

15 – электрический разъем 
 
Предлагаемая технология отличается высокой оперативностью 

и низкой трудоемкостью. В пробах, отбираемых пробоотборником 
ПСЛ-2, установленном на БПЛА, обнаруживалось в среднем в  
1,3 раза больше спор, чем в пробах контрольного прибора  
ОЗР-1мп [32].  

Фитосанитарная диагностика с использованием средств вычис-
лительной техники позволяет собрать и проанализировать инфор-
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мацию, которая дает четкое представление о состоянии посевов и 
насаждений, экологической обстановке, состоянии и диагностике 
популяций вредных и полезных организмов. 

Одним из направлений фитосанитарной информатики, интенсив-
но разрабатываемых в научных учреждениях, является автоматиза-
ция получения, обработки и передачи данных, необходимых для 
комплексного мониторинга и прогноза. Разработаны технические и 
программные средства, позволяющие непосредственно в поле про-
водить сбор метеорологической, фитосанитарной и иной агроэколо-
гической информации, ее автоматическую обработку, передачу и 
представление потребителю соответствующих рекомендаций по за-
щите растений.  

В результате компьютерной фитосанитарной диагностики опре-
деляют пространственную структуру популяций по видам вредных 
организмов, градации их заселения по типам сельскохозяйственных 
угодий, культурам, полям (земельным участкам). Определяют также 
площади, подлежащие интегрированной защите растений, с учетом 
фактической заселенности вредными организмами, общей экологи-
ческой обстановки и экономических порогов вредоносности.  

Специалистам и практикам по защите растений требуются фи-
тосанитарные базы данных (БД), совмещенные с прогностически-
ми и информационными системами. К наиболее заметным проек-
там относится интерактивный «Атлас сорных растений, вредителей 
и болезней сельскохозяйственных культур» как составная часть 
Агроатласа. Основные его достоинства: обновленные справочные 
материалы по 640 видам вредителей, сорняков и возбудителей бо-
лезней и подготовка для них карт распространения и вредоносно-
сти.  

Специалистами ФГБНУ ВИЗР разработана в среде SQL-сервер – 
диалоговая БД по вредителям сельскохозяйственных культур. Но-
вая «База данных фитосанитарного мониторинга агроэкосистем в 
Российской Федерации» предназначена для специалистов всей 
страны, работающих как в производственных (государственные и 
частные), так и научно-исследовательских, учебных учреждениях 
сельскохозяйственного профиля, проводящих фитосанитарный мо-
ниторинг.  
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Рис. 16. Схема проведения фитосанитарной диагностики 
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В области защиты растений можно выделить программу «КО-
РАЛЛ – Вредители и болезни сельскохозяйственных культур». Она 
способна диагностировать и определить источники повреждения и 
поражения растений путем ввода в систему внешних признаков вре-
дителей, поражений и болезней. В процессе работы с программой 
система задает пользователю (агроному, фермеру, специалисту стан-
ции по защите растений, садоводу или огороднику) уточняющие во-
просы и выдает подсказки. Пользователю программы также доступны 
необходимые информационные материалы (характеристики повреж-
дений растения, методики обследования поражений и др.). По завер-
шении диагностики пользователю выдается информация о необходи-
мых мерах борьбы с вредителями или болезнями сельскохозяйствен-
ных растений и технологии проведения этих мер.  Примерная техно-
логическая схема действия системы представлена на рис. 16 [33]. 

Основная задача системы защиты растений – не допустить сни-
жения количества и качества урожая сельскохозяйственных расте-
ний из-за повреждения болезнями, а значит – массового заражения 
растений. В этой связи актуальными технлогиями противостояния 
фитопатогенам становятся ранняя диагностика и прогнозирование. 

Прогнозирование наиболее перспективно для болезней, которые 
связаны с переносчиком фитофагом или опылителем; группы забо-
леваний, вызываемых семенной инфекцией, сохраняющихся на 
сорных растениях, в почве или на культурах-предшественниках. В 
настоящее время прогноз развития болезней остается нерешенной 
задачей. 

Система прогнозирования может использовать один или не-
сколько параметров, влияющих на жизнедеятельность патогена, 
чтобы оценить вероятность заболевания. Так, для болезни Стюарта 
на кукурузе в модели учитывается индекс зимней температуры, так 
как низкая температура убивает переносчика этого патогена. По 
данным ООО ИЦ, для прогнозирования заболевания бактериаль-
ным ожогом в современных моделях прогнозирования (MARY-
BLYTTM, Billings Integrated System, «Cougar blight») в качестве 
главного фактора учитывают дождь или росу для определения дней 
инфекционного риска, потому что заражение цветов плодовых ро-
зоцветных происходит при наличии капельной влаги. 
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Модель MARYBLYTTM построена на предположении, что есть 
избыток инокулюма и для заражения цветков необходимо сочетание 
определенных условий. 

Когда все эти условия встречаются в указанной последователь-
ности, то происходит заражение и можно ожидать появления пер-
вых симптомов бактериального ожога, если при температуре выше 
12,7°С накапливаются дополнительно 57 градусо-дней.  

Модель Cougar blight оценивает темп роста бактерий в градусо-
часах, основываясь на кривой скорости роста бактерий. Значения 
градусо-часа складываются каждый час дня, когда температура 
выше 15°С. Значение увеличивается, если температура повышается 
от 15 до 29°С, уменьшается при температура выше и достигает 0 
при температуре выше 40°С. 

Роса измеряется датчиками влажности листьев, установленными 
в тени садов. Увлажнение листьев, продолжающееся более 2 ч, 
принимается как интенсивная роса [34].  

Актуальными технологиями защиты растений становятся про-
гнозирование и системы поддержки правильных решений для сель-
скохозяйственных производителей. Научные исследования в дан-
ной области ведутся во многих научных и производственных орга-
низациях в России и за рубежом, обобщенные данные о них пред-
ставлены в табл. 3. 

Таблица 3 
Примеры разработанных моделей прогнозирования и диагностики 

[35-42] 
Название разработки,  

разработчик 
Краткая  

характеристика 
Возможности  
использования 

Методика прогнозиро-
вания крупномасштаб-
ного распространения 
эпидемий на примере 
бурой ржавчины и мо-
дель прогнозирования 
заражения для пшеницы 
разных сортов с учётом 
концентрации уредос-
пор ржавчины в атмо-
сфере (ФГБНУ ВНИ-
ИФ) 

Получены на ос-
нове эксперимен-
тов по заражению 
растений от «воз-
душного» иноку-
люма с примене-
нием метода наи-
меньших квадра-
тов 

Позволяет получить дан-
ные о количестве иноку-
люма над посевами зерно-
вых, потоке примесей над 
посевами, агрессивности 
патогена – его инфекцион-
ности.  
Является хорошей основой 
для дальнейшего исполь-
зования при прогнозе раз-
вития ржавчинных заболе-
ваний и определения  
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Продолжение табл. 3 

Название разработки,  
разработчик 

Краткая  
характеристика 

Возможности  
использования 

  затрат на борьбу с ними 
как внутри отдельного хо-
зяйства, района, области, 
так и для России в целом 

Математические моде-
ли и компьютерные 
программы, система 
адаптации (адресной 
оптимизации) защит-
ных мероприятий на 
основе фитосанитарной 
и агроэкологической 
экспертизы защищае-
мых полей (ФГБНУ 
ВНИИФ совместно с 
Московским НИИ сель-
ского хозяйства (лабо-
ратория академика  
Б.И. Сандухадзе) 

Основаны на 
взаимосвязи сор-
товых особенно-
стей растения, 
агрофона, погод-
ных факторов, 
инфекционных 
потенциалов бо-
лезней и эпифито-
тических процес-
сов заболеваний  

Применение обеспечивает 
экономию пестицидов в 1,0-
1,5 раза, повышение эффек-
тивности защиты на 20-30%, 
увеличение чистой прибыли 
в 1,5-2,0 раза по сравнению 
с традиционными техноло-
гиями.  
Компьютерный вариант 
находится в свободном дос-
тупе на сайте института 
http:// www.vniif.ru/ и может 
быть использован при пла-
нировании и проведении 
мероприятий по защите 
озимой пшеницы от ком-
плекса болезней 

Дерево решений (ДР), 
система интеллектуаль-
ного анализа для прогно-
зирования заболеваний 
(Отдел эпидемиологии 
и фитосанитарии болез-
ней зерновых культур 
ФГБНУ ВНИИФ) 

Для моделирова-
ния был использо-
ван пакет КNIМЕ 
(http://www.knime.
org) 

После создания ДР можно 
построить прогнозные пра-
вила на естественном язы-
ке, наглядно интерпрети-
ровать полученные резуль-
таты разделить набор дан-
ных на основе их однород-
ности. ДР применяется для 
количественной оценки 
однородности данных, 
принадлежащих к опреде-
ленному классу, расчёта 
энтропии 
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Продолжение табл. 3 

Название разработки,  
разработчик 

Краткая  
характеристика 

Возможности  
использования 

Системы многофактор-
ного фитосанитарного 
анализа для управления 
защитой агроценозов от 
вредных организмов, 
системы поддержки 
правильных решений 
(СППР-DSS) 

  

Система PRO PLANT 
ЕХРЕРТ (Германия) 

На базе Интернета Предоставляет сельхоз-
производителю (фермеру) 
данные о необходимых 
действиях в случае воз-
никновения опасных фи-
топатогенных ситуаций 

Система РLANT-PLUS 
(фирма «Dacom», Ни-
дерланды) 

То же 

Система LANDBRUGS 
INFO (Дания) 

-//- 

Система DESSAS (Анг-
лия) 

Устанавливается 
на компьютер 
пользователя 

Учитывает информацию о 
состоянии растений раз-
ных сельскохозяйственных 
культур, развитии болез-
ней, погоде, предшествен-
никах и др. Рекомендует, 
когда и как обрабатывать 
посевы фунгицидами. 
Разработана и эксплуати-
руется: издана в помощь 
консультантам и фермерам 
при принятии оперативных 
решении по возделыванию 
ряда полевых культур с 
учетом агрометеорологи-
ческой и фитосанитарной 
ситуации, для поддержки 
принятия решений по за-
щите зерновых культур от 
болезней. Система учиты-
вает метеоусловия (факти-
ческие и прогнозируемые), 
агроэкологические  
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Продолжение табл. 3 

Название разработки,  
разработчик 

Краткая  
характеристика 

Возможности  
использования 

  условия, распространение 
болезни и др. Рекомендует 
такие элементы управле-
ния, как выбор сорта, дата 
опрыскиваний, фунгицид, 
его доза 

Фитосанитарные экс-
пертные системы (ма-
тематические, логиче-
ские, сценарные) 
(ФГБНУ ВНИИФ) 

Прошли государ-
ственную регист-
рацию, опублико-
ваны, доступны 
для широкого кру-
га пользователей 

Моделируют развитие эпи-
демически опасных болез-
ней озимой и яровой пше-
ницы с учетом склады-
вающихся условий. На их 
основе разработаны кон-
сультативные компьютер-
ные программы: «Защита 
пшеницы от ржавчины», 
«Защита пшеницы от сеп-
ториоза», «Защита пшени-
цы от мучнистой росы» 

Информационная сис-
тема поддержки приня-
тия решений по борьбе 
с заболеваниями расте-
ний «АГРОДОЗОР» 
(http://agrodozor.ru) 
(ООО «Агродозор»  
(г. Белгород) совместно 
с сотрудниками ФГБНУ 
ВНИИФ) 

В автоматическом 
режиме обрабаты-
вает внесённую 
пользователем 
информацию, а 
также метеороло-
гические данные и 
данные дистанци-
онного зондиро-
вания земли 

При подключении в систе-
му вводятся координаты и 
контур обрабатываемых 
полей, производится реги-
страция пользователей ор-
ганизации. Затем обеспе-
чивается доступ к личному 
кабинету, в котором для 
каждого поля можно вне-
сти данные, необходимые 
для формирования реко-
мендаций по проведению 
защитных мероприятий. 
В случае изменения фито-
патогенной обстановки и 
появления необходимости 
в проведении защитных 
мероприятий система  
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Продолжение табл. 3 

Название разработки,  
разработчик 

Краткая  
характеристика 

Возможности  
использования 

  автоматически оповестит 
об этом пользователей ор-
ганизации по электронной 
почте и уведомлением в 
мобильном приложении, а 
также изменит статус по-
лей 

Методология картиро-
вания и проведения 
анализа ареалов и зон 
вредоносности патоге-
нов культурных расте-
ний и сорняков, распро-
страненных на террито-
рии РФ (ФГБНУ ВИЗР) 

Характеризует 
особенности про-
странственного 
распределения и 
градации зон вре-
доносности 636 
вредных объектов 
(в том числе 193 
болезни)  

Комплексное фитосани-
тарное районирование тер-
ритории. Формирует 
обобщенное представление 
об ареале и вредоносности 
в многолетнем плане. Дан-
ные могут служить осно-
вой для  дальнейших науч-
ных исследований как в 
плане совершенствования 
уже существующих компо-
зиций, так и детализации 
их для отдельных регионов 
и построения крупномас-
штабных карт. Для разви-
тия этого направления 
особенно перспективны 
материалы дистанционно-
го зондирования, получае-
мые с беспилотных лета-
тельных аппаратов, спут-
ников и пилотируемых 
орбитальных станций и 
использование навигаци-
онной аппаратуры для точ-
ного определения мест 
обнаружения объектов во 
время полевых обследова-
ний сельскохозяйственных 
угодий 
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Продолжение табл. 3 

Название разработки,  
разработчик 

Краткая  
характеристика 

Возможности  
использования 

Приложение с обоб-
щенными спектрами 
классов пораженных 
сетчатой пятнистостью 
листьев озимого ячменя 
сорта Павел (ФГБОУ 
ВО «Кубанский госу-
дарственный аграрный 
университет имени  
И.Т. Трубилина») 

Измерены спектры 
графических изо-
бражений с помо-
щью системы 
«Эйдос»  

Установка системы «Эй-
дос» с разработанным при-
ложением на планшет, ос-
нащенный фотокамерой, 
превращает его в мобиль-
ную информационно-
измерительную систему, 
которую можно использо-
вать в полевых условиях 
для автоматизированного 
определения степени по-
ражения озимого ячменя 
пятнистостью. Использо-
вание этой системы нетру-
доемко, она обеспечивает 
высокую точность, объек-
тивность и сопоставимость 
фитопатологических изме-
рений 

Методы анализа фито-
санитарной ситуации на 
основе глобальных по-
зиционных систем 
(ГПС), картирование 
распространения вред-
ных организмов и вы-
зывающих их ЧС с ис-
пользованием ГИС 
(Московский НИИ 
сельского хозяйства 
«Немчиновка» и отде-
ление защиты растений 
Россельхозакадемии) 

На основе дистан-
ционного зонди-
рования, точечно-
го учета распро-
странения вред-
ных организмов с 
пространственной 
привязкой  

Передача организацией 
определённых видов или 
функций различных видов 
деятельности другим орга-
низациям в области фито-
санитарии по направлению 
мониторинга и практиче-
ского использования 
управлении фитосанитар-
ным состоянием для ис-
пользования. С использо-
ванием «облака» – Яндекса 
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Продолжение табл. 3 

Название разработки,  
разработчик 

Краткая  
характеристика 

Возможности  
использования 

Универсальные форму-
лы прогноза для бурой 
ржавчины озимой пше-
ницы, применимые на 
территории Тамбовской 
области (Среднерус-
ский филиал ФГБНУ 
«ФНЦ имени И.В. Ми-
чурина», пос. Новая 
Жизнь, Тамбовская об-
ласть; ФГБОУ ВО 
«Тамбовский ГУ имени 
Г.Р. Державина»; 
ФГБНУ «НИИ сельско-
го хозяйства Юго-
Востока», г. Саратов; 
ФГБОУ ВО «Тамбов-
ский ГТУ», г. Тамбов) 

Составлены на 
основе граничных 
факторов погоды, 
могут использо-
ваться в отноше-
нии других болез-
ней растений 

Позволили выявить опре-
деленные закономерности 
развития возбудителя в 
зависимости от погодных 
условий. Могут стать ос-
новой нового направления 
исследований в рамках 
метеобиологического ме-
тода прогноза 

 

В мире интенсивно ведутся разработка и внедрение информаци-
онных технологий в сельском хозяйстве, в том числе и в растение-
водстве. Проанализировав представленные выше материалы науч-
ных исследований, модели и системы, можно сделать вывод, что 
источниками исходной информации служат результаты измерений 
и наблюдений на полях (данные с бесконтактных датчиков, уста-
новленных на сельскохозяйственной технике и с контактных – 
прикреплённых к растениям, с автоматических метеорологических 
станций, расположенных непосредственно на полях, изображений, 
получаемых с летательных аппаратов и спутников и др.), а также 
хранилища данных с материалами многолетних наблюдений и из-
мерений. Информация, модели и технологические решения интег-
рируются в компьютеризированную систему, что делает их удоб-
ными для пользователя. Перспективность применения информаци-
онно-управляющих систем в защите растений подтверждается при-
веденными результатами научных исследований и разработками 
научных и производственных компаний. 
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
 
Диагностика болезней и их возбудителей – важное звено в сис-

теме защиты растений. При определении патогена в диагностике 
используется спектр методов, с присущими им преимуществами и 
недостатками.  

Визуальная диагностика не теряет своей актуальности, так как 
часто является предварительной для других диагностических тех-
нологий. Основным недостатком визуального метода можно счи-
тать ненадежность, обусловленную множеством причин. Это сов-
падение внешних признаков инфекционного поражения растений у 
многих болезней и физиологических нарушений, вызванных небла-
гоприятными внешними воздействиями; способность некоторых 
фитопатогенов вызывать бессимптомные заболевания или заболе-
вания со слабо выраженными симптомами; необходимость высо-
кой квалификации эксперта.  

Еще один существенный минус диагностики по внешним про-
явлениям – поздний факт обнаружения заболевания, когда зараже-
ние распространилось на значительную площадь посевов. Таким 
образом, этот метод малоприменим для ранней диагностики или 
при наличии скрытой инфекции. 

Технология диагностики возбудителей болезней с помощью вы-
деления в чистую культуру с последующим микробиологическим 
исследованием является дешевым, но трудоемким методом, зани-
мает много времени, имеет низкую производительность, не подхо-
дит для патогенов, которых трудно или невозможно культивиро-
вать in vitro и его практически невозможно автоматизировать. За-
висимость от морфологического определения требует от исследо-
вателя обширных знаний классической таксономии.  

Технологии с использованием методов визуального осмотра и 
микроскопирования перспективны для предварительных предпо-
ложений о возможных возбудителях и подбора дальнейших мето-
дов диагностики. 

Стремление повысить качество и упростить процесс диагности-
ки обусловили внедрение в фитопатологию более современных 
технологий. Усовершенствовались фитопатологические методы 
(культуральные, гистохимические или биохимические методики, 
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электронная микроскопия вирусов), внедрены методы, основанные 
на молекулярной биологии и иммунологии, но им также присущи 
определенные характеристики, ограничивающие широкое исполь-
зование. 

Технологии диагностики, основанные на полимеразной цепной 
реакции (ПЦР), могут выявлять в растительной ткани присутствие 
ДНК любого организма, даже если выделить его в культуру уже 
невозможно, отличаются высокой чувствительностью и специфич-
ностью, наличием количественной оценки присутствия объекта. 
Они подходят для определения любых патогенов даже на этапе до-
визуального проявления болезни, что перспективно при диагности-
ке заражения семян и посадочного материала, выявления каран-
тинных объектов, идентификации патогенов. Многие научные, об-
разовательные и производственные организации (ФГБНУ ВИЗР, 
ФГБНУ ВНИИФ, ИБХ имени академиков М.М. Шемякина и Ю.А. 
Овчинникова РАН, ФГБУ ВНИИКР, ФГБОУ ВО РГАУ-МСХА 
имени К.А. Тимирязева, ООО «АгроДиагностика», ООО «ГенБит») 
имеют разработки в области оптимизации процесса проведения 
ПЦР протестированные в практических условиях. 

Но методы, основанные на ПЦР, отличаются высокой стоимо-
стью приборов и реактивов, повышенными требованиями к органи-
зации помещений лаборатории и квалификации персонала. Еще 
одним ограничением для диагностики с использованием ПЦР явля-
ется отсутствие тест систем для многих фитопатогенов. Реализация 
данных технологий требует значительных временных затрат, свя-
занных с необходимостью доставки отобранных образцов в диаг-
ностическую лабораторию, накоплением проб для постановки ана-
лиза и доведением результатов до производителя. 

Этого недостатка лишены тест-системы для реализации техно-
логии диагностики на основе метода иммунохроматографии, по-
зволяющие проводить анализ непосредственно в поле в течение 10-
15 мин без использования специального оборудования. Примером 
подобных перспективных технологии являются разработанные в 
институте биохимии им. А.Н. Баха, Федеральном исследователь-
ском центре «Фундаментальные основы биотехнологии» РАН и 
апробированные на диагностике основных патогенов картофеля. 
Использование при амплификации сочетания функционализиро-
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ванных магнитных наночастиц и золотых наночастиц позволяет 
снизить предел обнаружения в 32 раза по сравнению с традицион-
ным методом иммунохроматографии, в котором применяются 
только золотые наночастицы. 

Однако технологии на основе метода иммунохроматографии 
обладают низкой, по сравнению с ПЦР и ИФА, чувствительностью 
и специфичностью по отношению к некоторым патогенам и в 
большинстве случаев коммерчески доступны только в формате 
«один тест – один патоген». Такие особенности иммунохромато-
графического метода не позволяют адаптировать его для надежно-
го анализа на присутствие спектра патогенов и их комбинаций. 

Способ нивелирования недостатков ИХА предложен в ЗАО 
НВП «Иммунотех» МГУ имени М.В. Ломоносова в сотрудничестве 
с ВНИИКХ имени А.Г. Лорха для проведения массового анализа 
семенного материала на вирусную инфекцию. На первом этапе в 
полевых условиях используется технология на основе ИХА, с по-
мощью которого отбраковывается явно зараженный материал. На 
втором этапе для анализа оставшихся растений применяются тех-
нологии с использованием ИФА или ПЦР. Такое сочетание очень 
эффективно и обеспечивает высокое качество проверенного поса-
дочного материала. 

Технологии диагностики с применением иммуноферментного ана-
лиза (ИФА) высокочувствительны, точны – позволяют количественно 
определять до 1 нг/мл патогена в экстрактах. Их использование обес-
печивает выявление довизуальных признаков проявления болезней 
растений. Подобная технология, представляющая собой ELISA-тест, 
разработана в Орловском ГАУ. Она позволяет повысить чувствитель-
ность анализа и сократить время тестирования на наличие фитопато-
гена Fusarium oxysporum в овощных и зеленых культурах на несколь-
ких часов.  

Для применения технологий ИФА требуются квалифицирован-
ный персонал, дорогостоящее оборудование, что несмотря на 
большую перспективность ограничивает область их применения 
специализированными лабораториями.  

Те же ограничения характерны для технологий с использовани-
ем методов идентификации по видам жирных кислот и на основе 
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гибридизации нуклеиновых кислот, которые очень мало применя-
ются на практике.  

Расширяются перспективы применения в системе защиты рас-
тений от болезней интеллектуальных и интернет-технологий, 
включающих в себя качественное прогнозирование фитопатоген-
ных ситуаций, системы моделирования и поддержки принятия ре-
шений профилактических и защитных мероприятий, базирующих-
ся на технологиях, объединяющих последние достижения науки о 
защите растений, инфокоммуникационных технологий, дистанци-
онного зонирования земли, метеорологического прогнозирования, 
селекции, химической промышленности и др. 

В мировой практике данные технологии занимают основное ме-
сто в консультационном обслуживании сельскохозяйственных то-
варопроизводителей. В Российской Федерации разработки в этой 
области ведут многие научные и производственные организации 
(ВНИИ биологической защиты растений, ФГБНУ ВИЗР, ФГБНУ 
ВНИИФ, ООО «Агродозор», ФГБОУ ВО «Кубанский государст-
венный аграрный университет имени И.Т. Трубилина», Москов-
ский НИИ сельского хозяйства «Немчиновка» и отделение защиты 
растений Россельхозакадемии, Среднерусский филиал ФГБНУ 
«ФНЦ имени И.В. Мичурина», ФГБОУ ВО «Тамбовский ГУ имени 
Г.Р. Державина», ФГБНУ «НИИ сельского хозяйства Юго-
Востока», ФГБОУ ВО «Тамбовский ГТУ» и др.). 

На основании проведенного анализа можно сделать вывод, что 
наиболее перспективными технологиями для диагностики патоге-
нов сельскохозяйственных растений являются технологии с ис-
пользованием методов ПЦР, иммуноферментного и иммунохрома-
тографического анализов. Огромный потенциал для совершенство-
вания диагностики и профилактики болезней у интеллектуальных и 
интернет-технологий.  
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