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Talaromyces – монофилетический род микроскопических грибов, включающий в себя большое ко-
личество видов, в том числе клинически- и биотехнологически значимых. С 2011 г., после включе-
ния в него представителей Penicillium subg. Biverticillium, интерес к роду значительно вырос – было 
описано большое количество новых видов из различных регионов, особенно Азии и Северной 
Америки. На сегодняшний день, по обобщенным литературным данным, специалистами призна-
ется 198 видов Talaromyces. В работе приведен обзор истории и изменений в системе рода, обсуж-
дены сложности идентификации видов при использовании как морфологических, так и молеку-
лярных признаков, дано представление о генетических участках, наиболее удобных для процедуры 
ДНК-штрихкодирования. Отдельно приведены данные о географическом распространении и суб-
стратной приуроченности его представителей.

Ключевые слова: генетические участки, идентификация видов, таксономические изменения, 
Talaromyces.

DOI: 10.31857/S0026364824010018, EDN: mdmcpy

ВВЕДЕНИЕ

Увеличение доступности различных технологий 
секвенирования ДНК способствовало накоплению 
значительного количества молекулярных данных. 
Большинство этих данных доступны и хранятся 
в таких базах данных, как GenBank, UNITE, SILVA 
и др. Внедрение процедуры идентификации так-
сона с использованием только короткой после-
довательности ДНК (ДНК‑штрихкодирование) 
и открытие универсальных генетических участков 
позволило сравнивать свои данные исследователям 
по всему миру. Для грибов таким претендентом на 
универсальность оказался участок внутреннего 
транскрибируемого спейсера (ITS), считающий-
ся оптимальным для идентификации (Schoch et 
al., 2012; Lücking et al., 2020) и рекомендованный 
как первичный ДНК‑штрихкод для различных 
групп грибов. Однако для значительной части 

таксонов (~17%) было показано, что ITS являет-
ся малоинформативным, поэтому они не могут 
быть надежно идентифицированы до видового 
уровня (Vu et al., 2019; Lücking et al., 2020). Недо-
статочная информативность при использовании 
ITS может быть связана с недавно показанной 
внутригеномной изменчивостью для мультико-
пийных генов, которая в некоторых случаях может 
превышать межвидовую изменчивость (особенно 
это проблематично для видовых комплексов), что 
затрудняет идентификацию конкретных видов 
(Paloi et al., 2022). Вторичные ДНК‑штрихкоды — 
в основном белок-кодирующие участки (например, 
TEF1-α, RPB1, RPB2, β-tubulin, CaM), все чаще 
внедряются для идентификации таксонов, где ITS 
не обеспечивает достаточной точности (Tekpinar, 
Kalmer, 2019). Несмотря на широкое распростра-
нение ДНК‑штрихкодов, методы, основанные на 
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изучении фенотипических признаков, по-прежне-
му остаются важными для первичной каталогиза-
ции биоразнообразия грибов (Lücking et al., 2020).

Система грибов подвержена многочисленным 
изменениям, поскольку исследователи пытаются 
использовать различные подходы к их классифи-
кации. До августа 2011 г. в номенклатуре грибов на 
протяжении многих десятилетий была разреше-
на двойная номенклатура: из-за плеоморфизма 
различные формы спорообразования гриба (ана-
морфные и телеоморфные) могли иметь разные 
названия. Многие виды микроскопических грибов 
достаточно легко образуют анаморфное споро-
ношение и редко или никогда — телеоморфное, 
поэтому существующие системы идентификации 
опирались преимущественно на морфологические 
признаки именно бесполого размножения. Однако 
эта система оказалась плохо совместима с данными, 
появившимися в настоящее время благодаря более 
надежным молекулярным методам (Gams, 2016).

Поэтому смещение акцента в системе грибов 
с морфологических на молекулярные признаки, 
отказ от двойной номенклатуры и принятие прин-
ципа “один гриб — одно название” (Hawksworth 
et al., 2011), привело к заметным изменениям как 
в понимании границ и объема рода Talaromyces, 
так и в его внутриродовой структуре.

История ключевых изменений рода Talaromyces

Род Talaromyces был введен C.R. Benjamin (1955) 
как половая стадия для некоторых грибов из рода 
Penicillium, обладающих закрытыми плодовыми 
телами и рыхлым перидием из переплетенных 
гиф, с типовым видом Talaromyces vermiculatus 
(P.A. Dang.) C.R. Benj., позднее, в 1972 г., све-
денным в синонимы с T. flavus (Klöcker) Stolk 
et Samson (Stolk, 1972). Исходно представители 
рода Talaromyces морфологически характеризо-
вались своей половой стадией (телеоморфой), 
имеющей плодовые тела типа гимнотеция или 
клейстотеция, унитуникатные прототуникатные 
сумки с восемью одноклеточными аскоспорами, 
имеющими экваториальные гребни или без них. 
Бесполые стадии (анаморфы) ассоциировались 
с родом Penicillium и другими родственными рода-
ми: Geosmithia, Merimbla, Paecilomyces и Sagenomella 
(Benjamin, 1955; Malloch, Cain, 1972; Stolk, 1972; 
Yaguchi et al., 1996b; Samson, Pitt, 2003).

Первый вид, который сейчас мы относим к роду 
Talaromyces, T. flavovirens (Durieu et Mont.) Visa-
gie, Llimona et Seifert был изначально описан еще 
в 1845 г. как Lasioderma flavovirens Durieu et Mont., 
однако перенесен в род Talaromyces лишь в 2013 г. 

(Visagie et al., 2013). Немного раньше, в 2012 г., 
было показано, что Penicillium aureocephalum Munt.-
Cvetk., Hoyo et Gómez-Bolea является синонимом 
Lasioderma flavovirens и принадлежит к роду Tal-
aromyces (Visagie et al., 2012), из-за чего возникли 
проблемы, так как Lasioderma была более старым 
названием, чем широко используемое Talaromyces. 
Это закономерно привело к предложению сохра-
нить Talaromyces, и была проведена процедура 
консервации названия (Seifert et al., 2012).

Первая внутриродовая классификация Tal-
aromyces была введена в 1972 г. Она была осно-
вана на особенностях строения конидиального 
аппарата и морфологии колоний, в результате 
чего для рода были предложены четыре сек-
ции: Emersonii, Purpurea, Talaromyces, Thermophila 
(Stolk, Samson, 1972). J. Pitt (1979) принял секции 
Talaromyces, Thermophilus и Purpureus и ввел для 
секции Talaromyces серии Flavi, Lutei, Trachyspermi. 
Также он ввел секцию Coremigenum для Penicillium 
subg. Biverticillium, добавив в нее серии Dendritica 
и Duclauxii. На основании изучения убихиноновых 
профилей большинства видов Talaromyces было 
показано, что почти все виды Talaromyces, связан-
ные с анаморфой Penicillium, имели убихиноновую 
систему Q10(H2), а остальные виды Penicillium — 
систему Q9. В отдельную секцию Trachyspermus 
были вынесены представители Talaromyces sect. 
Talaromyces ser. Trachyspermi, у которых была об-
наружена смесь убихинонов Q10(H2) и Q10(H4), 
которые отличались белыми плодовыми телами 
и быстрым ростом при 37օC (Yaguchi et al., 1996).

Молекулярные данные по роду Talaromyces на-
чали появляться с 1990-х гг., и они однозначно 
продемонстрировали тесную связь телеоморф 
Talaromyces с анаморфами рода Penicillium subg. Bi-
verticillium, и показали, что Penicillium не является 
монофилетичным (LoBuglio et al., 1993; Berbee et al., 
1995). В 1993 г. на основе анализа последователь-
ностей малой субъединицы митохондриальной 
рДНК и ядерной рДНК для 10 видов Talaromyces 
и шести видов из Penicillium subg. Biverticillium было 
выдвинуто предположение о том, что введенные на 
основе морфологических данных секции и серии 
Talaromyces не полностью отражают их реальные 
филогенетические отношения; также были вы-
сказаны сомнения о принадлежности Talaromyces 
thermophilus Stolk к роду Talaromyces (LoBuglio et al., 
1993). В дальнейшем полифилия Penicillium и бли-
зость Talaromyces к Penicillium subg. Biverticillium 
была продемонстрирована еще не раз на множе-
стве молекулярных данных. Ключевые работы по 
анализу последовательностей различных генети-
ческих локусов приведены в табл. 1.
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Основываясь на результатах филогенетических 
реконструкций по участкам RPB1 и ITS, фено-
типических признаках и профилях вторичных 
метаболитов, все виды из Penicillium subg. Biverticil-
lium были включены в род Talaromyces, образовав 
монофилетическую кладу, удаленную от других 
подродов Penicillium. Диагноз рода при этом был 
значительно расширен, так как Talaromyces стал 
включать анаморфные виды с симметричными 
двухъярусными кисточками, гладкими или шеро-
ховатыми конидиеносцами, несущими остроко-
нечные и ампуловидные фиалиды, продуцирую-
щие конидии от шаровидных до эллипсовидных, 
а также телеоморфные виды с плодовыми телами 
типа клейстотеций с мягкой рыхлой стенкой, ча-
сто желтой окраски (иногда белой, кремовой, ро-
зоватой, оранжевой, красноватой или зеленой), 
содержащими сумки с восемью, и, реже, двумя 
гладкими, но чаще шиповатыми и/или с гребнями 
аскоспорами, от эллипсоидных до шаровидных, от 
бесцветных до желтых, иногда красных (Samson 
et al., 2011; Yilmaz et al., 2014a).

Включение Penicillium subg. Biverticillium в Talaro-
myces выявило необходимость в новой внутриродо-
вой системе, для чего было важно сначала уточнить 
таксономическое положение спорных видов. Так, 
Talaromyces emersonii Stolk и T. byssochlamydoides Stolk 
et Samson были перенесены в новый род Rasamsonia 
(Houbraken, Samson, 2011), а чуть позднее и Talaro-
myces thermophilus был перенесен в род Thermomyces 
(Houbraken et al., 2014). Таким образом, секции 
Thermophila и Emersonii были упразднены. В это 
же время было предложено разделить семейство 
Trichocomaceae на три: Aspergillaceae, Thermoascaceae, 
Trichocomaceae на основе мультилокусного фило-
генетического анализа по четырем генетическим 
участкам: RPB1, RPB2, Tsr1 и Cct8. Род Talaromyces, 
вместе с пятью другими родами (Dendrosphaera, 
Rasamsonia, Sagenomella, Thermomyces, Trichocoma), 
остался в семействе Trichocomaceae, которое с этого 

момента стали понимать sensu stricto (Houbraken, 
Samson, 2011).

После разграничения семейства Trichocomaceae 
и решения вопросов о переносе спорных видов 
на основе мультигенной филогении по локусам 
ITS, BenA и RPB2 было предложено разделение, 
призванное наиболее точно отразить связи между 
видами рода Talaromyces. Были выделены следую-
щие секции: Bacillispori, Helici, Islandici, Purpurei, 
Talaromyces, Subinflati, Trachyspermi (Yilmaz et al., 
2014). Позже был описан новый вид Talaromyces 
tenuis B.D. Sun, A.J. Chen, Houbraken et Samson, 
который поместили в новую секцию Tenues (Sun 
et al., 2020). В табл. 2 в хронологическом порядке 
собраны системы, предлагавшиеся для внутриро-
дового разделения Talaromyces, а также указаны 
признаки, на основе которых они были выделены.

Таким образом, накопление молекулярных дан-
ных способствовало значительному расширению 
представления о составе рода Talaromyces. После 
включения в него Penicillium subg. Biverticillium чис-
ло видов выросло до 71 (Samson et al., 2011). Позже 
на основе мультигенной филогении была предло-
жена новая внутриродовая система, состоящая из 
семи секций, куда поместили 88 принятых на тот 
момент видов (Yilmaz et al., 2014). В 2020 г. в род 
была добавлена восьмая секция (Sun et al., 2020), 
а количество описанных видов увеличилось до 171 
(Houbraken et al., 2020).

Виды рода Talaromyces и их субстратная 
приуроченность

Анализ литературных данных показал, что ин-
терес к роду Talaromyces с 2011 г. значительно вы-
рос: за период с 2011 по первое полугодие 2023 г. 
было описано более половины всех известных на 
сегодня видов Talaromyces, а их количество увели-
чилось с 71 вида (Samson et al., 2011) до 198 видов 
(обобщенные литературные данные на первое 

Таблица 1. Работы, в которых была показана полифилия рода Penicillium и обособленность рода 
Talaromyces

Генетические локусы Авторы
Малая субъединица ярДНК (18S SSU) Berbee et al. (1995); Ogawa et 

al. (1997)
Большая субъединица ярДНК (28S LSU) Ogawa et al. (1997)

Митохондриальный ген малой субъединицы рРНК (mtSrDNA) и внутренний 
транскрибируемый спейсер (ITS)

LoBuglio et al. (1993)

Кальмодулин (СaM) Wang, Zhuang (2007)
Внутренний транскрибируемый спейсер (ITS) ярДНК и наибольшая 

субъединица РНК‑полимеразы II (RPB1)
Samson et al. (2011)
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полугодие 2023 г.). На рис. 1 приведена столбчатая 
диаграмма с хронологией количества описаний 
новых видов, входящих на данный момент в род 
Talaromyces.

Для построения диаграммы на рис. 1 была со-
брана база данных публикаций (190 публикаций) 
по всем видам, которые сегодня относят к роду 
Talaromyces. Начало датируется 1845 г., когда был 
описан вид Lasioderma flavovirens, получивший 
новую комбинацию Talaromyces flavovirens в 2013 г. 
(Visagie et al., 2013).

С увеличением количества работ по описанию 
новых видов Talaromyces исследователи стали про-
водить ревизии и оценку объема рода. Этот па-
раметр менялся год от года. В табл. 3 приведены 
работы, опубликованные в период с 1955 по пер-
вое полугодие 2023 г., по которым можно оценить 
динамику расширения рода Talaromyces по коли-
честву видов. До 2011 г. эти ревизии носили спо-
радический характер и стали регулярными лишь 
в последнее время.

Из данных табл. 3 хорошо заметно значитель-
ное нарастание в количестве видов, известных 
для Talaromyces с 1978 по 2011 г. В течение этого 
периода было описано или перенесено в род 31 
вид, однако на 2023 г. из них в Talaromyces оста-
лись всего 10. Полный список этих видов и их 
текущее название приведены в табл. 4. Остальные 
виды, сейчас являющиеся частью рода Talaromyces, 
за это время были описаны в анаморфных родах 
Penicillium, Sagenoma, Paecilomyces и др. и перене-
сены в Talaromyces только в 2011 г. по результатам 
работы R.A. Samson (2011).

Распределение работ по описанию новых видов 
Talaromyces по странам и регионам их обнаруже-
ния за 11 лет (с 2012 по первое полугодие 2023 г.) 
представлено в табл. 5. Всего за этот период было 
описано 124 новых вида, 55 из которых описа-
но из стран Азии, и, в частности, 49 новых видов 
(40% от общего количества) из стран Восточной 
Азии. Второй регион по числу новых описаний 
Talaromyces — Сев. Америка, откуда было описано 
26 новых видов (21%).

Субстраты, на которых впервые были обнару-
жены виды Talaromyces, достаточно разнообразны 
и приведены в табл. 6. Для составления табл. 6 
была собрана база данных публикаций по всем 

Таблица 3. Динамика описания видов в роде Talaromyces 
с 1955 по 2023 г.

Год Количество  
видов Авторы

1955 10 Benjamin (1955)

1972 18 Stolk (1972); Malloch, Cain 
(1972)

1978 18 Kirilenko (1978)
1987 20 von Arx (1987)
2011 71 Samson et al. (2011)
2014 88 Yilmaz et al. (2014)
2018 120 Tsang et al. (2018)
2020 171 Houbraken et al. (2020)
2022 149 Wijayawardene et al. (2022)

2023 198 Обобщенные литературные 
данные

Таблица 2. Различные подходы к выделению секций в роде Talaromyces

Авторы Stolk (1972) Yaguchi et al. (1996) Yilmaz et al. (2014) Sun et al. (2020)
Признаки морфологические биохимические 

и морфологические
молекулярные 

и морфологические
молекулярные 

и морфологические

Секции Emersonii1 Emersonii1 Bacillispori Bacillispori
Purpurea Purpurea Purpurei Purpurei
Talaromyces Talaromyces Talaromyces Talaromyces
Thermophila2 Thermophila2 Islandici Islandici

Trachyspermus Trachyspermi Trachyspermi
Subinflati Subinflati
Helici Helici

Tenues

Примечание.*Система, предложенная в работе Pitt (1979) (не приведена в данной таблице).1 Секция перенесена 
в род Rasamsonia (Houbraken et al., 2012).2 Секция перенесена в род Thermomyces (Houbraken et al., 2014).
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Таблица 4. Виды Talaromyces, описанные с 1978 по 2011 г.

Вид Авторы Текущее название (по: Index Fungorum, 2023)
Talaromyces assiutensis Samson et 

Abdel-Fattah
Samson, Abdel-

Fattah (1978)
Talaromyces assiutensis Samson et Abdel-Fattah

T. gossypii Pitt Pitt (1979) Penicillium gossypii Pitt
T. mimosinus A.D. Hocking Pitt (1979) Penicillium mimosinum A.D. Hocking
T. ohiensis Pitt Pitt (1979) Penicillium ohiense L.H. Huang et J.A. Schmitt
T. panasenkoi Pitt Pitt (1979) Penicillium panasenkoi Pitt
T. malagensis (Thüm.) Stalpers et 

Samson
Stalpers (1984) Sporotrichum malagense Thüm.

T. thermocitrinus Subrahm. et 
Gopalkr.

Subrahmanyam, 
Gopalkrishnan 
(1984)

Talaromyces thermocitrinus Subrahm. et Gopalkr. 
(Index Fungorum, 2023); T. liani (Kamyschko) 
Yilmaz, Frisvad et Samson (Yilmaz et al., 2014)

T. ryukyuensis (S. Ueda et 
Udagawa) Arx

Arx (1987) Penicillium unicum Tzean, J.L. Chen et Shiu

T. viridis (Stolk et G.F. Orr) Arx 
(как viride)

Arx (1987) Talaromyces viridis (Stolk et G.F. Orr) Arx

T. derxii Takada et Udagawa Takada, Udagawa 
(1988)

Penicillium derxii Takada et Udagawa

T. macrosporus (Stolk et Samson) 
Frisvad, Samson et Stolk

Frisvad et al. (1990) Talaromyces macrosporus (Stolk et Samson) Frisvad, 
Samson et Stolk

T. helicus var. boninensis Yaguchi et 
Udagawa

Yaguchi et al. (1992) Talaromyces boninensis (Yaguchi et Udagawa) 
Samson, N. Yilmaz et Frisvad

T. unicus Tzean, J.L. Chen et Shiu Tzean et al. (1992) Penicillium unicum Tzean, J.L. Chen et Shiu
T. convolutus Udagawa Udagawa (1993) Penicillium convolutum Udagawa
T. emodensis Udagawa Udagawa (1993) Penicillium emodense Udagawa
Talaromyces tardifaciens Udagawa Udagawa (1993) Penicillium tardifaciens Udagawa
T. indigoticus Takada et Udagawa Takada, Udagawa 

(1993)
Penicillium indigoticum Takada et Udagawa

T. austrocalifornicus Yaguchi et 
Udagawa

Yaguchi et al. (1993a) Penicillium austrocalifornicum Yaguchi et Udagawa

T. subinflatus Yaguchi et Udagawa Yaguchi et al. (1993a) Penicillium subinflatum Yaguchi et Udagawa
T. barcinensis Yaguchi et Udagawa Yaguchi et al. (1993b) Penicillium barcinense Yaguchi et Udagawa
T. lagunensis Udagawa, Uchiy. et 

Kamiya
Udagawa et al. (1994) Penicillium lagunense Udagawa, Uchiy. et Kamiya
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Рис. 1. Столбчатая диаграмма, демонстрирующая количество новых видов Talaromyces (или их базионимов), опи-
санных в период с 1845 по 2023 г.
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T. spectabilis Udagawa et Shoji 
Suzuki

Udagawa, Suzuki 
(1994)

Paecilomyces variotii Bainier

T. muroii Yaguchi, Someya et 
Udagawa

Yaguchi et al. (1994) Talaromyces muroii Yaguchi, Someya et Udagawa

T. eburneus Yaguchi, Someya et 
Udagawa

Yaguchi et al. (1994) Rasamsonia eburnea (Yaguchi, Someya et Udagawa) 
Houbraken et Frisvad

T. trachyspermus var. assiutensis 
(Samson et Abdel-Fattah) 
Yaguchi et Udagawa

Yaguchi et al. (1994) Talaromyces assiutensis Samson et Abdel-Fattah

T. wortmannii var. sublevisporus 
Yaguchi et Udagawa

Yaguchi et al. (1994) Talaromyces sublevisporus (Yaguchi et Udagawa) 
Samson, N. Yilmaz et Frisvad

T. hachijoensis Yaguchi, Someya et 
Udagawa

Yaguchi et al. (1996a) Talaromyces hachijoensis Yaguchi, Someya et 
Udagawa

T. euchlorocarpius Yaguchi, Someya 
et Udagawa

Yaguchl et al. (1999) Penicillium euchlorocarpium Yaguchi, Someya et 
Udagawa

T. brevicompactus H.Z. Kong Kong (1999) Hamigera brevicompacta (H.Z. Kong) Houbraken, 
Frisvad et Samson

T. ocotl Bills et Heredia Heredia et al. (2001) Sagenomella ocotl (Bills et Heredia) Samson, 
Houbraken et Frisvad

T. apiculatus Samson, N. Yilmaz et 
Frisvad

Samson et al. (2011) Talaromyces apiculatus Samson, N. Yilmaz et Frisvad

Таблица 4. Окончание

Таблица 5. Страны, из которых были описаны новые виды Talaromyces с 2012 по первое полугодие 2023 г.

Страна Число 
видов Регион Ссылка

Китай 42 Восточная 
Азия

Chen et al. (2016); Wang et al. (2016); Wang et al. (2016); Wang et al. 
(2017); Su, Niu (2018); Jiang et al. (2018); Sun et al. (2020); Han et 
al. (2021); Pyrri et al. (2021); Tian, (2021); Wei et al. (2021); Zhang et 
al. (2021); Han et al. (2021); Sun et al. (2022); Wang, Zhuang, (2022); 
Zhang et al. (2023)

Республика 
Корея

6 Sang et al. (2013); You et al. (2020); Nguyen et al. (2021)

Япония 1 Fujii et al. (2014)
Таиланд 4 Юго-

Восточная 
Азия

Manoch et al. (2013); Nuankaew et al. (2022)

Индия 1 Южная Азия Rajeshkumar et al. (2019)
Иран 1 Западная 

Азия
Crous et al. (2016)

США 22 Северная 
Америка

Peterson, Jurjević, (2013); Guevara-Suarez et al. (2017); Peterson, 
Jurjević, (2017); Crous, Wingfield, et al. (2018); Crous, Luangsa-ard, 
et al. (2018); Peterson, Jurjević, (2019)

Канада 2 Visagie et al. (2015); Peterson, Jurjević, (2017)
Мексика 2 Visagie, Hirooka, et al. (2014); Peterson, Jurjević, (2017)
Колумбия 6 Южная 

Америка
Visagie et al. (2015); Yilmaz, López-Quintero, et al. (2016); Guerra 
Sierra et al. (2022)

Бразилия 4 Barbosa et al. (2018); Crous, Carnegie, et al. (2019); Rodríguez-
Andrade et al. (2019)

Аргентина 2 Romero et al. (2016)

Примечание. Данные по текущему названию вида приведены из Index Fungorum (2023). Подчеркиванием вы-
делены виды, которые остались в Talaromyces.
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видам, которые сегодня относят к роду Talaromyces. 
Подсчитано процентное соотношение количества 
видов на определенном типе субстрата и обще-
го количества видов для каждого типа субстрата. 
Эти данные также можно условно разделить на 
две части. До 2012 г. основная масса видов была 
описана из почвы и подстилки (57 видов, 77%), 
а с остальных субстратов значительно меньше. 
Нужно отметить, что в 1959 г. из внутренних ор-
ганов китайской бамбуковой крысы (Rhizomys 
sinensis) в горной местности Центрального Вьет-
нама был выделен и описан патоген Penicillium 
marneffei Segretain, Capponi et Sureau (Segretain, 
1959), являющийся эндемиком Юго-Восточной 
Азии и вызывающий глубокие микозы у людей 
с ослабленным иммунитетом (Pruksaphon et al., 
2022). Позже этот вид перенесен в род Talaromyces 
(Samson et al., 2011).

Субстраты, на которых были описаны виды 
Talaromyces после 2011 г., гораздо разнообразнее. 
Почва, подстилка, ризосфера и корни растений 
являются субстратом для уже менее чем поло-
вины (48%) всех описанных за это время видов. 
Значительная часть видов (21%) была обнаружена 
в воздухе и пыли помещений. С растительными 
субстратами (остатками растений, древесиной, 
семенами, фруктами) связано 16% описанных ви-
дов. Остальные находки (15%) сделаны на самых 
разнообразных субстратах, к которым относятся 
насекомые, ткани собаки, ткани человека, мед, 
вода. Прямая ассоциация с этими субстратами 
требует дополнительных подтверждений отсут-
ствия поверхностной контаминации их спорами.

Таким образом, интерес к видам рода Talaro-
myces значительно вырос после 2011 г., что так-
же отразилось и на количестве описаний новых 
видов: с 2000 по 2011 г. было описано только два 
новых вида рода Talaromyces и четыре вида рода 
Penicillium (в 2002 г. описан Penicillium calidicanium 
J.L. Chen, в 2004 г.   — P. cecidicola Seifert, Hoekstra et 
Frisvad, в 2008 г.  — P. ramulosum Visagie et K. Jacobs, 
в 2010 г.   — P. albobiverticillium H.M. Hsieh, Y.M. Ju 
et S.Y. Hsieh), которые в 2011 г. были включены 
в Talaromyces (Houbraken, Samson, 2011). С 2012 по 
2023 г. было описано 124 новых вида, значительная 
часть — из стран Азии. На первое полугодие 2023 г., 
по обобщенным литературным данным, известно 
198 видов рода Talaromyces, которые в большинстве 
приурочены к почве и связанным с ней субстра-
там (подстилке, растениям, древесине, семенам, 
фруктам, корням) — 141 вид, или 71% от общего 
количества видов.

Дифференциация и идентификация видов рода 
Talaromyces

Классификация микроскопических грибов 
всегда вызывала трудности у исследователей. Ос-
новные причины — дефицит легко наблюдаемых 
стабильных морфологических признаков, отсут-
ствие полового размножения у значительной части 
видов и связанные с этим технические трудности 
при изучении. Выходом из этой ситуации стало 
развитие молекулярной филогении и основанной 
на ней системе, что позволило свести к миниму-
му субъективность интерпретации полученных 

Гватемала 1 Центральная 
Америка

Crous, Wingfield, et al. (2019)

Испания 4 Европа Rodríguez-Andrade et al. (2019); Pyrri et al. (2021)
Нидерланды 4 Yilmaz et al. (2012); Visagie et al. (2015); Crous et al. (2017); Pyrri et al. 

(2021)
Германия 2 Crous et al. (2017); Pyrri et al. (2021)
Италия 2 Varriale et al. (2018); Peterson, Jurjević, (2019)
Португалия 1 Trovão et al. (2021)
Франция 1 Crous et al. (2020)
Южная 

Африка
12 Африка Yilmaz et al. (2012); Visagie, Jacobs, (2012); Frisvad et al. (2013); 

Visagie et al. (2014); Visagie et al. (2015); Yilmaz et al. (2016); 
Peterson, Jurjević, (2019); Pyrri et al. (2021)

Гана 1 Peterson, Jurjević, (2019)
Австралия 2 Австралия Visagie et al. (2015); Sun et al. (2020)
Микронезия 1 Микронезия Visagie et al. (2014)
Итого: 124

Таблица 5.  Окончание
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данных. Логичным продолжением молекулярной 
филогении стал полифазный таксономический 
подход для определения критериев вида, основан-
ный на независимом анализе множества признаков 
и свойств у большого числа штаммов (Gannibal, 
2021). Попытки построения таких систем на основе 
морфологических, физиологических, молекуляр-
ных признаков и вторичных метаболитов сейчас 
проводят и для рода Talaromyces (Yilmaz et al., 2014; 
Tsang et al., 2018; Houbraken et al., 2020b).

Наиболее полная система для достоверного 
разделения видов была предложена в 2014 г. для 
рода Penicillum, но она также хорошо работает и для 
Talaromyces (Visagie et al., 2014). В основе этой си-
стемы лежат строго стандартизованные условия 
культивирования штамма и последующая его ха-
рактеристика по трем направлениям: морфоло-
гическому, молекулярному и физиологическому.

На первом этапе штамм инкубируют из спо-
ровой суспензии в течение семи сут в темноте на 
вентилируемых чашках Петри (диаметр 90 мм, 20 
мл питательной среды в чашке). Рекомендуемые 
питательные среды: MEA при 25օC, CYA в трех-
кратной повторности при 30 и 37օC. Дополнительно 
можно использовать среды CZ, YES, OA, CREA, 
DG18, CYAS (Crous et al., 2009; Visagie, Houbraken 
et al., 2014). Второй этап — всесторонний анализ, 
характеристика и выявление признаков, описан-
ных в табл. 7.

Идентификация грибов рода Talaromyces в на 
стоящее время является сложной задачей, тре-
бующей изучения множества признаков (табл. 7), 
во‑первых, микро- и макроморфологических, 
во‑вторых, изучение физиологических особенно-
стей, в‑третьих, определение спектра вторичных 
метаболитов с использованием различных методов 
высокоэффективной жидкостной хроматографии 
(ВЭЖХ), позволяющей получить профили, специ-
фичные для разных видов. Для большинства соеди-
нений Talaromyces уже доступны стандарты профи-
лей различных экстралитов (Klitgaard et al., 2014).

Все это в совокупности с молекулярными дан-
ными необходимо для того, чтобы надежно уста-
новить границы видов или ввести новые таксоны 
(Yilmaz et al., 2014; Tsang et al., 2018). При этом даже 
незначительные вариации в составе питательной 
среды и окружающих условий могут изменить 
внешний вид организма и привести к неверной 
идентификации, поскольку морфологические из-
менения являются одним из способов адаптации 
к выживанию в окружающей среде. Именно поэто-
му необходимо использовать стандартизированные 
методы работы для проведения морфологических 
и физиологических исследований (Samson et al., 
2014; Tsang et al., 2018; Houbraken et al., 2020).

Идентификация видов рода Talaromyces ослож-
няется наличием близкородственных видов, обра-
зующих видовые комплексы и имеющих сходные 
морфологические признаки, и часто не имеющих 
телеоморфной стадии. Сегодня все больше мико-
логов придерживаются концепции филогенети-
ческого распознавания видов с генеалогическим 
соответствием (GCPSR — genealogical concordance 
phylogenetic species recognition) для понимания 
и разделения криптических видов (Taylor et al., 
2000). На основе этой концепции исследовате-
ли использовали последовательности различных 
маркерных генов (ITS, β-тубулина, RPB1, RPB2, 
кальмодулина и др.) для разграничения видов Tal-
aromyces, входящих в ранее выявленные комплексы 

Таблица 6. Субстраты, на которых были описаны 
виды рода Talaromyces

Субстрат Число 
видов %

1955–2011
Почва 54 74
Искусственные материалы 5 6.8
Растения, древесина, семена 4 5.4
Подстилка 3 4.1

2012–2023
Почва 50 40.3
Воздух 17 13.7
Растения и древесина 12 9.6

Помещения и пыль 9 7.2
Подстилка 5 4
Ризосфера и корни 5 4
Воздух 3 4.1
Неизвестный субстрат 3 4.1
Перо Hylocichla fuscescens 1 1.4
Внутренние органы Rhizomys 

sinensis
1 1.4

Ткани и органы человека 5 4
Насекомые, суставная 

жидкость животных
5 4

Фрукты 5 4

Вода 4 3.2
Мед 4 3.2
Семена 3 2.4
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видов. В табл. 8 приведены описанные в литературе 
комплексы внутри рода Talaromyces.

Однако сложности с идентификацией могут 
возникнуть даже с разными штаммами одного 
вида. Например, внутривидовая вариативность 
Talaromyces albobiverticillius (H.M. Hsieh, Y.M. Ju 
et S.Y. Hsieh) Samson, N. Yilmaz, Frisvad et Seifert 
была хорошо продемонстрирована как на уровне 
макроморфологии колонии, так и на уровне после-
довательностей ДНК, где наблюдались вариации 
(Frisvad et al., 2013). Возможно, в скором времени 
этот вид признают комплексным и разделят на 
самостоятельные виды.

Выбор генов для идентификации и филогении 
Talaromyces

При текущем внедрении консолидированного 
распознавания видов, где молекулярные данные 
получили основную роль, маркерные последова-
тельности ДНК и филогенетический анализ стали 

“золотым стандартом” для точной идентификации 
грибов (Tsang et al., 2018). Стоит учитывать, что не-
которые из маркеров недостаточно информативны 
для разделения видов в пределах рода. Так, вну-
тренний транскрибируемый спейсер (ITS — internal 

transcribed spacer) — общепринятый генетический 
ДНК‑штрихкод для грибов, возможно, слишком 
консервативен для рода Talaromyces и родственных 
родов (Schoch et al., 2012). В целом участок ITS 
можно использовать для идентификации видов Ta-
laromyces, но в нескольких кладах он имеет низкую 
изменчивость, не позволяя различать некоторые 
виды (Samson et al., 2011; Yilmaz et al., 2014). На-
пример, T. ruber (Stoll) N. Yilmaz, Houbraken, Frisvad 
et Samson и T. amestolkiae N. Yilmaz, Houbraken, 
Frisvad et Samson различаются всего одной па-
рой оснований, поэтому для их идентификации 
необходимо использовать альтернативные гены 
(Yilmaz et al., 2012). Более поздние данные демон-
стрируют наличие внутригеномных вариаций ITS, 
что может вызвать проблемы при разграничении 
и идентификации видов, при этом в исследован-
ных геномах Talaromyces pinophilus (Hedgc.) Samson, 
N. Yilmaz, Frisvad et Seifert, T. funiculosus (Thom) 
Samson, N. Yilmaz, Frisvad et Seifert, T. rugulosus 
(Thom) Samson, N. Yilmaz, Frisvad et Seifert такие 
вариации обнаружены не были (Paloi et al., 2022).

Более вариативный по сравнению с ITS ген 
β-тубулина BT2, а в частности его фрагмент BenA 
длиной 400–450 п. о., прост для амплификации, 
как и участок ITS, но при этом позволяет точно 

Таблица 7. Данные, необходимые для дифференциации видов рода Talaromyces (по: Visagie, 2014)

Морфологическая характеристика

Макроморфологические признаки Микроморфологические признаки2

– диаметр и текстура колонии;
—  цвет мицелия и спороношения;
—  наличие растворимого пигмента;
—  цвет экссудата и реверса;
—  верхний температурный предел роста;
—  выделение кислотных или щелочных 

метаболитов на индикаторной среде CREA1

– количество уровней ветвления между ножкой 
и фиалидами;

—  размер, форма и текстура конидиогенного аппарата, 
конидий, клейстотециев, сумок и аскоспор (при 
наличии)

Молекулярная идентификация
– получение последовательностей ДНК генов для идентификации видов: ITS, BenA;
—  получение последовательностей ДНК генов для филогении: CaM, RPB2;
—  поиск сходных нуклеотидных последовательностей через BLAST

Выявление вторичных метаболитов (экстралитов)3

– экстракция метаболитов смесью: этилацетат/дихлорметан/метанол (3 : 2 : 1) (об./об./об.) с 1% (об./об.) 
муравьиной кислоты;

—  фильтрация и анализ при помощи ВЭЖХ (Klitgaard et al., 2014);
—  дополнительно — реакция Эрлиха4 с использованием фильтровальной бумаги

Примечание.1Состав питательных сред по: Crous et al. (2009).2 Признаки выявляют на среде MEA1; жидкость 
для приготовления препаратов — 60%-я молочная кислота; конидии отмывают в 70%-м этаноле.3 Используют 
пять агаровых блоков из каждой среды (CYA1 и МЕА) на один образец.4 Рекомендации по реакции Эрлиха для 
различения метаболитов по: Lund (1995).
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различить известные виды Talaromyces. Поэтому 
он был предложен в качестве альтернативного 
(вторичного) идентификационного маркера для 
этого рода (Yilmaz et al., 2014), и это предложение 
было поддержано в последующих работах (Visagie 
et al., 2015). Также была выявлена проблема с ам-
плификацией паралогов гена β-тубулина в секции 
Islandici с использованием пар праймеров bt2a/
bt2b или Bt2f/T22 (Peterson, Jurjević, 2013), что 
подтвердилось в отдельной работе по изучению 
Talaromyces из секции Islandici (Yilmaz, Visagie et al., 
2016), где для этой секции авторы рекомендовали 
использовать пару праймеров T10 и Bt2b (Glass, 
Donaldson, 1995) при температуре отжига 50 или 
52օC для амплификации.

Также имеются данные по анализу последо-
вательностей гена митохондриальной цитохром 
С оксидазы 1 (СО1) в качестве ДНК‑штрихкода для 
Penicillium subgen. Penicillium и родственных видов, 
показавшего хорошее таксономическое разреше-
ние на видовом уровне, при этом амплификация 

и выравнивание CO1 были проще, при этом BenA 
обеспечивал большее разрешение, чем ITS или 
CO1 (Seifert et al., 2007).

Ген второй субъединицы РНК‑полимеразы 
II(RPB2), показал хорошее филогенетическое раз-
решение для видов из отдела Ascomycota (Liu et al., 
1999), но его амплификация, а также амплифика-
ция участка наибольшей субъединицы РНК‑по-
лимеразы II (RPB1) затруднена во всех секциях 
Talaromyces (Yilmaz et al., 2014a), что усложняет его 
использование в качестве вторичного идентифи-
кационного маркера в отличие от легко амплифи-
цируемого участка BenA (Samson et al., 2014).

Анализ последовательностей гена кальмодулина 
(CaM) показал хорошую разрешающую способ-
ность для рода Talaromyces (Wang, Zhuang, 2007), 
однако отделить T. amestolkiae от T. ruber по этому 
участку не удалось (Yilmaz et al., 2012). Амплифика-
ция последовательностей кальмодулина часто за-
труднена в секции Trachyspermi при использовании 

Таблица 8. Видовые комплексы в роде Talaromyces

Название Виды Авторы

T. purpurogenus T. purpureogenus (Stoll) Samson, N. Yilmaz, Houbraken, Spierenb., 
Seifert, Peterson, Varga et Frisvad;

T. ruber (Stoll) N. Yilmaz, Houbraken, Frisvad et Samson;
T. amestolkiae N. Yilmaz, Houbraken, Frisvad et Samson;
T. stollii N. Yilmaz, Houbraken, Frisvad et Samson

Yilmaz et al. (2012)

T. wortmanii T. wortmannii (Klöcker) C.R. Benj.;
T. variabilis (Sopp) Samson, N. Yilmaz, Frisvad et Seifert;
T. sublevisporus (Yaguchi et Udagawa) Samson, N. Yilmaz et Frisvad

Yilmaz et al. (2016)

T. rugulosus T. rugulosus (Thom) Samson, N. Yilmaz, Frisvad et Seifert;
T. atricola (Thom) S.W. Peterson et Jurjević;
T. echinosporus (Nehira) Samson, N. Yilmaz et Frisvad;
T. infraolivaceus Visagie, N. Yilmaz et K. Jacobs;
T. acaricola Visagie, N. Yilmaz et K. Jacobs

Yilmaz et al. (2016)

T. minioluteus T. chongqingensis X.C. Wang et W.Y. Zhuang;
T. minnesotensis Guevara-Suarez, Cano et Dania García;
T. minioluteus (Dierckx) Samson, N. Yilmaz, Frisvad et Seifert;
T. calidominioluteus Houbraken et Pyrri;
T. africanus Houbraken, Pyrri et Visagie;
T. germanicus Houbraken et Pyrri;
T. gaditanus (C. Ramírez et A.T. Martínez) Houbraken et Soccio;
T. samsonii (Quintan.) Houbraken et Pyrri

Pyrri et al. (2021)

T. pinophilus T. soli Jurjević et S.W. Peterson;
T. tumuli Jurjević et S.W. Peterson;
T. malicola Jurjević et S.W. Peterson;
T. domesticus Jurjević et S.W. Peterson;
T. pratensis Jurjević et S.W. Peterson;
T. mae X.Z. Jiang et L. Wang;
T. lentulus X.Z. Jiang et L. Wang;
T. adpressus A.J. Chen, Frisvad et Samson;
T. pinophilus sensu stricto

Peterson, Jurjević 
(2019)
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пар праймеров CMD5/CMD6 и CF1/CF4 (Yilmaz 
et al., 2014).

Стоит отметить, что при выборе того или иного 
генетического участка стоит учитывать наличие 
и количество последовательностей ДНК для срав-
нения в базах данных (в первую очередь в GenBank). 
Больше всего последовательностей для рода Tal-
aromyces доступно для участка ITS, который все же 
недостаточно информативен сам по себе и его же-
лательно использовать вместе с рекомендованным 
как вторичный маркер участком BenA (Yilmaz et al., 
2014), для которого также имеется достаточное 
количество последовательностей. Участки RPB1, 
RPB2 и CaM, рекомендованные для построения 
филогении на уровне рода (Visagie, Houbraken, 
et al., 2014) и выше, так же хорошо работают и для 
идентификации видов. Для RPB2 и CaM доступно 
значительное количество референсных последо-
вательностей, а для участка RPB1 значительно 
меньше; при этом RPB1 и RPB2 достаточно трудны 
для амплифкации, в отличие от ITS, BenA и CaM. 
При разделении семейства Trichocomaceae были ис-
пользованы участки Tsr1 и Cct8 (Houbraken, Samson, 
2011), по которым доступны последовательности 
и для некоторых видов Talaromyces, вероятно, их 
тоже можно использовать для идентификации 
видов, но количество последовательностей до-
ступных для сравнения крайне мало.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Количество видов рода Talaromyces за последнее 
десятилетие выросло более чем двукратно, до-
стигнув в 2023 г. 198 видов, при этом значительная 
часть новых видов была описана из стран Азии. 
За это время произошла смена подходов в работе 
от морфологического через молекулярный к по-
лифазному, который теперь является “золотым 
стандартом” для описания новых видов грибов, 
при этом для видовой идентификации ключевой 
стала процедура ДНК‑штрихкодирования. Одна-
ко короткие последовательности ДНК не всегда 
информативны, и часто идентифицировать виды 
достаточно сложно. На это есть несколько причин: 
используемые генетические участки имеют недо-
статочную разрешающую способность, в общедо-
ступных базах данных для сравнения отсутствуют 
нужные референсные последовательности, иссле-
дуемый вид является частью видового комплекса.

При обширном количестве макроморфологи-
ческих признаков, очень варьирующих даже в пре-
делах одного вида, наблюдается крайне скудное 
разнообразие микроморфологических признаков, 
что также не способствует простой идентификации 

видов Talaromyces. Выходом из этой ситуации мо-
жет стать использование полифазного подхода, но 
соблюдать полные рекомендации, одновременно 
исследуя морфологические признаки, проводя мо-
лекулярную идентификацию и выявляя профиль 
вторичных метаболитов, — крайне ресурсоемкая 
задача. Поэтому часто на первое место при иден-
тификации и описании новых видов Talaromyces 
выходит процедура ДНК‑штрихкодирования как 
наиболее простой и точный метод. Этому спо-
собствует и большое количество накопленных 
последовательностей ДНК в общедоступных ба-
зах данных. Для ключевых, достаточно информа-
тивных и простых в амплификации генетических 
участков — универсального ITS и рекомендован-
ного в качестве вторичного маркера BenA — таких 
последовательностей достаточно много.

Большая часть данных о новых видах сегодня 
поступает из стран Азии и Северной Америки, 
при этом по-прежнему остаются “белые пятна” 
в наших знаниях о разнообразии и распростра-
нении представителей рода Talaromyces в других 
регионах — как умеренного, так и тропического 
климата. Значительная часть видов Talaromyces 
известна из почвы, а описание новых видов про-
исходит в последнее время с других, иногда не 
связанных с ней субстратов, в связи с чем при 
планировании работы следует учитывать этот факт. 
Все вышесказанное предполагает наличие высокого 
потенциала для описания новых видов, особенно 
на слабоизученных территориях. Таким образом, 
в будущем можно ожидать дальнейшего увеличе-
ния числа видов Talaromyces.

Исследование выполнено в рамках науч-
ного проекта государственного задания МГУ 
№ 121032300081-7. Составление базы данных 
поддержано программой Министерства науки 
и высшего образования Российской Федерации 
(соглашение № 075-15-2021-1396).
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Е.А. Antonova,b,c,#, A.V. Aleksandrovaa,b,##, and I.I. Antonovaa
a Lomonosov Moscow State University, Moscow, Russia

b Joint Vietnam-Russian Tropical Research and Technological Center, Hanoi, Vietnam
c Kurchatov Institute National Research Center, Moscow, Russia

#e-mail: AntonovEA@my.msu.ru
##e-mail: alina-alex2011@yandex.ru

Talaromyces is a monophyletic genus of microscopic fungi which contain a large number of species, including 
clinically and biotechnologically significant ones. Since 2011 when species of Penicillium subg. Biverticillium 
were transferred to a Talaromyces, interest in the genus has grown significantly, a large number of new species 
have been described from various regions, especially Asia and North America. According to the generalized 
literature data on the 2023 year a genus Talaromyces have a 198 species. This paper provides an overview of 
the history and changes in the genus system, discusses the difficulties in identifying both using morphological 
and molecular characters, and gives information about genetic regions that are most convenient for the DNA 
barcoding procedure. Separately, provides a data about regions and substrates.
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Микромицеты рода Aspergillus – известные продуценты фибринолитических и активаторных к плаз-
миногену протеаз. Однако для разработки новых противотромботических препаратов стоит исполь-
зовать штаммы, секретируемые протеазы которых соответствуют следующим критериям: 1)  про-
являют одновременно антикоагулянтную, фибринолитическую и активаторную к плазминогену 
активности; 2) имеют узкую субстратную специфичность; 3) способны расщеплять субстраты двух 
последовательно идущих белковых компонентов системы гемостаза. Максимальная активность ото-
бранного по данным критериям продуцента Aspergillus tabacinus при оптимальных условиях культи-
вирования составила 87 Е × 10–3 по субстрату активированного протеина С S-2366 и 73 Е × 10–3 по 
субстрату тромбина Chromozym TH. Фибриногенолитическая активность полученного после выса-
ливания и диализа препарата составила 779.1 Е/мг белка.

Ключевые слова:  антикоагулянты, протеазы, фибринолитики, Aspergillus.
DOI: 10.31857/S0026364824010022, EDN: mdcene

ВВЕДЕНИЕ

Тромбообразование — это процесс формиро-
вания сгустка тромбоцитов и в меньшей степени 
других элементов крови, скрепленных белковыми, 
прежде всего фибриновыми, сшивками. В норме 
тромбообразование запускается только при фи-
зическом повреждении и нарушении целостности 
сосудистой стенки. Патологическое тромбообра-
зование может являться как причиной, так и след-
ствием множества заболеваний сердечно-сосуди-
стой и иммунной систем. Ежегодная смертность от 
тромбозов разного генеза составляет почти 25 млн 
чел. по всему миру (Bokarev, Popova, 2014).

Лекарственными препаратами, предотвраща-
ющими формирование тромбов при различных 
заболеваниях, являются антикоагулянты, а ве-
щества, которые помогают расщеплять уже суще-
ствующие тромбы, называются фибринолитиками. 
Поскольку основной составляющей, поддержива-
ющей структуру тромба, являются тяжи фибрина 
и фибриногена, фибринолитики по своей природе 
являются протеазами, способствующими расще-
плению этих тяжей. Некоторые антикоагулянты 
также являются протеолитическими ферментами, 

так как имитируют или активируют реакции, ка-
тализируемые белками собственной противосвер-
тывающей системы организма, ряд компонентов 
которой является протеазами.

В настоящее время для терапии тромбозов ис-
пользуют несколько протеаз бактериального про-
исхождения: стрептокиназу (Maksimenko, 2012), 
стафилокиназу (Vanrerschueren et al., 1997), серра-
пептазу (Nair, 2022), наттокиназу (Kurosawa et al., 
2015). Потенциал и разнообразие грибных протеаз 
вряд ли уступает бактериальным ферментам. В то 
время как бактерии специализируются на секреции 
одного — трех специфических протеолитических 
ферментов, микроскопические грибы, как правило, 
выделяют целую смесь протеаз (до 12), действие 
которых дополняет друг друга (Wandersman, 1989; 
Pavlukova et al., 1998). Продуценты протеаз с ан-
тикоагулянтными и фибринолитическими свой-
ствами известны среди представителей отделов 
Mucoromycota, Ascomycota и Basidiomycota, однако 
наибольшая доля исследованных на данный мо-
мент продуцентов противотромботических про-
теаз приходится на представителей рода Aspergillus 
семейства Aspergillaceae отдела Ascomycota (Osmo-
lovskiy et al., 2021а, Sharma et al., 2021). Широкая 
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экологическая иррадиация данного рода, который 
включает более 800 видов, позволяет штаммам 
секретировать огромное разнообразие протеоли-
тических ферментов, необходимых для адаптации 
к среде обитания. Несмотря на наличие более де-
сятка известных продуцентов противотромботиче-
ских протеаз среди микромицетов рода Aspergillus, 
поиск новых продуцентов является актуальной 
задачей, поскольку многие существующие анти-
коагулянты и фибринолитики имеют побочные 
эффекты. Кроме того, нахождение новых протеаз 
со своими уникальными физико-химическими 
свойствами может быть необходимо для разработки 
диагностических наборов, работающих в различ-
ных условиях.

Целью данной работы является анализ проти-
вотромботической активности внеклеточных про-
теаз нескольких недавно изученных штаммов рода 
Aspergillus (Surkova et al., 2023), формулирование 
критериев отбора перспективного штамма-про-
дуцента и подбор условий культивирования для 
максимального выхода ферментного препарата 
выбранного штамма.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Условия культивирования продуцента. Микроми-
цет Aspergillus tabacinus BEOFB3260m был получен 
из коллекции биологического факультета Белград-
ского университета. Поверхностное культивиро-
вание продуцента проводили в чашках Петри на 
агаризованной среде Чапека. Для поддержания 
культуры пересевы производили раз в семь дней. 
Для последующего перевода культуры в глубин-
ное культивирование производили пересев на 
скошенную агаризованную среду Чапека и через 
семь дней пересевали в посевную среду.

Пересев в посевную среду производили путем 
смыва споровой суспензии со скошенного агара. 
Культивирование на посевной среде (в %: сусло — 
6.7, глюкоза — 1.0, пептон — 0.1, рН 5.5–6.0) произ-
водили в течение 48 ч при 28օC и постоянном пере-
мешивании со скоростью 200 об/мин в качалочных 
колбах объемом 750 мл. Объем среды в одной колбе 
составлял 100 мл. Для индукции образования вне-
клеточных ферментов 3% объема посевной среды 
переносили в соответствующий объем фермента-
ционной среды 1 (в %: глицерин — 7.0, глюкоза — 
3.0, гидролизат рыбной муки — 3.0, MgSO4 – 0.1, 
KH2PO4 – 0.1, рН 7.0) или ферментационной сре-
ды 2 (в %: глюкоза — 3.5, крахмал — 1.0, гидроли-
зат рыбной муки — 0.5, пептон — 0.5, NaCl — 0.2, 
KH2PO4 – 0.05, MgSO4 – 0.05, рН 7.0) (Osmolovskiy 
et al., 2018). Культивирование производили при 

28օC и постоянном перемешивании со скоростью 
200 об/мин в качалочных колбах объемом 750 мл. 
Объем среды в одной колбе составлял 100 мл.

Для выяснения влияния условий культиви-
рования на продукцию протеаз культивировали 
штамм-продуцент на двух ферментационных сре-
дах и измеряли концентрацию белка, азоказеи-
нолитическую и амидолитическую активности 
аликвот культуральной жидкости, отобранных 
каждые 24 ч, начиная с конца вторых суток куль-
тивирования. Культивирование проводили до за-
метного снижения протеолитической активности 
культуральной жидкости. По результатам экспе-
римента выбирали наиболее подходящую среду 
и оптимальное время культивирования продуцента.

После выбора оптимальной среды и времени 
культивирования продуцент выращивали в дан-
ных условиях, но на средах с разными значениями 
рН (4.0, 5.0, 5.5, 6.0, 6.5, 7.0 и 8.0). Значение рН 
в средах корректировали при помощи титрования 
0.1-нормальными р-рами HCl и NaOH. После 
выбора оптимального рН культивировали микро-
мицет на данной среде при разных температурах 
(26, 28, 30 и 32օC).

Определение азоказеинолитической активности. 
Протеолитическую активность культуральной 
жидкости по отношению к азоказеину определяли 
спектрофотометрически при 37օC, измеряя погло-
щение растворимых продуктов реакции при 340 нм. 
Использовали 0.2%-й р-р азоказеина в 0.05 М 
Трис-HCl буфере, рН 8.2. Реакцию инициирова-
ли добавлением 200 мкл раствора белка к 100 мкл 
пробы фермента. Инкубацию ферментной пробы 
с субстратом проводили в течение 30 мин, после 
чего реакцию останавливали добавлением 300 мкл 
10%-й трихлоруксусной кислоты. В контрольной 
пробе реакцию останавливали без 30-минутной 
инкубации. Все пробы центрифугировали в те-
чение 5 мин при 14 000 g и измеряли оптическую 
плотность надосадочной жидкости. За единицу 
ферментативной активности принимали то ко-
личество фермента, которое вызывало изменение 
оптической плотности на 0.01 ед.

Определение амидолитической активности с хро-
могенными пептидными субстратами. Специфиче-
скую ферментативную активность в культуральной 
жидкости определяли спектрофотометрически 
при 37օC при длине волны 405 нм по накоплению 
пара-нитроанилина после гидролиза хромогенных 
пептидных субстратов тромбина Chromozym TH 
и активированного протеина С S‑2236 (Zvonareva 
et al., 2018). Субстрат растворяли в 0.05-моляр-
ном Трис-HCl буфере, pH 8.2, до концентрации 
0.5 мг/мл. Далее смешивали 100 мкл субстрата с 50 
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мкл такого же буфера. Реакцию инициировали 
добавлением 200 мкл культуральной жидкости. 
Спустя 5 мин реакцию останавливали добавлени-
ем 200 мкл 50%-й уксусной кислоты. В качестве 
контроля использовали пробу без пятиминутной 
инкубации. За единицу ферментативной активно-
сти принимали число мкмоль пара-нитроанилина, 
образовавшегося в 1 мл р-ра за 1 мин.

Измерение концентрации белка. Концентрацию 
белка в культуральной жидкости и в пробах фер-
ментного препарата проводили по методу Брэд-
форд (Bradford, 197). Оптическую плотность в об-
разцах после добавления Кумасси G250 измеряли 
при 595 нм.

Получение препарата секретируемых белков. 
Препарат секретируемых белков получали мето-
дом высаливания. К 2 л культуральной жидкости, 
полученной после культивирования микроми-
цета в течение оптимального времени в фермен-
тационной среде при подобранных значениях 
рН и температуры, добавляли сульфат аммония 
постепенно до степени насыщения 80%. Спустя 
48 ч инкубации при 4օC отделяли белковый осадок 
центрифугированием при 15 000 g в течение 40 мин. 
Осадок ресуспендировали в 10 мл 0.005-молярного 
Трис-HCl буфера, pH 8.2, и помещали в диализ-
ный мешок, после чего проводили диализ против 
того же буфера. После диализа нерастворимые 
белки были отделены центрифугированием при 
описанных выше параметрах, а супернатант был 
лиофильно высушен и далее хранился при –20օC.

Определение фибриногенолитической активности. 
Протеолитическую активность р-ра ферментного 
препарата по отношению к фибриногену опреде-
ляли спектрофотометрически при 37օC модифи-
цированным методом Ансона-Хагихары (Anson, 
1935; Hagihara et al., 1958), измеряя поглощение 
тирозина в растворимой фракции реакционной 
смеси при 275 нм. Реакцию инициировали добав-
лением 200 мкл 1%-го р-ра белка в 0.05-молярном 
Трис-HCl буфере, рН 8.2, к 100 мкл пробы фермен-
та. Спустя 10 мин реакцию останавливали добав-
лением 300 мкл 10%-й трихлоруксусной кислоты. 
В контрольной пробе реакцию останавливали без 
10-минутной инкубации. После пятиминутного 
центрифугирования проб при 14 000 g измеряли 
оптическую плотность надосадочной жидкости. За 
единицу ферментативной активности принимали 
число мкмоль тирозина, образовавшегося в 1 мл 
р-ра за 1 мин.

Эксперименты выполнены в трех повторно-
стях. Статистическую обработку полученных 
данных проводили с помощью программ MS 
Excel 2013 и Statitstica 7.0. Для сравнения данных 

использовали U‑критерий Манна-Уитни, различия 
считали статистически значимыми при p < 0.05. 
Результаты представлены в виде среднего значения 
с ошибкой среднего.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Среди представителей рода Aspergillus известно 
довольно много штаммов, продуцирующих фибри-
нолитические (Shirasaka et al., 2012; Kotb et al., 2015; 
Chimbekujwo et al., 2020; Afini et al., 2016; Shilpa 
et al., 2019; Yadav, Siddalingeshwara, 2016; Galiakber-
ova et al., 2016; Popova et al., 2021) и антикоагулянт-
ные (Osmolovskiy et al., 2015) протеазы, однако, эти 
ферменты обладают только одной из упомянутых 
выше активностей. В то же время для разработки 
нового высокоэффективного противотромботи-
ческого средства стоит использовать протеолити-
ческие препараты с несколькими активностями, 
поскольку в современной терапии, как правило, 
используют одновременно два или три лекарства со 
следующими свойствами: антикоагулянт, прямой 
фибринолитик, активатор плазминогена (собствен-
ного человеческого фермента, осуществляющего 
протеолитическое расщепление фибрина). Наличие 
всех трех описанных активностей было принято 
как основной критерий для анализа перспективно-
сти 15 недавно изученных штаммов рода Aspergillus 
в качестве продуцентов противотромботических 
протеаз (Surkova et al., 2023).

Свойства 15 анализируемых штаммов сумми-
рованы в табл. 1. Положительной антикоагулянт-
ной активностью считалась обнаруженная после 
культивирования хотя бы на одной ферментаци-
онной среде высокая (> 50 Е × 10–3) амидолити-
ческая активность в отношении хромогенного 
субстрата активированного протеина С (S‑2366), 
так как система протеина С является одной из 
важнейших собственных антикоагулянтных систем 
человеческого организма. Положительной пря-
мой фибринолитической активностью считалась 
детекция фибринолиза в результате воздействия 
на фибриновую пластину культуральной жидко-
сти после роста штамма хотя бы на одной из двух 
ферментационных сред. Аналогичным образом по 
результатам метода фибриновых пластин опреде-
ляли положительную активаторную к плазмино-
гену активность.

Одновременно антикоагулянтную, фибриноли-
тическую и активаторную к плазминогену актив-
ности проявляли секретируемые протеазы Asper-
gillus aureolatus, A. creber, A. protuberus, A. tabacinus, 
A. tennesseensis. Следующим критерием для отбо-
ра штамма-продуцента было предложено считать 
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субстратную специфичность секретируемых протеаз. 
Для культуральных жидкостей A. aureolatus и A. ten-
nesseensis показана высокая протеолитическая ак-
тивность в отношении нескольких хромогенных 
пептидных субстратов (Chromozym TH, S‑2251, 
S‑2765, S‑2444, S‑2366), в то время как ферменты 
оставшихся трех штаммов более специфичны (A. cre-
ber и A. protuberus — в отношении S‑2366, A. tabaci-
nus — в отношении Chromozym TH и S‑2366) и более 
предпочтительны для дальнейшего анализа.

В  качестве третьего критерия отбора штам-
ма-продуцента было предложено использовать 
наличие активности по отношению к субстратам 
двух протеаз, следующих друг за другом в каскаде 
последовательно активирующихся белков гемос-
таза. Так, культуральная жидкость A. tabacinus ак-
тивна в отношении субстратов тромбина и акти-
вированного протеина С, в то время как актива-
ция протеина С в кровотоке происходит именно 
под действием тромбина. Такая особенность мо-
жет привести к гораздо большему уровню анти-
коагулянтной протеин С‑подобной активности in 
vivo, чем в случае протеаз, не обладающих тром-
биноподобной активностью, как протеазы A. cre-
ber и A. protuberus. По совокупности трех выдви-
нутых критериев для дальнейших экспериментов 
был выбран штамм A. tabacinus BEOFB3260m.

Для получения максимального выхода препара-
та протеолитических ферментов изучали динамику 
накопления протеаз в культуральной жидкости при 
росте A. tabacinus на разных ферментационных 

средах. Начиная со вторых суток культивирова-
ния на двух средах с начальным рН 7.0 при 28օC, 
каждые 24 ч отбирали аликвоты культуральной 
жидкости и измеряли в них концентрацию белка 
как показатель роста культуры, азоказеинолити-
ческую активность в качестве показателя общей 
активности протеаз и специфические активности 
по хромогенным пептидным субстратам, по отно-
шению к которым культуральная жидкость была 
наиболее активна в предыдущих экспериментах: 
Chromozym TH, S‑2366 (Surkova et al., 2023).

При росте на ферментационной среде 1 
(рис. 1) максимальная активность по S‑2366 была 
на пятые сутки культивирования (39 Е × 10–3), по 
Chromozym TH — на четвертые сутки (22 Е × 10–3), 
а азоказеинолитическая активность постепенно 
снижалась, начиная со вторых суток. При росте 
на ферментационной среде 2 (рис. 2) были достиг-
нуты более высокие значения активностей: мак-
симальная активность по S‑2366 и по Chromozym 
TH была на седьмые сутки культивирования (87 Е 
×10–3 и 73 Е ×10–3 соответственно), по азоказеи-
нолитической активности было два локальных 
максимума — на шестые и десятые сутки. Следует 
отметить, что активности культуральной жидко-
сти по пептидным субстратам, обнаруженные при 
культивировании на ферментационной среде 2, 
превысили уровни аналогичных протеолитических 
активностей для семи изученных ранее предста-
вителей рода Aspergillus (Osmolovskiy et al., 2021b).

Таблица 1. Свойства анализируемых штаммов по критериям выбора перспективного продуцента проти-
вотромботических протеаз (по: Surkova et al., 2023)

Штамм
Активность

антикоагулянтная фибринолитическая активаторная 
к плазминогену

Aspergillus aureolatus BEOFB3320m + + +
A. calidoustus BEOFB3220m – – +
A. creber BEOFB3250m + + +
A. europaeus BEOFB382m – + +
A. jensenii BEOFB3200m + – –
A. melleus BEOFB3180m – + +
A. penicilloides BEOFB3190m – – +
A. proliferans BEOFB3280m – – –
A. protuberus BEOFB3240m + + +
A. pseudoglaucus BEOFB3170m – – –
A. domesticus BEOFB3270m – – –
A. ruber BEOFB3150m + – +
A. tabacinus BEOFB3260m + + +
A. tennesseensis BEOFB3310m + + +
A. tubingensis BEOFB3300m – + +
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Исследование влияния рН и температуры на 
продукцию протеаз A. tabacinus проводили при 
культивировании на ферментационной среде 2 
в течение семи суток. Было обнаружено, что опти-
мальным начальным значением рН среды культи-
вирования является 7–8 (рис. 3). При увеличении 
начального рН среды от 4 до 8 наблюдается возрас-
тание всех измеренных показателей: концентрации 
белка в семидневной культуральной жидкости, 
азоказеинолитической активности и активностей 
по отношению к Chromozym TH и S‑2236. Однако 
между показателями для рН 7 и для рН 8 нет до-
стоверной разницы.

Влияние температуры на продукцию протеаз 
A. tabacinus исследовали с использованием фер-
ментационной среды 2, начальное значение рН 
которой составляло 7. Спустя семь суток культи-
вирования измеряли концентрацию белка в среде 
и активность по S‑2366, далее рассчитывали удель-
ную активность протеаз культуральной жидкости 

по данному субстрату. Было обнаружено, что оп-
тимальной температурой для продукции протеаз 
является 28օC (рис. 4).

После подбора оптимальных условий для куль-
тивирования методом высаливания с последующим 
диализом и лиофилизацией был получен частич-
но очищенный препарат секретируемых протеаз 
A. tabacinus. Результаты измерения фибриногеноли-
тической активности препарата, а также сравнение 
с известными фибриногенолитиками представле-
ны в табл. 2, по которой можно сделать вывод, что 
фибриногенолитическая активность ферментного 
препарата A. tabacinus превышает подобную актив-
ность у других ранее изученных протеаз штаммов 
рода Aspergillus (Osmolovskiy et al., 2014; Osmolovskiy 
et al., 2021), а также известного продуцента фибри-
но- и фибриногенолитиков Sarocladium strictum 
(Korinenko et al., 2021).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Было показано, что Aspergillus tabacinus явля-
ется продуцентом протеаз с прямой фибриноли-
тической, активаторной к плазминогену, а также 
протеин С‑подобной и тромбиноподобной актив-
ностями, что делает данный микромицет привле-
кательным для разработки фармакологического 
препарата, оказывающего воздействие на разные 
стадии процесса тромбообразования. Максималь-
ный уровень секреции протеазы A. tabacinus на-
блюдался на седьмые сутки на ферментационной 
среде 2. Условия культивирования — 28օC, на-
чальный рН среды 7–8. Фибриногенолитическая 
активность лиофилизированного ферментного 
препарата A. tabacinus после высаливания и по-
следующего диализа превысила показатели для 
других перспективных продуцентов, что свиде-
тельствует о возможном применении ферментного 
препарата A. tabacinus в качестве тромболитика 
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Рис. 1. Динамика накопления протеаз в культураль-
ной жидкости при росте Aspergillus tabacinus на фер-
ментационной среде 1 : 1 – активность по субстрату 
S-2366; 2 – концентрация белка; 3 – активность по 
субстрату Chromozym TH; 4 – азоказеинолитическая 
активность.
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Рис. 2. Динамика накопления протеаз в культураль-
ной жидкости при росте Aspergillus tabacinus на фер-
ментационной среде 2 : 1 – активность по субстрату 
S-2366; 2 – концентрация.
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и антиагреганта, так как расщепление фибрино-
гена уничтожает одну из белковых платформ для 
агрегации тромбоцитов.
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Aspergillus tabacinus as a producer of antithrombotic proteases
V.N. Lavrenovaa,# and A.A. Osmolovskiya,##
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Microfungi of the genus Aspergillus are well-known as producers of fibrinolytic and plasminogen activating 
proteases. But for development of new antithrombotics we should use strains which extracellular proteases 
correspond to these criteria: 1) demonstrate anticoagulant, fibrinolytic and plasminogen activating 
activities at the same time; 2) have narrow substrate specificity; 3) are able to hydrolase substrates of two 
following each other proteins of hemostasis system. According to these criteria Aspergillus tabacinus was 
chosen. Maximal activities of culture liquid of this strain grown in optimal conditions were 87 Е × 10–3 
with activated protein C substrate S‑2366 and 73 Е × 10–3 with thrombin substrate Chromozym TH. 
Fibrinogenolytic activity of lyophilized enzyme preparation after ammonium sulfate precipitation and 
dialysis was 779.1 Е/mg of protein.

Keywords: Aspergillus, anticoagulants, fibrinolytics, proteases.
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Исследована биодеградация нефтей штаммом Aspergillus niger АМ1 ВКМ F-4815D. Визуальное на-
блюдение и хроматомасс-спектрометрия показали, что нефть подвергается частичной деструкции, 
но не может служить единственным источником углерода – в культуральной среде должна содер-
жаться глюкоза. Интересным фактом является изменение консистенции, отвердения нефти под 
влиянием A. niger. Это позволяет рассматривать возможность использования штамма для биоре-
медиации почв и вод, загрязненных нефтью. Не менее интересно то, что еще ранее для штамма 
была установлена способность метаболизировать ряд токсичных соединений фосфора, включая 
даже белый и красный фосфор. Однако органические растворители в большинстве оказывают за-
метное токсическое действие, замедляя рост в присутствии глюкозы и не становясь источниками 
углерода в отсутствие глюкозы.

Ключевые слова: биодеградация, масс-спектрометрия, нефтепродукты, нефть, Aspergillus.
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В наших публикациях (Mindubaev et al., 2020, 
2021) впервые описано биологическое окисление 
белого фосфора в полезный для жизнедеятельно-
сти фосфат. Дальнейший ход наших исследований 
был связан с расширением спектра соединений, 
подвергаемых биодеградации. Он включал раз-
нообразные соединения фосфора, органические 
и неорганические, в различных степенях окисле-
ния. Интересно дальнейшее расширение спектра 
и включение в него загрязнителей, не содержащих 
фосфор. Наш выбор пал на нефти и нефтепродук-
ты — основные загрязнители окружающей среды 
на сегодняшний день. Нефтепродукты в плане 
токсичности менее опасны для окружающей сре-
ды, чем соединения фосфора, но производятся 

и потребляются в значительно больших объемах. 
Поэтому в целом опасность загрязнения этим 
классом поллютантов значительно выше. В случае 
положительных результатов работы существен-
но расширится сфера применения исследуемых 
нами штаммов аспергиллов, поскольку появится 
возможность обезвреживать более значительные 
масштабы загрязнений.

Штаммы Aspergillus относятся к включающему 
многие виды роду высших аэробных плесневых 
грибов, распространенных по всему миру (Perrone 
et al., 2007). Aspergillus niger уже сто с лишним лет 
находит широкое применение в биотехнологи-
ческой промышленности (Cairns et al., 2018). Ис-
пользование различных штаммов рода Aspergillus 
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для биодеградации токсичных соединений пред-
ставлено в ряде исследований. Например, в ис-
следовании Кхан с соавторами (Khan et al., 2017) 
A. tubingensis использовался для биодеградации 
полиэфирного полиуретана, широко применяе-
мого в промышленности полимера. Оценка био-
разложения полиэтилена, полистирола и поли-
пропилена с использованием A. flavus проведена 
в работе (Santacoloma-Londoño, 2019). Результаты 
экспериментальных исследований биодеградации 
полиэтилена высокой плотности с использованием 
A. versicolor и A. terreus представлены в публикации 
(Singh et al., 2012). В обзоре (Pathak, 2017) указана 
возможность утилизации полиэтилена и поливи-
нилхлорида A. niger, поли‑3-полигидроксибутирата 
с применением A. fumigatus, поликапролактона при 
помощи A. flavus.

Для биодеградации фенола применяли A. niger 
(Supriya, Neehar, 2014) а также антарктические 
штаммы A. fumigatus (Gerginova et al., 2013). A. niger 
использовали и для утилизации бензола и толуола 
(Perdana et al., 2019).

Возможности очистки почвы от загрязнения 
сырой нефтью с помощью A. oryzae рассмотрены 
в исследовании Asemoloye et al. (2020). Ал-Хаваш 
с соавторами (Al-Hawash et al., 2019) установлено, 
что Aspergillus sp. RFC‑1 может адсорбировать, по-
глощать и деградировать сырую нефть и три типа 
полициклических ароматических углеводородов, 
которые являются высокотоксичными соединени-
ями сложного строения. Более 80% полицикли-
ческих ароматических углеводородов (нефтяных 
фракций) было удалено из воды произрастающими 
в ней местными видами грибов A. fumigatus после 
120 дней воздействия (Okoro, Amund, 2010).

В работе (Singh, Walker, 2006) упоминается ис-
пользование A. niger для биодеградации соедине-
ний со связями фосфор — углерод.

Таким образом, грибы рода Aspergillus можно 
рассматривать в качестве эффективного сред-
ства очистки окружающей среды от загрязнителей 
различной химической природы. Цель настоя-
щей работы — исследование способности штамма 
A. niger, выделенного из навески белого фосфора 
к биодеградации нефти и нефтепродуктов.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Происхождение штамма. Штамм A. niger 
АМ1 ВКМ F‑4815D был выделен 07.10.2014 из на-
вески белого фосфора, приобретенного в ПАО 

“Химпром” (г. Новочебоксарск). Куски этого ве-
щества технической чистоты хранились в банке 
из темного стекла, заполненной водой.

Культурально-морфологические и микроскопи-
ческие особенности штамма. Определение культу-
рально-морфологических характеристик штамма 
проведены с использованием сайта коллекции 
CBS (Голландия) и руководства по роду Aspergillus 
(Bilay, Koval, 1988).

Колонии на картофельно-глюкозном агаре (КГА) 
при 25օC через 9 сут имеют диаметр 58 мм, черные, 
поверхность зернистая, край ровный; мицелий 
белый, септированный, экссудат в чашке не обна-
ружен. Конидиальные головки шаровидные. Ко-
нидиеносцы несептированные, гладкостенные, со 
средним размером 960–1150 × 9–11 мкм. Везикулы 
сферические, диаметр около 58 мкм; конидиоген-
ные структуры двухъярусные, метулы очень плотно 
покрывают всю поверхность везикулы. Конидии 
черные, шаровидные, около 4 мкм в диам., толсто-
стенные, поверхность шероховатая (рис. 2). При ро-
сте на высоких (более 0.2%) концентрациях белого 
фосфора мицелий гриба приобретает желтый цвет. 
Споры аспергилла хранятся в пробирке с завинчи-
вающейся крышкой, заполненной 30%-м водным 
глицерином, при температуре –30օC. Культура от-
носится к IV группе патогенности в соответствии 
с санитарно-эпидемиологическими правилами, 
утвержденными Постановлением Главного госу-
дарственного санитарного врача РФ от 28.01.2008 
№ 4 “Безопасность работы с микроорганизмами 
III–IV групп патогенности (опасности) и возбуди-
телям паразитарных болезней” (СП 1.3.2322–08).

Культуры высевали в планшеты Corning, ско-
рость роста оценивали микропланшетным ридером 
Infinite F200 Pro, Tecan (Австрия). Посев произво-
дили в среду состава (г/л): NaCl — 2.5, MgSO4 – 0.5, 
KNO3 – 2.0, глюкоза — 8.0.

Оценка способности штамма к биодеградации 
нефти и нефтепродуктов. Нефть и нефтепродукты 
значительно менее токсичны, чем ряд соединений 
фосфора, но гораздо шире используются и в боль-
ших количествах поступают в окружающую среду. 
Ниже показаны субстраты, использованные в ис-
следовании штамма A. niger АМ1 ВКМ F‑4815D:

Исследованные нефти сильно различаются 
по вязкости: нефть с Ново-Шешминского ме-
сторождения Татарстана имеет примерно в 100 
раз более высокую вязкость, чем месторождение 
Первомайское.

Химическая идентификация. Хроматомасс-спек-
трометрическое (ГХ–МС) исследование прово-
дилось на газовом хроматографе “Agilent 6890N” 
с масс-спектрометрическим детектором 5973 
N (Agilent Technologies, США). Метод иониза-
ции — электроннaя ионизация (70 эВ). Температу-
ра источника ионов — 230օC. Диапазон масс 33–550 
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а. е. м. Идентификация компонентов проводи-
лась с использованием библиотеки масс-спектров 
NIST‑17. Использовалась неполярная капиллярная 
колонка HP‑5 MS (5%-й дифенил-, 95%-й диме-
тилполисилоксан), длиной 30 м с внутренним диа-
метром 0.25 мм и толщиной пленки фазы 0.25  мкм. 
Условия газохроматографического разделения: 
объем вводимой пробы — 1 мкл, температура узла 
ввода проб (инжектора) — 280օC, режим ввода 
пробы с делением потока (5 : 1), газ-носитель — 
гелий с расходом 0.7 мл/мин, начальная темпера-
тура термостата колонки — 40օC, термостатирова-
ние — 2 мин, скорость увеличения температуры 
10օC/мин до 100օC термостатирование — 2 мин, 
скорость увеличения температуры 20օC/мин, ко-
нечная температура термостата колонки — 280օC, 
термостатирование — 20 мин.

Образцы нефтей растворяли в хлористом ме-
тилене (добавляли 500 мкл хлористого метилена 
к образцу). В качестве внутреннего стандарта ис-
пользовался гидроксибутилтолуол.

Пробоподготовка. Посев для ГХ–МС произво-
дился в фальконы. Всего шесть проб: две нефти, 
варианты с глюкозой, без глюкозы и стерильная 
нефть без посева гриба (негативный контроль, 
НК). Объем сред по 2 мл, количество добавляемых 
нефтей приблизительное — вследствие высокой 
вязкости невозможно внесение точных навесок. 
Кроме того, отдельно отдавали на анализ нефтя-
ные и водные фракции каждой пробы: итого 12 
образцов, которые отбирали в эппендорфы. На 
момент отбора проб возраст культуры составлял 
21 сут. Нефтяные фракции разбавлялись раство-
рителем до объема 2 мл. В качестве растворите-
ля использовали метиленхлорид, поскольку он 
отлично растворяет компоненты нефтей, но сам 
в их состав не входит. Следовательно, не станет 
помехой при анализе.

Скрининговый тест на использование углеводоро-
дов. Изоляты были протестированы на их способ-
ность использовать в качестве источника углерода 
(Bidoia et al., 2010). Чистый штамм инокулировали 
в 3 мл культуральной среды, содержащего 50 мкл 
каждого испытуемого субстрата. Затем добавля-
ли 40 мкл 2,6-дихлорфенолиндофенола (DCPIP) 
и инкубировали при 28օC. DCPIP получали рас-
творением 1 г порошка DCPIP в 1 л стерильной 
дистиллированной воды (Mariano et al., 2008).

Путем включения акцептора электронов, такого 
как DCPIP, в культуральную среду можно устано-
вить способность микроорганизма использовать 
субстрат, наблюдая изменение цвета DCPIP от 
синего (окисленного) до бесцветного (восстанов-
ленного) в технологии скрининга, о которой впер-
вые сообщалось для применения в биодеградации 
нефти (Hanson et al., 1993).

Рост на летучих органических веществах про-
исходил в закрытых фальконах, аналогично посеву 
для ГХ–МС. Фальконы плотно закрывались во 
избежание испарения веществ. Однако время от 
времени фальконы открывали на короткое вре-
мя, чтобы обеспечивать поступление кислорода 
воздуха, необходимого для жизнедеятельности 
культуры A. niger.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Обращает на себя внимание то, что в присут-
ствии микроорганизмов нефти претерпевают из-
менения. На 18-е сут после посева стало заметно, 
что в среде, содержащей глюкозу в качестве основ-
ного источника углерода, нефть изменила конси-
стенцию: утратила текучесть и собралась в комки 
(Minbubaev et al., 2023). Эти изменения коснулись 
нефтей из обоих месторождений. В среде без глю-
козы нефти остались без изменений — по всей 
видимости, рост A. niger в ней не начался. На 31-е 
сут подобные изменения стали происходить с не-
фтями в отсутствие глюкозы. Но поскольку нефти 
не были автоклавированы, а в среде без глюкозы не 
отмечался рост мицелия, возникло предположение, 
что нефти подвергаются деструкции бактериями, 
которые присутствовали в них изначально.

Повторили посев, предварительно автокла-
вировав нефти при 120օC. В этом случае в среде 
без глюкозы биодеструкция не наблюдается даже 
спустя 51-е сут после посева. Однако в среде с глю-
козой мицелий растет, а нефть комкуется. Причем 
менее вязкая нефть с месторождения Первомай-
ское визуально трансформируется быстрее, чем 
более вязкая с Ново-Шешминского месторожде-
ния (рис. 1).

Безусловно, эти первые результаты интересны 
и могут указывать на способность A. niger АМ1 
осуществлять биодеградацию нефти. Однако ви-
зуальной оценки для такого заключения недоста-
точно. Комкование нефти не обязательно связано 

Месторождение Обозначение Градусы API Вязкость (при 20 °C), мПа 
× с

Первомайское Первомайск. 27.6 37.88
Ново-Шешминское № 13 13.74 3805.00
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с ее метаболизмом. Микроорганизмы могут вы-
рабатывать поверхностно-активные вещества, 
биосурфактанты, способные менять консистен-
цию гидрофобных субстратов (Kubicki et al., 2019). 
Поэтому мы провели углубленное исследование 
методом газовой хроматографии, совмещенной 
с масс-спектрометрией (ГХ–МС).

Надо отметить, что в посеве в фальконы, сде-
ланном специально для ГХ–МС исследования, 
наблюдается схожая картина: A. niger АМ1 растет 
только в присутствии сахара, т. е. компоненты неф-
ти заведомо не могут служить ему полноценным 
источником углерода. Однако свойства нефти 
в присутствии аспергилла претерпевают измене-
ния. В пробирках с посевом нефтяная фракция 
распределяется по поверхности водной фазы среды 
равномерно, образуя черную пленку, а в стериль-
ных условиях нефти собираются у стенок фалько-
нов и в середине образуется пятно водной фазы, 
свободное от нефти.

Методом ГХ–МС в водных фракциях сред ни-
каких сигналов обнаружено не было. Поэтому 
в работе представлены спектры исключительно 
нефтяных фракций.

Усредненное из трех анализов ГХ–МС количе-
ство сигналов в стерильной нефти месторождения 
Первомайское (негативный контроль), нефти с по-
севом АМ1 без глюкозы и с глюкозой, составило 22, 
21 и 9 соответственно, т. е. в присутствии глюкозы 
в качестве основного источника углерода нефть 
подвергается глубокой деструкции микромицетом 
A. niger. Без глюкозы деструкция тоже происходит, 
но медленная и неглубокая. Эти результаты анализа 
совпадают с визуальной оценкой, согласно которой 
в положительном контроле без глюкозы видимый 
рост мицелия не наблюдается. Можно предполо-
жить, что A. niger в отсутствие глюкозы потребляет 
содержащиеся в нефти вещества биологического, 
главным образом, бактериального, происхождения.

Для нефти с месторождения Первомайское по-
лучены следующие результаты химического состава. 
Наименьшее количество компонентов, выявлен-
ных ГХ–МС, в варианте с глюкозой — 18 (рис. 2). 
В этом варианте появляются сигналы соединений, 
окисленных кислородом (кетонов, лактонов). Это 
означает, что разросшаяся на глюкозе биомасса 
гриба осуществляет биодеградацию компонентов 
нефти. Гриб в первую очередь метаболизирует 
алканы как нормального, так и разветвленного 
строения. Ароматические соединения разлагаются 
хуже. Кроме того, хорошо разложились компонен-
ты нефти явно биологического происхождения — 
триацилглицерины (триглицериды) и амид гек-
садеценовой кислоты. Вероятно, эти соединения 

образованы обитавшими в нефти бактериями, 
погибшими в результате автоклавирования.

Наиболее сложный состав (39 компонентов) 
в негативном контроле в стерильной нефти. В по-
севе A. niger АМ1 без глюкозы количество ком-
понентов составляет промежуточную величину, 
равную 30. Из этого можно сделать заключение, 
что аспергилл способен существовать в присут-
ствии нефти в качестве единственного источника 
углерода и осуществлять ее биодеградацию, однако 
процесс этот очень медленный, а биодеструкция 
менее глубокая, чем в присутствии глюкозы. Дан-
ный результат тоже хорошо соотносится с пред-
ставленными выше.

Обращает внимание отсутствие сигналов лег-
ких компонентов (например, низших алканов) во 
всех трех вариантах. Мы предполагаем, что они 
испарились из нефти во время автоклавирования. 
Съемка спектров проводилась трижды, и во всех 
трех повторах наблюдалась хорошая сходимость 
результатов — значит, они достоверны.

Хроматограмма нефти с Ново-Шешминского 
месторождения оказалась “бедной”. Ее компо-
ненты плохо разделились методом ГХ–МС, что 
затрудняет интерпретацию результатов. Вероятно, 
все дело в высокой вязкости этой нефти и пред-
полагаемой высокой молекулярной массе ее ком-
понентов. Они могли неподвижно закрепиться 
в сорбенте колонки. Обе нефти содержат необыч-
ный компонент три(–2,4-бис-трет-бутилфенил)
фосфит. Предполагаем, что это — искусственный 
антиокислитель, специально добавляемый в нефти, 
либо попавший в них при контакте с пробками 
из резины.

Таким образом, нет сомнений в том, что неф-
ти подвергаются биодеградации A. niger АМ1, по 
крайней мере, частичной. Однако нефть — сложная 
многокомпонентная система. Это создает трудно-
сти в изучении ряда ее свойств. Конечно, необхо-
димо исследовать биодеградацию не только сырых 
нефтей, но и химически чистых нефтепродук-
тов. Мы выбрали два алкана — н-гексан и изоок-
тан (2,2,4-триметилпентан) и два арена — бензол 
и толуол (метилбензол). Кроме того, проверили 
биодеградацию ацетонитрила — это вещество не 
входит в состав нефтей, но, в отличие от других ис-
следуемых веществ, смешивается с водой и должно 
равномерно распределяться в толще среды.

Рост на нефтепродуктах описывается теми 
же закономерностями, что рост на нефтях. Гриб 
развивается только в присутствии глюкозы. Наи-
меньшую токсичность в среде с глюкозой про-
демонстрировал изооктан: в его присутствии A. 
niger развился до стадии спороношения. В среде 
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Рис. 1. Пробы нефти, инокулированные штаммом Aspergillus niger АМ1: Г – глюкоза; НК – негативный контроль; 
Н-Ш – нефть Ново-Шешминского месторождения; П – нефть Первомайского месторождения. Рост мицелия за-
метен только в присутствии глюкозы. Снимок сделан на 36-е сут после посева.

39

30

18

1 2 3
Стерильная

нефть

Аспергилл,

без глюкозы

Аспергилл,

с глюкозой

0

5

10

15

20

25

30

35

40

К
о

м
п

о
н

е
н

т
ы

н
е
ф

т
и

Количество идентифицированных компонентов
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грибом Aspergillus niger АМ1.
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с гексаном гриб тоже дал споры, но размер коло-
нии был значительно меньше. В присутствии бен-
зола и ацетонитрила образовался аспорогенный 
воздушный мицелий белого цвета. Наибольшую 
токсичность показал толуол: в среде с ним рост 
остановился на стадии субстратного мицелия. Эти 
результаты соотносятся с литературными данными, 
согласно которым грибы рода Aspergillus способны 
подвергать биодеградации парафиновый воск, со-
стоящий преимущественно из высших н-алканов 
(Zhang et al., 2015). Следует, однако, иметь в виду, 
что свойства высших алканов с длиной цепи до 
С50 и низших (гексан и изооктан) заметно разли-
чаются, как и их токсичность для микроорганиз-
мов. В литературных источниках есть сведения 
о биодеградации ароматического вещества фенола 
культурами A. niger (Tebbouche et al., 2015). Фенол, 
в свою очередь, является метаболитом бензола 
(Morgan, Greenberg, 2010). Тем не менее следует 
иметь в виду, что различные штаммы даже одного 
вида могут иметь выраженные отличия.

Итак, во всех случаях визуально заметный 
рост отсутствовал в среде без глюкозы. Интерес 
представляло выяснение вопроса, протекают ли 
минимальные метаболические процессы в сре-
дах с нефтепродуктами в качестве единственных 
источников углерода. В опытах с сырой нефтью, 
по всей видимости, протекают, однако для чистых 
соединений этот результат следовало уточнить. 
Для этого в негативный и позитивный контро-
ли — стерильную среду с ацетонитрилом и посев 
в среду с ацетонитрилом без глюкозы — добавили 
краситель 2,6-дихлорфенолиндофенол, имеющий 
голубой цвет, но восстанавливаемый в процессе 
микробного метаболизма до бесцветного произ-
водного. Сравнение окраски среды в обоих слу-
чаях продемонстрировало ее практически полную 
тождественность (рис. 3), т. е. даже если метабо-
лические процессы в отсутствие глюкозы можно 
зафиксировать, они были на уровне статистиче-
ской погрешности.

Таким образом, ароматические соединения 
и нитрилы оказывают на A. niger АМ1 более выра-
женное токсическое действие в сравнении с али-
фатическими углеводородами.

В дальнейшем мы произвели посев АМ1 на 
другой ряд растворителей — галогенорганическое 
соединение 1,2-дихлорэтан, двухатомный спирт 
этиленгликоль (этандиол) и сложный эфир эти-
лацетат (уксусноэтиловый эфир). Следует сразу 
отметить, что и в данном случае рост наблюдал-
ся только в присутствии глюкозы как основного 
источника углерода. Этилацетат практически не 
угнетает рост, наибольшую токсичность проявил 

дихлорэтан. Результат вполне объяснимый, если 
иметь в виду сведения о токсичности перечис-
ленных соединений. Тем не менее в присутствии 
глюкозы все посевы A. niger АМ1 достигли ста-
дии спороношения. Это указывает на сравни-
тельно низкую токсичность для грибов данных 
соединений.

Изначально предполагалось, что этилацетат, бу-
дучи сложным эфиром уксусной кислоты, может 
поддерживать рост гриба в отсутствие глюкозы. Но 
это предположение не подтвердилось — соединение 
оказалось трудноусваиваемым источником углерода.

Также мы предполагали, что метаболизм дихлор- 
этана должен сопровождаться отщеплением хлора 
в виде сильной соляной (хлористоводородной) кис-
лоты. Было замерено рН среды при помощи инди-
каторной бумаги главным образом для того, чтобы 
установить метаболизм хлорорганического соедине-
ния. Выяснилось, что в процессе роста гриб закисляет 
культуральные среды до слабокислой реакции (ми-
нимальное значение рН = 4 в контроле с глюкозой). 
Вероятно, в процессе роста гриб сбраживает глюкозу 
до слабых органических кислот, незначительно сни-
жающих рН среды.

Однако предполагаемое особенно резкое за-
кисление среды с дихлорэтаном не наблюдалось, 
даже при росте гриба в среде с глюкозой. Из этого 
следует либо отсутствие метаболизма данного со-
единения, либо метаболизм без отщепления не-
органических хлорид-ионов. Возможно, сыграла 
роль низкая растворимость дихлорэтана в воде 
(0.87 г/100 мл) и высокая плотность (1.25 г/мл), 
из-за чего жидкость скапливается на дне пробир-
ки и мало контактирует с мицелием A. niger. Этим 
же можно объяснить слабое токсическое действие 
дихлорэтана, который известен как один из самых 
токсичных растворителей.

В дальнейшем произвели посев еще на два ле-
тучих органических вещества — одноатомный 
спирт изопропанол (2-пропанол) и паральдегид 
(2,4,6-триметил‑1,3,5-триоксан). В качестве пози-
тивного контроля, помимо глюкозы, использовали 
оливковое масло в качестве источника углерода. 
Главным компонентом растительных масел явля-
ются триацилглицерины — сложные эфиры гли-
церина и ненасыщенных жирных кислот. Кроме 
того, повторили посев на одну из нефтей.

Результат посева подтвердил предыдущие ре-
зультаты. Рост на изопропаноле и паральдегиде 
оказался возможен только в присутствии глюкозы. 
Оба летучих соединения угнетали рост A. niger, при 
этом паральдегид неожиданно проявил особенно 
высокую токсичность, сильно превышающую та-
ковую дихлорэтана. На нефти в отсутствие глюкозы 
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видимый рост не наблюдается, а оливковое мас-
ло служит грибу источником углерода, хотя рост 
сильно отстает от контроля с глюкозой. На 12-е 
сут после посева в положительных контролях A. 
niger уже вступил в фазу спорообразования, на 
изопропаноле с глюкозой вступил в фазу воздуш-
ного мицелия без спор, на паральдегиде с глюкозой 
остался в фазе субстратного мицелия.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Можно сделать вывод о том, что нефти подвер-
гаются частичной биодеградации нашим штаммом 
A. niger АМ1, но только при наличии дополни-
тельных легкоусваиваемых источников углерода. 
В принципе, дорогостоящую глюкозу можно заме-
нить сельскохозяйственными отходами. С ростом 
вязкости нефти биодеградация замедляется. При 
этом нефти меняют консистенцию и становят-
ся комковатыми. В перспективе это открывает 
возможности для создания методов сбора нефти, 
поскольку комки собираются легче, чем жидкая 
пленка. Не только сырые нефти, но и чистые ор-
ганические вещества, близкие к нефтепродуктам, 
поддерживают рост A. niger АМ1 только в присут-
ствии глюкозы.

Следует отметить широкую применимость 
штамма, который способен еще и обезвреживать 

соединения фосфора и даже белый фосфор — его 
биодеградацию мы наблюдали впервые в мире. 
Предполагается, что за окисление поллютантов 
разной природы отвечают одни и те же ферментные 
системы, но это предположение — тема будущего, 
более углубленного исследования.
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Aspergillus niger AN1 strain as causative agent for oil and petroleum products 
biodegradation
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The biodegradation of oils by the strain Aspergillus niger AM1 VKM F‑4815D was studied. Visual 
observation and gas chromatography-mass spectrometry showed that oil is subject to partial destruction, 
but cannot serve as the only source of carbon — the culture medium must contain glucose. An interesting 
fact is the change in consistency and hardening of oil under the influence of A. niger. This allows us to 
consider the possibility of using the strain for the bioremediation of soils and waters contaminated with oil. 
No less interesting is that, even earlier, the ability of the strain to metabolize a number of toxic phosphorus 
compounds, including even white and red phosphorus, was established. However, most organic solvents 
have a noticeable toxic effect, inhibiting growth in the presence of glucose and not becoming carbon 
sources in the absence of glucose.

Keywords: Aspergillus, biodegradation, mass spectrometry, oil, petroleum products.
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Проведены исследования выделенных в Узбекистане штаммов бактерий и грибов, перспективных 
для использования в биологической борьбе с фитофторозом картофеля. Тестирование проводи-
ли на двух штаммах Phytophthora infestans – TVKT-1 и 4MSLK 26, – выделенных из пораженного 
картофеля в Ташкентской обл. Узбекистана и в Московской обл. России соответственно. В от-
ношении этих штаммов была изучена антагонистическая активность выделенных в Узбекистане 
грибов рода Trichoderma и бактерий родов Bacillus и Pseudomonas. Максимальную антагонистиче-
скую активность показал штамм Bacillus safensis 3/11, который ингибировал рост мицелия штаммов 
Phytophthora infestans TVKT-1 на 61.9% и 4MSLK 26 на 50%. Также достаточно эффективными были 
штаммы Bacillus licheniformis 6/25 и Pseudomonas alcaliphila 2/18. Все исследованные штаммы гри-
бов рода Trichoderma показали высокую антагонистическую активность; наиболее активным был 
штамм Trichoderma asperellum Uz-A4, который ингибировал рост колоний штаммов Phytophthora 
infestans TVKT-1 и 4MSLK 26 на 77.1 и 73.1% соответственно.
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ВВЕДЕНИЕ
Оомицеты Phytophthora infestans (Mont.) de Bary 

вызывают опасное заболевание картофеля, томата 
и других культурных и дикорастущих пасленовых — 
фитофтороз (late blight). Распространен фитофто-
роз практически во всех регионах, где растут его 
растения-хозяева. Ph. infestans находится на первом 
месте в списке 10 самых опасных фитопатогенных 
оомицетов (Kamoun et al., 2015).

Борьба с фитофторозом основана на применении 
химических средств защиты растений. Применение 

химических фунгицидов эффективно, но вызыва-
ет много сопутствующих проблем. Одной из ос-
новных является их высокая стоимость, особенно 
при многократном применении (Cooke et al., 2011; 
Momanyi et al., 2019; Lamichhane et al., 2020). Дру-
гая проблема — появление устойчивых мутантных 
штаммов к некоторым эффективным химическим 
препаратам, например к металаксилу (Elansky et al., 
2015). Высокая доля устойчивых штаммов на поле 
делает применение препарата неэффективным. 
Немаловажно и то, что химические пестициды 



	 АНТАГОНИСТИЧЕСКИЙ ПОТЕНЦИАЛ ВЫДЕЛЕННЫХ В УЗБЕКИСТАНЕ� 37

МИКОЛОГИЯ И ФИТОПАТОЛОГИЯ	 том 58	 № 1	 2024

негативно влияют на выживание полезных микро-
организмов, вызывают загрязнение окружающей 
среды и сельскохозяйственной продукции.

Одним из возможных вариантов снижения не-
гативного эффекта от применения химических 
средств защиты растений является использова-
ние биологических препаратов. Биопрепараты 
могут применяться в схемах защиты как альтер-
натива химическим препаратам (что особенно 
важно в технологиях органического земледелия) 
либо в дополнение к ним. В связи с этим поиск 
безопасных для окружающей среды штаммов ми-
кроорганизмов с высокой антагонистической ак-
тивностью в отношении фитопатогенов имеет 
большое значение.

Из литературы известна способность пред-
ставителей бактерий родов Bacillus, Pseudomonas 
и Streptomyces и нек. др. подавлять рост Ph. infestans 
за счет широкого разнообразия образуемых ими 
метаболитов, токсичных для оомицета (Chen et al., 
2017; Hashemi et al., 2022; Trang Le Vu Khanh et al., 
2020; Caulier et al., 2018). Bacillus и Pseudomonas 
в дополнение к защитным функциям способны 
стимулировать рост растений (Chen et al., 2017). 
Грибы рода Trichoderma также используются в ка-
честве агентов биоконтроля; их действие на пато-
генный организм включает множество механизмов, 
таких как конкуренция за питательный субстрат, 
синтез антибиотиков, микопаразитизм и индукция 
защитных сил растений (Shoresh et al., 2010; Yao 
et al., 2016; Kariuki et al., 2020).

Целью данного исследования было изучение 
антагонистического потенциала выделенных ав-
торами на территории Узбекистана штаммов гри-
бов рода Trichoderma и бактерий родов Bacillus 
и Pseudomonas в отношении Ph. infestans для отбора 
наиболее активных штаммов-антагонистов.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Происхождение и идентификация штаммов. 
В работе исследован антагонистический эффект 
штаммов грибов и бактерий, выделенных в чистые 
культуры из растений и почв на территории Узбе-
кистана. Использованные в качестве тест-объектов 
штаммы Ph. infestans выделены из пораженных ор-
ганов картофеля в Узбекистане и в России (табл. 1).

Идентификацию объектов проводили куль-
турально-морфологическими, биохимическими 
и молекулярно-генетическими методами. Бакте-
риальные штаммы идентифицировали с помощью 
оборудования Maldi “Bruker” (Bruker Daltonik GmbH, 
Germany). Идентификацию оомицета Ph. infestans 
проводили по культурально-морфологическим 

признакам. Морфологические особенности гри-
бов изучали при выращивании на агаризованной 
картофельно-декстрозной среде. Микроморфо-
логические признаки грибов оценивали под све-
товым микроскопом NLCD‑307B‑2 (HINOTEK, 
Китай) при увеличении × 400. Идентификацию 
грибов рода Trichoderma классическими методами 
осуществляли с использованием определителя 
Самюэлис (Samuels, 2006; Azimova, Khalilov, 2021; 
Karimov et al., 2021). Видовая принадлежность 
штаммов Trichoderma asperellum Uz-A21 и Uz-A4 
была подтверждена секвенированием участка 
ядерных рибосомных генов (ITS1–5.8S–ITS2).

Выделение и очистка грибной ДНК. ДНК выделяли 
из мицелия (брали 0.4 см3 подсушенного мицелия), 
выращенного в жидкой картофельно-декстрозной 
среде (PDA). Мицелий лизировали в 200 мкл буфера, 
содержащего 200 мМ LiOAc и 1% SDS. Выделенную 
ДНК очищали хлороформом, осаждали с помощью 
5-молярного ацетата калия, промывали 70%-м эти-
ловым спиртом (Lõoke et al., 2011; Elansky et al., 2022). 
Полученные образцы ДНК дополнительно очищали 
с использованием фермента РНКазы.

ПЦР‑амплификация и секвенирование фрагмента 
ITS. Для ПЦР‑амплификации использовали 
праймеры ITS1 (TCCGTAGGTGAACCTGCGG) 
и ITS4 (TCCTCCGCTTATTGATATGC) (White 
et al., 1990). ПЦР‑амплификацию образцов 
ДНК проводили в объеме 20 мкл (10 мкл набора 
GenPak® PCR MasterMix, 8.2 мкл деионизованной 
воды (MilliQ), по 0.4 мкл праймеров (ITS1 и ITS4) 
и 1 мкл образца ДНК. Программа ПЦР включала 
начальную денатурацию при 94 °C в течение 3 мин 
и 35 циклов (94օC — 40 с, 55օC — 40 с, 70օC — 60 с), 
окончательная элонгация при 70օC в течение 7 мин. 
Ампликоны выявляли электрофорезом в 2%-м ага-
розном геле с добавлением бромистого этидия (рис. 1).

Продукты ПЦР выделяли из 2%-го агароз-
ного геля с использованием набора QIAquick® 
Gel Extraction Kit; концентрацию ДНК измеря-
ли прибором Nanodrop. Очищенные продукты 
ПЦР разделяли на аликвоты таким образом, что-
бы в каждой микропробирке было по 20 нг ДНК. 
Секвенирование проводила компания Синтол 
(Москва, Россия).

Определение антагонистической активности выде‑
ленных микроорганизмов методом блоков. Штаммы 
Ph. infestans выращивали на агаризованной овсяной 
среде при 18օC в течение 14 сут, после чего из газона 
выросшей культуры вырезали блоки диаметром 
8.0 мм. Каждый блок помещали в отдельную чашку 
Петри с агаризованной овсяной средой на расстоянии 
2 см от края. Инкубировали в течение 5 сут в термоста-
те при температуре 18օC. После того как колония 
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Ph. infestans достигала диаметра 50–55 мм, с проти-
воположной стороны чашки также на расстоянии 
20 мм от края помещали блоки, вырезанные из 
культур тестируемых грибов или бактерий. Мице-
лий Trichoderma spp. предварительно выращивали 
на агаризованной картофельно-декстрозной среде 
при температуре 28օC в течение 5 сут, бактерии — 
на среде МПА в течение 24 ч при температуре 30օC. 
В контрольных чашках выращивали только штам-
мы P. infestans. Каждый вариант повторяли в трех 
повторностях. Все экспериментальные образцы 
инкубировали при 18օC. На шестые и 10-е сут из-
меряли радиус колоний штаммов Ph. infestans в на-
правлении тестируемого штамма и рассчитывали 
степень ингибирования Ph. infestans тестируемыми 
микроорганизмами. Ингибирование скорости ро-
ста (ИСР,%) рассчитывали по следующей формуле 
(Mao et al., 2020): ИСР = (R контр. — R исслед.)/R 
контр., где R исслед.   — радиус исследуемой колонии, 
R контр.   — радиус колонии в контроле.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Молекулярная идентификация штаммов Trichoderma

Нуклеотидные последовательности ДНК 
участка ITS штаммов Trichoderma sp. Uz-A21 
и Trichoderma sp. Uz-A4 включали 606 и 600 п. н. 
соответственно. Полученные результаты срав-
нивали с последовательностями из базы данных 
Genbank NCBI. Согласно результатам NCBI BLAST, 
секвенированные последовательности Trichoderma 
sp. Uz-A21 (MZ284959) и Trichoderma sp. Uz-A4 
(ON534075) показали 99.66 и 100%-e сходство 
с последовательностями примерно 40 различных 

штаммов, идентифицированными в GenBank как 
Trichoderma asperellum.

Антагонистическая активность бактериальных 
штаммов

Антагонистические свойства выделенных бак‑
терий в отношении Phytophthora infestans опреде-
ляли по результатам роста штаммов Ph. infestans 
в присутствии тестируемых бактерий (табл. 2). 
Наибольшую активность в подавлении Ph. infestans 
проявил штамм Bacillus safensis 3/11 (рис. 2, 3). Не-
сколько меньшую активность проявили штаммы 
Pseudomonas alcaliphila 2/18 и Bacillus licheniformis 
6/25. Штамм Pseudomonas putida 4/23 показал сла-
бое ингибирование роста Phytophthora infestans. 
Штамм Bacillus pumilus 3/7 практически не влиял 
на рост колоний Phytophthora infestans. Также было 
отмечено, что штаммы Ph. infestans различались по 
восприимчивости к действию бактерий: 4МСЛК 
26 был более устойчив, чем TVKT‑1 (табл. 2).

Антагонистическая активность грибов рода 
Trichoderma. Антагонистическая активность гри-
бов рода Trichoderma по отношению к Ph. infestans 
начала проявляться через трое — шестеро сут со-
вместного культивирования, что было заметно 
по замедлению роста колоний фитопатогена. 
К 10-м сут штамм Trichoderma asperellum Uz-А4 
нарастал на культуры штаммов Phytophthora infestans 
TVKT‑1 и 4MSLK 26, что приводило к останов-
ке роста фитопатогенов. Штаммы Trichoderma 
asperellum Uz-A21 и T. viride показали аналогичную 
способность. Trichoderma sp. ингибировал рост 

Таблица 1. Происхождение штаммов грибов и бактерий, использованных в работе

Вид, штамм Субстрат, из которого проводили 
выделение Место выделения

Bacillus pumilus 3/7 лист картофеля Ферганская обл., Узбекистан
Bacillus safensis 3/11 стебель томата Ферганская обл., Узбекистан
Pseudomonas alcaliphila 2/18 стебель томата Ташкентская обл., Узбекистан
Bacillus licheniformis 6/25 лист перца сладкого Кашкадарьинская обл., 

Узбекистан
Pseudomonas putida 4/23 лист картофеля Кашкадарьинская обл., 

Узбекистан
Trichoderma asperellum Uz-A21 образец хлопка Ташкентская обл., Узбекистан
T. asperellum Uz-A4 почва хлопкового поля Бухарская обл., Узбекистан
T. viride почва хлопкового поля Ташкентская обл., Узбекистан
Trichoderma sp. 4/1 лист картофеля Кашкадарьинская обл., 

Узбекистан
Phytopthora infestans 4MSLK 26 лист картофеля Московская обл., Россия
Ph. infestans TVKT‑1 клубень картофеля (сорт Пикассо) 

(Azimova et al., 2021)
Ташкентская обл., Узбекистан
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Phytophthora infestans слабее других исследованных 
штаммов этого вида (рис. 4, 5).

Все исследованные штаммы Trichoderma об-
ладали хорошим антагонистическим эффектом 
в отношении Ph. infestans. В то же время карти-
на их взаимодействия при одновременном вы-
ращивании с Ph. infestans на чашке Петри резко 
отличалась от наблюдавшейся в экспериментах 
с бактериями. Штаммы Trichoderma не только 
ограничивали рост колонии Phytophthora, но и на-
растали поверх нее. Наиболее активным оказался 
штамм Trichoderma asperellum Uz-A4, ингибиру-
ющее действие которого в отношении штамма 
TVKT‑1 составило 77.1%, а в отношении 4MSLK 26 

–73.1%. Несколько ниже была активность грибов 
Trichoderma sp. и T. asperellum Uz-A21 по отношению 
к TVKT‑1 и 4MSLK 26, степень их ингибирования 
составила 73,3 и 71,4% соответственно (табл. 3).

ОБСУЖДЕНИЕ

Бактерии родов Pseudomonas и Bacillus и грибы 
рода Trichoderma широко используются в качестве 
агентов биоконтроля. Их высокая антагонистиче-
ская активность подтверждена многими исследо-
ваниями (Bell et al., 1982; Benhamou, Chet, 1996; 
Ezziyyani et al., 2007; Osorio-Hernandez et al., 2011; 
Trang Le Vu Khanh et al., 2020; Caulier et al., 2018). 

Рис. 1. Геномная ДНК штаммов Trichoderma: 1 — Trichoderma sp. Uz-А21; 2 — Trichoderma sp. Uz-А4; А — геномная ДНК; 
М — маркер геномной ДНК; В — продукт ПЦР ITS‑области штаммов Trichoderma; M — ДНК‑маркер длиной 100 п. н.

Рис. 2.  Антагонистическая активность бактерий по отношению к Phytophthora infestans TVKT‑1.

Рис. 3. Антагонистическая активность бактерий по отношению к Phytophthora infestans 4МСЛК 26.



40	 АЗИМОВА и др.

МИКОЛОГИЯ И ФИТОПАТОЛОГИЯ	 том 58	 № 1	 2024

В работе Yao et al. (2016) наблюдения под сканиру-
ющим электронным микроскопом показали рост 
гиф Trichoderma на гифах Phytophthora infestans, что, 
по мнению автора, свидетельствует о паразитизме 
Trichoderma на Ph. infestans.

На основе бактерий родов Pseudomonas и Bacillus 
и грибов рода Trichoderma созданы препараты. 
В России для защиты томата и картофеля от фи-
тофторы зарегистрировано девять препаратов на 
основе Bacillus subtilus (Алирин-Б, Баксис, Бактер-
ра, Бактофит, Бисолбис Сан, Бисолбицид, Вита-
план, Гамаир, Споробактерин), в состав последнего 
препарата входит также Trichoderma harzianum. 
T. harzianum является активным ингредиентом 
для препаратов Глиокладин и Трихоцин, исполь-
зуется для защиты от фитофтороза и другой вид 
триходермы T. viride (Триходерма вериде 471). На 
основе бактерий рода Pseudomonas также суще-
ствуют препараты, рекомендованные для защиты 
от фитофтороза: Псевдобактерин (Pseudomonas 

aureofaciens) и Ризоплан (P. fluorescens). В связи 
с тем, что Phytophthora infestans отличается высо-
кой приспосабливаемостью к средствам защи-
ты, со временем широко известные и использу-
емые в качестве агентов биоконтроля штаммы 
могут потерять свою эффективность. Поэтому 
в мире продолжаются поиски новых эффективных 
штаммов грибов и бактерий (El-Hasan et al., 2022; 
Volynchikova, Kim, 2022).

Для биологической борьбы с фитофторозом 
в Средней Азии, особенно в открытом грунте, не-
обходим поиск местных, хорошо адаптированных 
к локальным условиям штаммов. В нашем иссле-
довании выделенные в Узбекистане бактериаль-
ные штаммы Bacillus safensis 3/11, B. licheniformis 
6/25, Pseudomonas alcaliphila 2/18, а также все ис-
следованные штаммы грибов рода Trichoderma 
показали высокую антагонистическую активность 
в отношении Phytophthora infestans. Мы считаем их 

Таблица 2. Влияние бактерий на рост Phytophthora infestans

Штаммы 
бактерий

Радиус колоний Ph. infestans 
в направлении тестируемого 
бактериального штамма, мм

Ингибирование скорости роста (ИСР) 
Ph. infestans тестируемыми штаммами, %

штамм TVKT‑1 штамм 4МСЛК 26 штамм TVKT‑1 штамм 4МСЛК 26

Bacillus pumilus 3/7 38 ± 1.2 50 ± 2.8 27.6 ± 1.8 3.8 ± 0.4
B. safensis 3/11 20 ± 1.3 26 ± 1.4 61.9 ± 3.2 50 ± 3.1
B. licheniformis 

6/25
28 ± 1.8 29 ± 1.2 46.6 ± 3.8 44.2 ± 2.4

Pseudomonas 
alcaliphila 2/18

22 ± 3.2 30 ± 2.7 58.1 ± 3.5 42.3 ± 2.1

P. putida 4/23 29 ± 1.6 42 ± 3.1 44.7 ± 2.8 19.2 ± 1.5
Контроль 52.5 ± 3.0 52.0 ± 2.5 – –

Примечание. Результаты представлены как средние значения при уровне значимости 95%.

Таблица 3. Влияние грибов рода Trichoderma на рост штаммов Phytophthora infestans

Грибы
Радиус колоний 

Ph. infestans 
TVKT‑1, мм

Радиус колоний 
P. infestans 

4МСЛК 26, мм

Степень 
ингибированияPh. 
infestans TVKT‑1, %

Степень 
ингибированияPh. 

infestans 4МСЛК 26, %
Trichoderma 

asperellum Uz-A21
15 ± 1.4 17 ± 2.1 71.4 ± 3.5 67.3 ± 3.1

T. asperellum Uz-A4 12 ± 0.8 14 ± 1.5 77.1 ± 2.6 73.1 ± 4.7
T. viride 22 ± 1.6 16 ± 2.0 58.0 ± 1.8 69.2 ± 3.7
Trichoderma sp. 14 ± 2.2 18 ± 1.7 73.3 ± 4.9 65.4 ± 2.6
Контроль 52.5 ± 3.0 52.0 ± 2.5 – –

Примечание. Результаты представлены как средние значения при уровне значимости 95%.
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перспективными для использования в качестве 
агентов биоконтроля.

Полученные результаты также показывают, что 
антагонистическая активность исследуемых штам-
мов грибов и бактерий различалась по отношению 
к двум штаммам Ph. infestans. Это свидетельствует 
о необходимости постоянного мониторинга видо-
вого разнообразия Ph. infestans в посевах воспри-
имчивых к фитофторозу культур и последующего 
подбора антагонистических микроорганизмов 
к агрессивным расам фитопатогенного гриба.

Работа проведена при поддержке проекта Ми-
нистерства инновационного развития Узбекистана 
№ ИЛ‑402104392, реализуемого в Институте ми-
кробиологии АН РУз.
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Рис. 4. Антагонистические свойства грибов рода Trichoderma по отношению к Phytophthora infestans TVKT‑1 и Ph. 
infestans 4МСЛК 26 (6-е сут).
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Studies have been carried out on strains of bacteria and fungi isolated in Uzbekistan, which can be used in the 
biological control of potato late blight. Testing was carried out on two strains of Phytophthora infestans — TVKT‑1 
and 4MSLK 26 — isolated from affected potato in the Tashkent region of Uzbekistan and in the Moscow region 
of Russia, respectively. In relation to these strains, the antagonistic activity of strains of fungi belonging to the 
genus Trichoderma and bacteria of the genera Bacillus and Pseudomonas isolated in Uzbekistan was studied. The 
maximum antagonistic activity was shown by the Bacillus safensis 3/11 strain, which inhibited the growth of 
the mycelium of the TVKT‑1 strain by 61.9% and 4MSLK 26 by 50%. The strains B. licheniformis 6/25 and 
Pseudomonas alcaliphila 2/18 were also quite effective. All studied strains of fungi of the genus Trichoderma 
showed high antagonistic activity; the most active strain was T. asperellum Uz-A4, which inhibited the growth of 
mycelium of strains TVKT‑1 and 4MSLK 26 by 77.1 and 73.1%, respectively.

Keywords: antagonistic activity, Bacillus safensis, growth inhibition, late blight, Phytophthora, Pseudomonas 
alcaliphila, Trichoderma.
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The effect of pre-sowing seed treatment with immunostimulant Bisol-2, red light and low frequency 
electromagnetic field on the content of fungitoxic substances of phenolic nature – phytoalexins (isohemigossypol 
and gossypol-equivalent) in infected etiolated cotton seedlings of S-4727 cultivar infected with Verticillium wilt 
pathogen was studied. It was found that photostimulation of seeds by red light induces phytoalexin formation 
in cotton tissues infected by the pathogen 1.5–2 times more effectively in comparison with Bisol-2 preparation 
or inducer of electromagnetic nature. The correlation between the content of phytoalexins in the tissues of 
seedlings, parameters of induction curves of chlorophyll fluorescence and the number of plants with signs of 
wilt lesions grown from treated and untreated seeds with inducers was revealed. This indicates the possibility 
of using red light and weak low-frequency electromagnetic fields as factors contributing to the intensification 
of phytoalexin formation in response to Verticillium wilt infection of cotton.

Ключевые слова:  chlorophyll fluorescence, cotton, Gossypium hirsutum, low frequency electromagnetic 
fields, phytoalexins, phytochrome, red light, Verticillium wilt
DOI: 10.31857/S0026364824010054, EDN: mapzuw

INTRODUCTION

An important link in the technology of cultivation 
of agricultural crops is plant protection from pests, 
which is carried out using various methods: breeding 
and seed production, agrotechnical, physical and 
mechanical, chemical, biological, etc. (Daguzhieva, 
2015). Among them, a certain place is occupied by 
protective measures, which are based on the induction 
of plant disease resistance by immunomodulators of 
physical and chemical nature (Stossel, Magnolato, 1983; 
Akhmedzhanov et al., 1992; Shakirova, 2001; Ben-Izhak 
et al., 2003; Tonkikh, 2010; Pershakova et al., 2016).

It is known that the increase of cotton resistance to 
damage by causative agent of Verticillium wilt — fungus 
Verticillium dahliae Kleb in many cases consists in induc-
ing biosynthesis in plant tissues of phytoalexins, such as 
isohemigossypol and gossypol equivalent, toxic to the 
pathogen (Avazkhodzhaev, Zeltser, 1980, 1995; Stos-
sel, Magnolato, 1983; Akhmedzhanov et al., 1993; Kuc, 
1995; Dyakov et al., 2001; Konan et al., 2014; Khotamov, 
Redzhapova, 2019; Khotamov, Akhmedzhanov, 2021).

To intensify immune reactions of cotton to increase 
wilt resistance is applied by stimulating phytoalexin for-
mation in plant tissues with the help of various chemi-
cals of biogenic and abiogenic nature by soaking seeds, 
spraying plants in different phases of development, 
etc. (Stossel, Magnolato, 1983; Dyakov et al., 2001; 
Belan, 2001; Kodirov, 2009; Akhiyarov et al., 2017). 
However, the widespread use of chemical pesticides 
has a number of negative consequences: environmental 
pollution, possible adaptation of the fungus V. dahliae, 
the emergence of new virulent races of the pathogen 
and toxic effects on beneficial microflora.

The phytoalexin-forming ability of plants in re-
sponse to pathogen infection is significantly influenced 
by environmental factors and the physiological state 
of the plant organism itself. Light is also an inducer 
of phytoalexin formation in plant tissue. For example, 
ultraviolet irradiation (wavelengths less than 0.4 μm) of 
seeds and plants excites plant defence reactions (Haard, 
1983; Kodama et al., 1988; Nelyubina, Kasatkina, 2021). 
At the same time, stress creation by means of ultraviolet 
irradiation has a number of disadvantages associated 
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with the possibility of its destructive action not only 
on pathogen macromolecules but also on host plant 
elements. In addition, the process of ultraviolet irradia-
tion is labour-intensive and harmful to the human body 
(Nenakhova, Nikolaeva, 2020; Sayapina et al., 2022).

An alternative to ultraviolet irradiation is red light, 
which, by inducing the cis-trans isomerisation reac-
tion of the phytochrome chromophore, the bilitriene-
loosened tetrapyrrole cycle, activates the phytochrome 
system of plants and thus regulates many metabolic 
processes of the cell (Kuznetsov et al., 1986; Voloto-
vsky, 1992; Dechaine et al., 2009; Vayda et al., 2018; 
Voytsekhovskaya, 2019; Legris et al., 2019; Akhmedzh-
anov et al., 2023), including phytoalexin formation 
(Akhmedzhanov et al., 1992; Mavlanova, 2012). In 
addition, the possibility of increasing plant resistance 
to various harmful factors, including pathogens, by 
means of short-term stressing by inducers of different 
nature, i. e. plant hardening, has been shown (Shakirova, 
2001). Studies by a number of authors (Ben-Izhak et 
al., 2003; Aksenov et al., 2007; Tonkikh, 2010; Bila-
lis et al., 2013; Pershakova et al., 2016) have shown 
that low-frequency electromagnetic fields can also be 
attributed to such inducers. Taking into account the 
efficiency and simplicity of using weak low-frequency 
electromagnetic fields for plant treatment, as well as 
their neutrality in terms of environmental impact, it 
was interesting to compare the effect of red light and 
low-frequency electromagnetic fields as inducers of 
phytoalexin formation in cotton tissues infected with 
the Verticillium wilt pathogen with the known immu-
nostimulant — chemical preparation Bisol‑2 (Shakirova, 
2001; Akhiyarov, 2017; Belan, 2001). At the same time, 
the efficiency of inducers of cotton defence reactions 
studied in the experiments was also controlled by in-
duction of chlorophyll fluorescence, the parameters 
of which adequately reflect the physiological state of 
plants (Veselovskiy, Veselova, 1990; Lichtenthaler, 
1992; Korneev, 2002; Belasque et al., 2008; Posudin et 
al., 2010; Belov et al., 2015; Matorin et al., 2018; Wu et 
al., 2019), including their resistance to phytopathogens 
(Kshirsagar et al., 2001; Mandal et al., 2009; Pascual et 
al., 2010; Babar et al., 2018; Aleynikov, Mineev, 2019; 
Khotamov et al., 2020).

The aim of this work was a comparative study of the 
effect of the Bisol‑2 immunostimulant, low-frequency 
electromagnetic fields, and biologically active red light 
on the resistance of cotton variety S‑4727 to the caus-
ative agent of Verticillium wilt by assessing the intensity 
of the hypersensitivity reaction of pathogen-infected 
tissues and the characteristics of fluorescence induc-
tion of plant leaves.

MATERIALS AND METHODS

In the experiments, of the susceptible cotton cultivar 
S‑4727 (Gossypium hirsutum) was used, which was 
grown in vegetation vessels on sterilized vermiculite 
enriched with Belousov’s nutritious mixture (Zhurbitsky, 
1968). In a phase of 6–7 true leaves, cotton plants were 
infected with a dosed inoculum of race‑2 of the fungus 
V. dahliae from the collection of plant pathogens of the 
Institute of Genetics and Experimental Plant Biology 
of the Academy of Sciences of Uzbekistan at a rate of 
2.5 million spores/ml. Plants were used as control, into 
the stems of which distilled water was introduced using 
a capillary (Avazkhodzhaev et al, 1995).

A monospore culture of V. dahliae fungus was grown 
for 8 days in test tubes on a solid Chapek medium of 
the following composition: NaNO3–3 g; KH2PO4 –1 g; 
MgSO4 –0.5 g; KCl — 0.5 g; FeSO4 –0.01 g, sucrose — 
30 g, agar-agar — 20 g per 1 liter of distilled water. Sowing 
was carried out by the “injection” method on the surface 
of an agar medium. As seed material, conidia or 
microsclerotia of micromycetes were used separately, as 
well as a mixture of these fungal structures. Then, using 
a microbiological loop under sterile conditions, part of 
the conidia was transferred to Petri dishes with Chapek’s 
medium, where they were germinated in an incubator at 
a temperature of 27 °C in complete darkness. A fungal 
spore suspension was prepared by shaking 2 ml of sterile 
distilled water in a test tube with a fungal culture of 
10–15 days of age (Avazkhodzhaev, Zeltser, 1980). The 
density of fungal spores in suspension was calculated 
according to the method described in (Israel et al., 
1968). The suspension of conidia of the fungus obtained 
in vitro, after calculating its density, was diluted in the 
required concentration.

Plants were infected by injection of inoculum 
using a triple injection with a syringe into the stem. 
The inoculum was released from the syringe as a drop 
of suspension at the end of the needle. The needle 
was inserted into the stem at an angle of 45°. A drop 
was absorbed into the stem, and this gave visible 
confirmation of inoculation. The appearance of 
chlorosis on the lower leaves of cotton, yellowing of 
tissues, and necrotization of leaf blade sections indicated 
damage to infected plants by the wilt (Avazkhodzhaev, 
Zeltzer, 1980).

When studying the parameters of the hypersensitiv-
ity reaction, etiolated hypocotyls of cotton were used. 
Seedlings were grown in a thermostat at 24оC. 18–20 
day old etiolated seedlings were placed in tubs and 
treated by spraying with a wilt inducer at the rate of 
0.05 mg/100 ml of water. The qualitative composition 
of phytoalexins (FA) was determined by thin layer chro-
matography on Silufol-UV‑254 plates from Kavalier 
(Czech Republic). For the quantitative determination 
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of isohemigossypol (IHG) and phytoalexin-equivalent 
(GE), cotton seedlings were finely chopped with scis-
sors, filled with chloroform at 1:3 ratio, and placed in 
a refrigerator for 24 hours. Then obtained chloroform 
extract containing FA was filtered from solid residues 
and dried with a water jet pump. The dried residue was 
dissolved in 1 ml of chloroform. The resulting chloro-
form eluate was used for coating Silufol UV‑254 plates. 
The plates were placed in chromatographic chambers 
and a single separation was performed in a benzol — 
methanol (9:1) solvent system. Benzol and methanol 
must be anhydrous because with an admixture of water, 
the system turns out to be cloudy and unsuitable for 
analysis. The heat-dried chromatograms were viewed 
under UV light and developed with fluoroglicin (2% 
in 96% ethanol). For this, the plate was covered with 
a developing reagent using a spray gun, then left for 
several minutes in air to evaporate the solvent, after 
which the chromatograms were heated for 1 min in a 
thermostat at 100 °C. Phytoalexins IHG and GE are 
stained in a stable dark crimson color. The quantita-
tive determination of FA was carried out by elution of 
spots from chromatograms with a benzol-methanol 
mixture (9: 1) and measurement of the color intensity 
on a photoelectrocolorimeter with a blue light filter. The 
eluate from the clean zone of the chromatogram was 
used as a standard. The quantitative content of IHG 
was calculated using a pre-drawn calibration graph us-
ing pure IHG preparation as a standard. The results 
obtained were expressed in μg per g of wet tissue of 
etiolated seedlings (Avazkhodzhaev, Zeltzer, 1980).

Seeds before germination in the dark to obtain 
etiolated seedlings and before sowing into growing 
vessels were treated with immunostimulant Bisol‑2 
by soaking in the drug solution (the rate of drug 
consumption is 1 litre/t), electromagnetic field of 
electromagnetic pulse generator with a frequency of 
4 Hz and magnetic induction of 200–500 nTl for 30 
minutes (Tonkikh, 2010). Seed irradiation was carried 
out for 5 minutes with red light of LEDs (maximum 
radiation 660 nm) according to the method described 
in the patent (Akhmedzhanov et al., 2017).

Induced fluorescence of chlorophyll of the control 
(uninfected) leaves and infected with the pathogen 
of Verticillium wilt plants was measured on the 7th 
day after infection. The functional activity of the 
photosynthetic apparatus (PSA) of assimilating cotton 
tissues was evaluated by indicators of chlorophyll 
f luorescence induction (CFI) using a portable 
fluorimeter (Akhmedzhanov et al., 2013): light source — 
LED, 450–470 nm; receiver — P-I-N photodiode; 
fluorescence kinetics recording time up to 10 min with 
a resolution of 0.01 s. In this case the following ratio of 
parameters of the leaf fluorescence induction curve was 

used: (FM–FT)/FM — degree of decrease in chlorophyll 
fluorescence intensity characterizing the integral activity 
of the photosynthetic apparatus, where FM — maximum 
value of fluorescence induction, FT — stationary value 
of fluorescence after light adaptation of a leaf (Posudin 
et al., 2010; Romanov et al., 2010; Akhmedzhanov 
et al., 2013; Khotamov et al., 2020).

The experiments were carried out 3–4 times. The 
results were processed by methods of mathematical 
statistics according to Dospehov (1985).

RESULTS

The physiological and biochemical study of various 
aspects of plant activity provides an opportunity to 
exploit the immune properties of the organism itself, 
by which it defends itself against attack by pathogens 
in nature. The results of studies have shown that both 
red light (RL) and low frequency electromagnetic 
fields (LF EMF) act on cotton seedlings similarly to 
physiologically active drugs (inducers), which activate 
the immune properties of plants manifested in the 
production of phytoalexin-like substances upon contact 
with the pathogen.

Analysis of chromatograms (Fig. 1) revealed that 
treatment of seeds with RL and LF EMF induces a 
hypersensitivity reaction in pathogen-infected tissues 
of hypocotyls of etiolated cotton seedlings. The areas 
of the chromatograms in which the phytoalexins (FA), 
isohemigossypol (IHG) and gossypol equivalent (GE) 
are detected are stained with fluoroglucin significantly 
more intensely when seedlings grown from inducer-
irradiated seeds were used compared to when seedlings 
were obtained from non-irradiated seeds. Thus, the 
chromatographic characterisation of chloroform 
extracts of experimental and control cotton seedlings 
qualitatively indicates the FA‑inducing activity of RL 
and LF EMF.

The data presented in the Table 1 reflect the effect 
of irradiation of cotton seeds with RL and EMF LF on 
the quantitative content of FA formed in the tissues of 
seedlings 48 hours after infection with the Verticillium 
wilt pathogen. Spraying of etiolated seedlings with the 
fungus preparation causes induction of FA‑formation, 
but treatment of seeds with immunostimulant Bisol‑2, 
as well as photostimulation and stressing of seeds by 
exposure to EMF LF lead to a noticeable increase 
in FA‑inducing ability of infected tissues of etiolated 
seedlings. At the same time, it should be noted that 
under the influence of RL the increase in IGH content 
was 1.5–2 times greater compared to that induced 
by EMF LF or Bisol‑2 preparation. There is also 
a small difference in the content of GE in variants 
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with pretreatment of seeds with RL, EMF HF or 
immunostimulant.

The effectiveness of the effect of Bisol‑2, RL 
and EMF LF on cotton resistance to infection by 
phytopathogenic fungus was also controlled by the 
method of induction of chlorophyll fluorescence (CFI) 
of plant leaves.

The data presented in Fig. 2 showed that infection 
of cotton with the Verticillium wilt pathogen resulted 
in an almost 2-fold decrease in the parameter (FM – 
FT)/FM of the CFI measured at both 690 nm 
and 730 nm wavelengths. Pre-sowing treatment of 
seeds with immunostimulant Bisol‑2 and inducer of 
electromagnetic nature have a significant protective 
effect against the negative effect of phytopathogen: 
the values of CFI parameter measured at 690 nm were 

fixed at a higher level compared to the variant of plant 
infection without pre-treatment with inducers. At the 
same time, the difference in the value of the parameter 
compared to the control (healthy plants) was 17 and 
26% in the case of inducer of chemical and physical 
nature, respectively. The greatest effect was observed 
for the variant of seed pre-sowing phototreatment: 
the values of the measured parameter CFI did not 
differ from the control. At the same time, the CFI 
measurement at 730 nm wavelength showed the 
following results: while the seed pretreatment with 
red light also completely prevents the reduction of the 
(FM – FT)/FM parameter value, in the case of the 
Bisol‑2 preparation application variant the protective 
effect was only 77.9%, and in the EMF variant — 76.4%.

DISCUSSION
A large number of works have been devoted to 

the study of the role of the phytochrome system in 
the regulation of physiological processes, from seed 
germination to the end of ontogenesis. The results of 
these studies have shown that the phytochrome system 
controls the germination of seeds, the restructuring 
of growth processes associated with the release of 
the seedling from the soil into the light, provides the 
plant with optimal adaptation to lighting conditions 
necessary for its photosynthetic activity, participates in 
the regulation of flowering and many other processes in 
plant life (Kulaeva, 2001; Dechaine, 2009), including 
plant resistance to phytopathogens (Mavlanova, 
2012; Akhmedzhanov et al., 1992, 2023). Improving 
the sowing qualities of seeds under the influence of 
incoherent red light activates the initial growth processes 
in seeds, which further affects the acceleration of plant 
growth and development and, ultimately, leads to an 
increase in yield (Savina et al., 2015).

Phytochrome is the main photoreceptor of plants, 
which is located in the cells of the seed embryo. When 
soaking seeds, enzymatic reactions are activated in them, 
which cause hydrolysis of organic substances necessary 
for the nutrition of the embryo and the start of initial 
growth processes, which are stimulated by irradiation 
of seeds with red light (Savina, Ilyichev, 2021). At the 
same time, the main link in the mechanism of triggering 
the initial growth processes in seeds is an increase in the 
amount of gibberellin, which initiates the activation of 
hydrolytic enzymes (amylases, proteases, lipases) that 
cleave endosperm spare substances that contribute 
to the germination process (Bitarashvili et al., 2019). 
Another representative of the hormonal regulation of 
physiological processes of plants is auxin indolyl‑3-
acetic acid (IAA), which stimulates cell division and 
stretching, promotes the formation of conductive 
bundles and roots, and activation of the proton pump 
in the plasmalemma under the action of IAA leads 

Fig. 1. Chromatograms of quantitative content of 
isohemigossypol and gossypol equivalent in hypocotyls 
of etiolated seedlings of cotton cultivar S-4727 48 h after 
infection with Verticillium dahliae fungus (infection load 
2.5 million spores/ml): 1 – control (seeds before sowing 
were not treated, seedlings were not infected with the 
inducer of wilt lesion); 2 – seeds before sowing were not 
treated, seedlings were infected; 3 – seeds before sowing 
were treated with Bisol-2, seedlings were infected; 4 – 
seeds before sowing were treated in electromagnetic field, 
seedlings were infected; 5 – seeds before sowing were 
treated with red light, seedlings were infected.
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to acidification and loosening of the cell wall and 
thereby promotes cell growth by stretching. The IAA 
complex with the receptor is transported to the nucleus 
and activates RNA synthesis, which in turn leads to 
increased protein synthesis (Quail, 2002). As the 
results of our studies have shown (Nazhimova, 2007), 
phytochrome plays an active role in this process, which 
can bind to various auxin receptors, both membrane 
and cytoplasmic, at the very first stages of RL signal 
transduction, and this binding leads to an increase in 
the affinity of auxin to its receptors, which, as a result, 
enhances some rapid reactions in plants mediated by 
auxin under the action of RL.

The differences revealed in this study in the efficiency 
of the regulatory effect of inducers on the intensity 
of cotton defence reactions against Verticillium wilt 
pathogen are apparently related to the specificity 
of the action of RL mediated by the phytochrome 
system on this process. According to current ideas 
(Kuznetsov et al., 1986; Volotovsky, 1992; Kulaeva, 
2001; Dechaine et al., 2009; Vayda et al., 2018; 
Legris et al., 2019; Akhmedzhanov et al., 2023), a 
distinctive feature of phytochrome participation in 
the regulation of physiological processes of a plant 
organism is antagonism in the action of red and far 
red light (FRL) on the initiation and intensity of their 
course. In this regard, the opposite effect of RL and 
far-red light (FRL) on FA synthesis is evidence of the 
specificity of RL effects: in contrast to pretreatment of 
seeds with RL, which activates the phytochrome system 
and thus stimulates FA formation, treatment of seeds 
with FRL, which leads to the reverse photoconversion 
of phytochrome from the active Pdk to the inactive 
Pk form, does not affect the efficiency of defence 
reactions of infected cotton plants compared to the 
control (Akhmedzhanov et al., 1993). This fact may 
indicate in favour of the fact that RL seed irradiation 
through a cascade of phytochrome-dependent reactions 
contributes to the removal of the mechanism of 
suppression of genes responsible for the hypersensitivity 
reaction when plants are infected with the Verticillium 
wilt pathogen. There is an opinion (Avazkhodzhaev et 
al., 1995) that the suppression mechanism functions 
more effectively in cotton genotypes susceptible to 
wilt; therefore, under normal conditions they are 
characterised by low FA content in tissues. However, 
after the removal of this mechanism under the action 
of the active form of phytochrome, these genotypes 
acquire the ability to significantly increase the level of 
FA‑formation, as noted for the cotton variety S‑4727 
studied in our experiments.

Under the action of non-specific stressing factors, 
which includes electromagnetic stressing of seeds, the 
mechanism of FA formation is different. In response 
to a nonspecific stressor, a large and complex chain 
of nonspecific plant responses develops, including 
expression of protective genes followed by synthesis 
of protective enzymes, etc. (Ben-Izhak et al., 2003; 
Malinovsky, 2004; Tonkikh, 2010; Bilalis et al., 
2013). It is quite probable that the differences in the 
mechanisms of influence of RL and EMF LF on the 
system of defence reactions of cotton against wilt lesions 
cause, in the end, the difference in the efficiency of 
FA‑inducing ability of infected tissues of seedlings 
grown from photostimulated and stressed seeds in 
the electromagnetic field. Differences in FA content, 
especially IHG, in experimental and control (without 

Fig. 2. Effect of seed treatment with Bisol-2 
immunostimulant, low frequency electromagnetic field 
or red light on the value of the parameter (FM – FT)/
FM of induction curves of chlorophyll f luorescence of 
leaves of Verticillium wilt-infected cotton cultivar S-4727. 
Measured at wavelengths of 690 nm (A) and 730 nm 
(B): 1 – control (seeds before sowing were not treated, 
seedlings were not infected with wilt inducer); 2 – seeds 
before sowing were not treated, seedlings were infected; 
3 – seeds before sowing were treated with Bisol-2 
preparation, seedlings were infected; 4 – seeds before 
sowing were treated in electromagnetic field, seedlings 
were infected; 5 – seeds before sowing were treated 
with red light, seedlings were infected. The confidence 
interval of the mean values was at least 95% (P ≤ 0.05).
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Table 1. Effect of seed treatment with immunostimulant Bisol‑2, low frequency electromagnetic field or red light on 
the quantitative content of phytoalexins in etiolated seedlings of cotton S‑4727 cultivar 48 hours after infection with 
Verticillium dahliae fungus (infection load 2.5 million spores/ml) and the number of plants (in % of the total number) 
with Verticillium wilt symptoms

Seed treatment option
IGH GE Percentage of affected 

plantsµg/g crude tissue
Control – – –
V.d. 19.4 ± 2.28 24.9 ± 2.66 23.1
Bisol‑2 + V.d. 24.3 ± 2.29 27.7 ± 3.17 12.0
EMF LF + V.d. 23.9 ± 2.55 28.6 ± 3.04 12.5
RL + V.d. 30.0 ± 3.11 32.8 ± 4.05 4.9

Примечание. V.d. — infection with Verticillium dahliae fungus. The confidence interval of the mean values was at least 
95% (P ≤ 0.05).

application of inducers of defence reactions) variants 
correlate well with the number of plants with signs of 
wilt lesions. This fact is another strong evidence of the 
possibility of using RL and EMF LF as inducers to 
increase the efficiency of the FA‑formation mechanism 
in response to infection of cotton with Verticillium wilt.

Comparative analysis of the effect of the studied 
inducers on the intensity of the hypersensitivity reaction 
and the parameters of CFI of cotton tissues infected 
with the pathogen showed almost equal effectiveness 
of the protective effect of Bisol‑2 and EMF LF. At the 
same time, the level of plant defence reactions was 
significantly higher in the case of pre-sowing treatment 
of RL seeds. The calculation of Pearson correlation 
coefficient (rp) between the content of IGH in etiolated 
tissues and the values of the parameter (FM – FT)/FM 
of CFI measured at wavelengths of 690 nm and 730 
nm in the experimental and control variants allowed 
us to establish the value of rp = 0.93 with the average 
error of the correlation coefficient mr = 0.052 and 
rp = 0.89 and mr = 0.056, respectively. Thus, a high 
positive correlation was revealed between the compared 
indicators of resistance of cotton cultivar S‑4727 to the 
Verticillium wilt pathogen: the greater values of the 
parameter (FM – FT)/FM of tissue fluorescence, the 
more effective is the system of plant defence reactions 
determined by the level of FA content in infected 
tissues. Conversely, a low level of IHG synthesis favours 
unimpeded spread of the pathogen through tissues of 
susceptible cultivars, which is reflected in a decrease 
in the value of the CFI parameter.

At present, chemical substances — inducers of 
hypersensitivity reaction of infected tissues — are widely 
used to increase cotton wilt resistance (Kodirov, 2009). 
The results of our research showed the effectiveness 
of alternative inducers of cotton resistance to the 
causative agent of Verticillium wilt — low frequency 
electromagnetic fields and biologically active red light. 
The significant advantage of inducers of physical nature, 

compared to chemical immunostimulants, is high 
efficiency, environmental safety, the absence of the 
emergence of new virulent races of the pathogen and 
negative impact on the useful microflora, as well as 
low cost and simplicity of the procedure of pre-sowing 
treatment of seeds with red light (Akhmedzhanov et 
al., 2017) and electromagnetic fields of low frequency 
(Aksenov et al., 2007; Tonkikh, 2010; Bilalis et al., 2013).
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Сравнительное исследование эффективности индукторов устойчивости 
хлопчатника к  вертициллезному вилту

И. Г. Ахмеджановa,#, М. М. Хотамовb,##, П. Г. Meрзлякa,###

a Институт биофизики и биохимии при Национальном Университете Узбекистана, Ташкент, Узбекистан
b Институт генетики и экспериментальной биологии растений АН РУз, 111208 Верхний Юз, Узбекистан
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Исследовано влияние предпосевной обработки семян иммуностимулятором Бисол‑2, красным 
светом и электромагнитным полем низкой частоты на содержание фунгитоксичных веществ фе-
нольной природы — фитоалексинов (изогемигоссипола и госсипол-эквивалента) в инфициро-
ванных возбудителем вертициллезного вилта этиолированных проростках хлопчатника сорта 
С‑4727. Установлено, что фотостимуляция семян красным светом индуцирует фитоалексино-
образование в инфицированных патогеном тканях хлопчатника в 1.5–2 раза эффективнее по 
сравнению с препаратом Бисол‑2 или индуктором электромагнитной природы. Выявлена кор-
реляция между содержанием фитоалексинов в тканях проростков, параметрами индукционных 
кривых флуоресценции хлорофилла и количеством растений с признаками вилтового пораже-
ния, выращенных из обработанных и необработанных индукторами семян. Это указывает на 
возможность использования красного света и слабых низкочастотных электромагнитных полей 
в качестве факторов, способствующих интенсификации процесса фитоалексинообразования 
в ответ на заражение хлопчатника вертициллезным вилтом.

Keywords: вертициллезный вилт, красный свет, фитоалексины, фитохром, флуоресценция хлоро-
филла, хлопчатник, электромагнитные поля низкой частоты, Gossypium hirsutum.
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Выявленный полиморфизм трех локусов (TEF, tub и RPB2) и проведенный филогенетический анализ 
привели к идентификации двух штаммов, выделенных из стебля пшеницы и корня рапса как Fusarium 
temperatum. Это первое обнаружение данного вида, относящегося к комплексу видов F. fujikuroi, на тер-
ритории России и первое обнаружение в микобиоте пшеницы и рапса. Выполнен сравнительный анализ 
диагностической ценности морфологических признаков штаммов близкородственных близкородствен-
ных видов F. temperatum и F. subglutinans s.str. Отчетливых различий между F. temperatum и F. subglutinans 
по культуральным характеристикам и микроструктурам не выявлено, что указывает на невозможность 
точной идентификации этих видов по морфологическим признакам. Штаммы F. subglutinans имели 
одну МАТl-1 идиоморфу локуса типа спаривания, тогда как штаммы F. temperatum обладали альтерна-
тивными идиоморфами МАТl-1 и МАТl-2. Скрещивание в лабораторных условиях штаммов проти-
воположных типов спаривания привело к образованию фертильных перитециев гриба F. temperatum. 
Показано, что при росте на автоклавированном рисе штаммы F. temperatum и F. subglutinans не про-
дуцировали фумонизины. В отличие от штаммов F. subglutinans, штаммы F. temperatum образовывали 
высокие количества боверицина – 1665 и 6106 мкг/кг, а один из них дополнительно продуцировал 
3407 мкг/кг монилиформина. Видовая идентификация F. temperatum и F. subglutinans возможна только 
при привлечении молекулярно-генетических и хемотаксономических методов.

Ключевые слова: грибы, ДНК, конидиогенез, микотоксины, морфология, половая стадия, типы 
спаривания.
DOI: 10.31857/S0026364824010067, EDN: makhka

ВВЕДЕНИЕ

Разнообразие и свойства представителей ком-
плекса видов Fusarium fujikuroi (FFSC) широко 
изучается с использованием различных методов 
(Nirenberg, O’Donnell, 1998; O’Donnell et al., 2000; 
Qiu et al., 2020; Yilmaz et al., 2021; Crous et al., 2021). 
Виды FFSC характеризуют как относительно сла-
бые патогены или эндофиты растений, которые 
обитают практически повсеместно, но преиму-
щественно в сухом теплом климате. Большинство 
грибов Fusarium являются полифагами, но среди 
FFSC некоторые виды имеют трофическую ассо-
циацию — они способны заражать один род или вид 
растений (Leslie, Summerell, 2006; Britz et al., 2002; 
Lima et al., 2012; Costa et al., 2021; Dewing et al., 2022).

Процесс бесполого и полового размноже-
ния аскомицетов изучены не полностью (Glenn 
et al., 2004; Zheng et al., 2012). Морфология 

конидиогенных клеток и разнообразие кони-
дий относительно мало изучены, но считаются 
ценными диагностическими характеристиками 
при идентификации видов FFSC (Vermeulen et 
al., 2021). Между тем изменчивость этих грибов 
и зависимость анализируемых характеристик от 
условий культивирования особенно затрудняет 
разграничение близкородственных, морфологи-
чески сходных видов (O’Donnell et al., 1998, 2000; 
Vermeulen et al., 2021).

Анализ филогенетических связей грибов, при-
надлежащих к FFSC, привел к тому, что в по-
следние годы наблюдается всплеск научных пу-
бликаций, в том числе с описанием новых видов 
(Qiu et al., 2020; Crous et al., 2021; Vermeulen et al., 
2021; Yilmaz et al., 2021). Грибы этой группы про-
дуцируют микотоксины из трех основных групп, 
а именно фумонизины (ФУМ), боверицин (БОВ) 
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и энниатины, монилиформин (МОН); однако 
образование этих токсичных метаболитов видо-
специфично (Leslie, Summerell, 2006).

Входящий в комплекс FFSC вид Fusarium sub-
glutinans (Wollenw. et Reinking) P.E. Nelson, Tous-
soun et Marasas описан в 1983 г. (Nelson et al., 1983). 
Fusarium subglutinans — глобально распространен-
ный патоген, в основном вызывающий гниль 
стеблей и початков кукурузы (Fumero et al., 2015; 
Stępień et al., 2019). Помимо кукурузы, F. subglutinans 
также встречается на других растениях (Cosic et al., 
2007; Okello, Mathew, 2019; Wang et al., 2022), вреди-
телях (Demirözer, 2019) и человеке (Campos-Macías 
et al., 2013). Выявленная внутривидовая изменчи-
вость F. subglutinans по молекулярно-генетическими 
признакам и способности продуцировать токсины 
позволила выделить две группы: F. subglutinans 
группа 1 и F. subglutinans группа 2 (Steenkamp et 
al., 2002; Moretti et al., 2008). Затем на основании 
данных филогенетического анализа F. subglutinans 
группу 1 описали как новый вид — F. temperatum 
Scaufl. et Munaut (Scauflaire et al., 2011). Обычно F. 
temperatum выделяют из кукурузы (Shin et al., 2014; 
Czembor et al., 2015; Fumero et al., 2015; Lanza et al., 
2016; Zhang et al., 2016; Boutigny et al., 2017; Stępień 
et al., 2019; Fallahi et al., 2019; Pfordt et al., 2020; Xu 
et al., 2022), однако единичные находки этого вида 
отмечены на Sorghum bicolor L. Moench в Сербии 
(Levic et al., 2019) и на Capsicum pubescens Ruiz et 
Pav. в Мексике (Perez-Vazquez et al., 2022). Кроме 
того, сообщалось о микозах человека, вызванных 
грибом F. temperatum (Al-Hatmi et al., 2016; Yilmaz 
et al., 2021).

В коллекции лаборатории микологии и фитопа-
тологии ВИЗР (MFG) при проведении молекуляр-
но-генетических исследований различных грибов 
FFSC, предварительно идентифицированные по 
морфологическим признакам, были выявлены 
два штамма, относящиеся к виду F. temperatum, 
выделенные из рапса и пшеницы в 2011–2019 гг.

Цель нашего исследования заключалась в уста-
новлении различий между генетически охарактери-
зованными штаммами F. temperatum и F. subglutinans 
по морфологическим, физиологическим и биохи-
мическим свойствам.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Штаммы грибов. Для проведения сравнитель-
ного анализа признаков вида F. temperatum в иссле-
дование были взяты два штамма филогенетически 
наиболее близкого вида F. subglutinans, выделенные 
из образцов кукурузы в 1993–1997 гг.

Секвенирование ДНК и филогенетический 
анализ. Анализируемые штаммы F. temperatum 
и F. subglutinans выращивали на картофельно-са-
харозной агаризованной среде (КСА) при 24օC 
в течение семи сут. Выделение ДНК из 10–50 мг 
мицелия, собранного с поверхности колонии гри-
ба, проводили с помощью набора Genomic DNA 
Purification Kit (Thermo Fisher Scientific, Литва) 
согласно инструкции производителя.

Амплификацию фрагментов генов фактора 
элонгации трансляции 1-α (TEF), β-тубулина (tub) 
и гена, кодирующего вторую большую субъедини-
цу РНК полимеразы II (RPB2), проводили с ис-
пользованием праймеров и протоколов авторов 
(O’Donnell, Cigelnik, 1997; O’Donnell et al., 1998; 
Liu et al., 1999; Jewell, Hsiang, 2013). Нуклеотид-
ную последовательность фрагментов определяли 
на секвенаторе ABIPrism 3500 (Applied Biosystems, 
Hitachi, Япония) с использованием набора реак-
тивов BigDye Terminator v. 3.1 Cycle Sequencing Kit 
(Applied Biosystems, США). Процедуры ручного 
редактирования хроматограмм и получение кон-
сенсусных нуклеотидных последовательностей 
проводили в программе Vector NTI Advance 10. 
Нуклеотидные последовательности с помощью 
инструмента BLAST были проверены на сходство 
с депонированными в международной информа-
ционной базе данных NCBI GenBank (табл. 1). 
Выравнивание нуклеотидных последовательно-
стей анализируемых и репрезентативных штам-
мов, а также их филогенетический анализ произ-
водили методами максимального правдоподобия 
(maximum likelihood, ML) и максимальной эконо-
мии (maximum parsimony; MP) с использованием 
программы MEGA X 10.1 (Kumar et al., 2018). Ну-
клеотидные последовательности анализируемых 
штаммов были размещены в базе данных NCBI 
GenBank. Лучшая модель замены нуклеотидов, 
используемая для построения деревьев ML (K2 + 
G), также была определена в MEGA X 10.1. Допол-
нительно рассчитывали байесовскую вероятность 
(Bayesian probability, BP) с помощью MrBayes v. 3.2.1 
на платформе Armadillo 1.1 (Lord et al., 2012). До-
стоверность топологии филогенетических деревьев 
определяли посредством бутстреп-анализа (1000 
повторностей).

Определение типа спаривания. Определение 
МАТl‑1 или МАТl‑2 идиоморфы локуса МАТ, от-
ветственного за тип спаривания, проводили с помо-
щью ПЦР со специфичными праймерами, разрабо-
танными для определения типа спаривания грибов 
комплекса видов FFSC (Steenkamp et al., 2000).

Морфологическая характеристика штаммов. Для 
диагностики фенотипа колонии и оценки скорости 
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Таблица 1. Информация о штаммах Fusarium, включенных в исследование

Вид Номер штамма* Субстрат Происхождение
Номер нуклеотидной 

последовательности в GenBank
TEF tub RPB2

Fusarium fujikuroi NRRL 13566 Oryza sativa Китай AF160279 U34415 EF470116
F. globosum NRRL 26131 T** Zea mays Южная 

Африка
AF160285 U61557 KF466406

F. musae NRRL 28893 Musa sp. Мексика FN552092 FN545374 FN552114
F. nygamai NRRL 13448 T Sorghum 

bicolor
Австралия AF160273 U34426 EF470114

F. oxysporum NRRL 22902 Pseudotsuga 
menziesii

США AF160312 U34424 LT575065

F. phyllophilum NRRL 13617 T Dracaena 
deremensis

Италия KF466421 KF466443 KF466410

F. proliferatum NRRL 22944 Cymbidium sp. Германия AF160280 U34416 JX171617
“ “ ITEM 2287 Zea mays США LT841245 LT841243 LT841252

F. subglutinans CBS215.76 Zea mays Германия MN534061 MN534109 MN534241
“ “ CBS479.94 Zea mays Южная 

Африка
MN534036 MN534105 MN534236

“ “ CBS747.97 T Zea mays США MW402150 MW402351 MW402773
“ “ MFG 60369 Zea mays, 

стебель
Россия, 

Кабардино-
Балкария

ON557397 ON557398 ON557399

“ “ MFG 60370 Zea mays, 
зерно

Россия, 
Ставропольский 

край

MW811128 OK000516 OK000543

“ “ RC1047 Zea mays Аргентина MT337661 MT337611 MT337636
F. temperatum CBS135538 human Мексика MN534039 MN534111 MN534239

“ “ MUCL 52463 T Zea mays Бельгия KM487197 MW402359 MW402776
“ “ NRRL 25622 Zea mays Южная 

Африка
AF160301 AF160317 LR792618

“ “ MFG 60846 Triticum 
aestivum, 
стебель

Россия, 
Белгородская 
обл.

OK626395 OK626401 OK626403

“ “ MFG 70587 Brassica 
napus, 
корни

Россия, 
Краснодарский 
край

OK626400 OK626402 OK626404

“ “ RC2977 Zea mays Аргентина MT337671 MT337621 MT337646
“ “ RC1369 Zea mays Аргентина MT337677 MT337627 MT337652

F. verticillioides NRRL 22172 Zea mays Германия AF160262 U34413 EF470122
F. xylarioides NRRL 25486 T Coffea sp. Кот-д’Ивуар AY707136 AY707118 JX171630

Примечание. *Акронимы коллекций: CBS — Коллекция культур Centraalbureau voor Schimmelcultures, Центр 
биоразнообразия грибов, Утрехт, Нидерланды; ITEM — Коллекция микроскопических грибов Agro-Food, Бари, 
Италия; MFG — коллекция культур лаборатории микологии и фитопатологии Всероссийского института защиты 
растений (ВИЗР), Санкт-Петербург, Россия; MUCL — Коллекция агропродовольственных и экологических грибов, 
Лувен-ла-Нев, Бельгия; NRRL — коллекция культур Службы сельскохозяйственных исследований, Пеория, Ил-
линойс, США; RC — Коллекция культур кафедры микробиологии и иммунологии Национального университета 
Рио-Куарто, Рио-Куарто, Аргентина. Полужирным выделены штаммы из коллекции MFG. **Т — типовой штамм.
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роста штаммы F. temperatum и F. subglutinans выра-
щивали при 25օC на картофельно-декстрозном 
агаре (КДА) и агаре Чапека (Cz) в течение 5–14 
сут при трех режимах освещения: полная темнота, 
12 ч ближний ультрафиолет (УФ)/12 ч темнота.

В центр чашки Петри на агаризованную среду 
помещали диск культуры гриба (4 мм), предвари-
тельно выращенной на КСА. Диаметр колонии, 
растущей на агаризованной среде, измеряли в двух 
взаимно перпендикулярных направлениях на пя-
тые и седьмые сут роста. Скорость роста колонии 
рассчитывали, как радиус колонии (без учета дис-
ка исходного инокулюма), отнесенный к суткам 
роста в момент учета. Эксперименты проводили 
в двух повторностях.

Сравнение формы и размеров конидий, числа 
перегородок, расположения конидий проводили 
при выращивании культур Fusarium на агаризо-
ванной среде Ниренберг (SNA) в условиях УФ 
в течение 7 сут. По возможности выполняли 20–50 
измерений каждой структуры. Морфологические 
признаки штаммов сравнивали с характеристиками 
F. subglutinans и F. temperatum, описанными ранее 
(Scauflaire et al., 2011). В визуализацию способа об-
разования конидий проводили с помощью кусочка 
прозрачной ленты шириной 2 см (Scotch), которую 
клейкой стороной сначала прижимали к поверхно-
сти культуры, а затем приклеивали к предметному 
стеклу и рассматривали под микроскопом.

Изучение микроструктур проводили с помощью 
микроскопов BX53 и SZX16 (Olympus Corporation, 
Япония), фотосъемку осуществляли подключенной 
к микроскопу камерой Jenoptik Gryphax PROKYON 
(Jenoptik AG, Германия). Редактирование изобра-
жений проводили в программе Adobe Photoshop 
CC2018 (Adobe System, США).

Скрещивание штаммов Fusarium противопо-
ложных типов спаривания проводили на мор-
ковной агаризованной среде, как описано Leslie 
и Summerell (2006). Кроме того, штаммы куль-
тивировали на КДА, куда помещали 1–3-сан-
тиметровые свежие отрезки стеблей и колосков 
пырея (Elytrigia sp.) после их стерилизации 70%-м 
этиловым спиртом. После скрещивания культуры 
выдерживали при 20–25օC и режиме освещения 
12 ч освещение/12 ч темнота в течение нескольких 
недель. Скрещивания проводили в трехкратной 
повторности и не менее чем в двух опытах. Для 
проверки репродуктивного барьера скрещивания 
проводили со штаммами Fusarium противополож-
ного типа спаривания. Фертильность перитециев 
контролировали путем микроскопического на-
блюдения образования аскоспор в асках.

Определение токсинопродуцирующей способности 
штаммов. В колбах объемом 100 мл смешивали 20 г 
рисовых зерен и 12 мл воды, затем автоклавирова-
ли при 121օC в течение 40 мин. Автоклавирован-
ный рис инокулировали двумя дисками диаметром 
5 мм, вырезанными из предварительно выращен-
ных на КСА чистых культур штаммов F. temperatum 
и F.  subglutinans. Неинокулированный рис исполь-
зовали в качестве контроля. Колбы с инокулиро-
ванным рисом инкубировали в течение двух недель 
при 22օC в темноте и ежедневно встряхивали. После 
этого образцы риса высушивали при 55օC в течение 
24 ч, измельчали на лабораторной мельнице Tube 
Mill Control (IKA, Германия) и хранили при  – 20օC.

Профиль вторичных токсичных метаболитов, 
продуцируемых анализируемыми грибами, опре-
деляли методом ВЭЖХ–МС/МС (Malachová et 
al., 2014). К 5 г рисовой муки образцов добавляли 
20  мл экстракционного растворителя (ацетони-
трил/вода/уксусная кислота, 79 : 20 : 1). Обнару-
жение и количественное определение ФУМ, БОВ 
и МОН выполняли на системе AB SCIEX Triple 
Quad™ 5500 MS/MS (Applied Biosystems, США), 
оснащенной источником ионизации электро-
распылением TurboV (SCIEX, США) и системой 
микроволнового анализа Agilent Infinity серии 1290 
(Agilent, США). Хроматографическое разделение 
проводили при 25օC на колонке Gemini® C18, 150 
× 4.6 мм (Phenomenex, США).

Микотоксины количественно определяли путем 
сравнения площадей пиков с калибровочными 
кривыми, полученными для стандартных рас-
творов (Romer Labs Diagnostic GmbH, Австрия). 
Проценты извлечения микотоксинов колебались 
от 80 до 132%.

Статистический анализ. Средние значения величин 
и стандартное отклонение рассчитывали в программе 
Microsoft Office Excel 2010 (Microsoft, США).

РЕЗУЛЬТАТЫ
Молекулярно-генетическая идентификация 

штаммов
Молекулярно-филогенетический анализ, вклю-

чал последовательности трех полиморфных локу-
сов: TEF — 420 п. н., tub — 210  п. н., и RPB2 – 805 
п. н., количество информативных сайтов в которых 
составило 69 п. н. (16.4%), 20 п. н. (9.5%) и 66 п. н. 
(8.2%) соответственно. Иссле-        дуемые штаммы 
MFG 60369 и MFG 60370 вошли в компактную кла-
ду, включающую все референсные штаммы F. subglu-
tinans, с бутстрэп-поддержкой ML/MP/BP 96/99/1.0 
(рис. 1). Два штамма MFG 60846 и MFG 70587 фор-
мировали общую кладу с референсными штаммами 
F. temperatum с высокой бутстреп-поддержкой ML/
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MP/BP 100/100/1.0. Топология филогенетических 
деревьев, построенных разными методами, была 
сходной и соответствовала реконструированной 
ранее (Scauflaire et al., 2011; Yilmaz et al., 2021).

Амплификация ДНК штаммов с МАТl‑1 спец-
ифичными праймерами приводила к образованию 
специфического продукта весом 200 п. н. у обоих 
штаммов F. subglutinans и F. temperatum MFG 70587, 
тогда как амплификация ДНК с МАТl‑2 специ-
фичными праймерами привела к формированию 
продукта весом 800 п. н. только у одного штамма — 
F. temperatum MFG 60846.

Морфологическая характеристика штаммов

Штаммы предварительно идентифицирован-
ные на основании морфологических признаков 
как F.  subglutinans s. l. в результате филогенетиче-
ского анализа были реидентифицированы как 
F.  temperatum и F. subglutinans s.str. Для выявления 
морфологических особенностей двух видов штам-
мы были детально исследованы при выращивании 
на трех питательных средах при разных режимах 
освещения (рис. 2).

При культивировании на КДА с освещением 
и в темноте скорость роста колоний F. temperatum 
составляла в среднем 6.0–6.7 мм/сут, тогда как 
скорость роста колоний F. subglutinans в этих же ус-
ловиях была ниже ‒ в среднем 5.8 мм/сут. При куль-
тивировании на КДА с УФ освещением скорость 
роста анализируемых штаммов достоверно сни-
жалась до 5.5 мм/сут для F. temperatum и 4.1 мм/сут 
для F. subglutinans.

Поверхность колоний штаммов обоих видов, вы-
ращенных на КДА с освещением и в темноте, была 
скудной до хлопьевидной, цвет воздушного мицелия 
варьировал от беловатого до бледно-серого. Реверс 
культур имел пурпурную или темно-фиолетовую 
окраску, более интенсивную в центре. При куль-
тивировании с освещением исследуемые штаммы 
F.  temperatum образовывали более обильный воздуш-
ный мицелий и менее интенсивную пигментацию 
реверса, чем F. subglutinans. При УФ‑освещении 
культуры обоих видов образовывали пигменты 
пурпурного или темно-фиолетового цвета, рас-
пределенные неравномерно — пятнами, секторами.

На среде Cz с освещением и в темноте средняя 
скорость роста штаммов F. temperatum составля-
ла 5.6–5.8 мм/сут, что значительно превышало 
4.8–5.0 мм/сут, выявленные для F. subglutinans. 
Все штаммы образовывали хлопьевидный ми-
целий серовато-оранжевого цвета. Окраска ре-
верса культур варьировала от светло-желтой до 
бледно-оранжевой.

Формирование микроконидий начиналось быстро 
в воздушном мицелии на всех средах (рис. 3, 4). Штам-
мы F. subglutinans и F. temperatum обильно образовывали 
микроконидии в ложных головках на моно- и поли-
фиалидных клетках.

Конидиеносцы F. temperatum, прямые, обычно 
симподиально разветвленные, пролиферирующие, 
длиной до 200 мкм. Конидиогенные клетки моно-
фиалидные и полифиалидными, от шиловидных до 
цилиндрических, с периклинальным утолщением 
и воротничком, часто незаметным или отсутству-
ющим, длиной до 30 мкм и шириной 2–4 мкм.

Помимо латеральных фиалид, для F. temperatum 
и реже для F. subglutinans характерно образование 
микроконидий на фиалидных отверстиях, фор-
мирующихся на поверхности гиф. Таким образом, 
ложные головки выглядят как расположенные не-
посредственно на гифах. Микроконидии у обоих 
видов гиалиновые, обратнояйцевидные до эллип-
соидных, слегка изогнутых, в основном без или 
с одной перегородкой.

Спородохии F. temperatum и F. subglutinans от 
кремового до бледно-оранжевого цвета, часто 
незаметные, обильно образуются на поверхности 
агара при освещении. Спородохиальные кони-
диеносцы плотно агрегированы, неправильно 
и мутовчато разветвлены. Конидиогенные клетки 
монофиалидные, от шиловидных до цилиндри-
ческих, 10–25 × 2.5–3.0 мкм, с периклинальным 
утолщением и воротничком, незаметным или 
отсутствующим.

У штаммов обоих видов макроконидии гиа-
линовые, преимущественно с тремя перегород-
ками (от 2 до 5). Макроконидии серповидными, 
с тонкими стенками, почти прямыми или слегка 
изогнутыми; апикальные клетки — удлиненные 
с выступающим сосочком; базальные клетки — от 
заметной ножки до небольшой выемки.

Мезоконидии у штаммов обоих видов прямые, 
веретеновидные, относительно толстостенные, 
бесцветные, преимущественно 3(1–5)-септирова-
ные, наиболее широкие в средней части, сужаю-
щиеся к концам; апикальные и базальные клетки 
одинаковые, клиновидные, иногда с заметным 
утолщенным рубцом, обильно образующие на 
моно- и полибластических конидиогенных клет-
ках. С возрастом поверхность воздушного мице-
лия культуры грибов приобретает порошистость. 
В среднем длина одноклеточных микроконидий, 
а также длина и ширина конидий с одной пере-
городкой, макроконидий и мезоконидий с тремя 
перегородками у штаммов F. temperatum оказались 
достоверно больше, чем у штаммов F. subglutinans 
(табл. 2). Хламидоспоры отсутствовали в культурах 



	 ДИФФЕРЕНЦИАЦИЯ ГРИБОВ FUSARIUM TEMPERATUM И F. SUBGLUTINANS...� 59

МИКОЛОГИЯ И ФИТОПАТОЛОГИЯ	 том 58	 № 1	 2024

штаммов обоих видов, что характерно для всех 
представителей FFSC.

Скрещивание штаммов F. temperatum приводило 
к образованию фертильных перитециев (рис. 5). 
На морковной агаризованной среде образование 
перитециев происходило менее обильно, чем на 
КДА с кусочками растений. Перитеции распола-
гались как на поверхности агара, так и на плотном 
сплетении гиф, покрывающих растительную ткань. 
Перитеции F. temperatum при созревании станови-
лись грушевидной и колбовидной формы, разме-
рами 250–350 × 150–330 мкм. Наружная оболочка 
перитециев ангулярной текстуры, темно-фиолето-
вой окраски, краснеющая в 90%-м р-ре молочной 
кислоты. Аски имеют вершину с заметным пре-
ломляющим кольцом и содержат восемь аскоспор 
размером 60–100 × 6–15 мкм. Аскоспоры гиали-
новые, с одной перегородкой, от эллипсоидной до 

овальной формы, в перегородке слегка сдавлены, 
иногда с клетками разной формы, длиной 11.9–
16.8 мм и шириной 3.5–6.0 мм (в среднем 14.5 × 
4.4 мкм). Скрещивание штаммов F. temperatum и F. 
subglutinans, относящихся к разным МАТ типам, не 
приводило к образованию перитециев.

Токсинопродуцирующая способность штаммов

Штамм F. subglutinans MFG 60370 не продуциро-
вал анализированные токсины при культивирова-
нии на автоклавированном рисе (табл. 3). В зерне, 
инокулированном штаммом F. subglutinans MFG 
60369, среди пяти проанализированных микоток-
синов выявлен только БОВ в количестве, близком 
к пределу обнаружения. В то же время оба штамма 
F. temperatum продуцировали БОВ в высоких ко-
личествах. Также штамм F. temperatum MFG 60846, 
выделенный из стебля пшеницы, синтезировал 

Рис. 1. Дендрограмма филогенетического сходства видов комплекса Fusarium fujikuroi, построенная на основе ком-
бинированных нуклеотидных последовательностей TEF, tub, и RPB2 фрагментов генома методом максимального 
правдоподобия. В узлах приведены значения бутстреп-поддержки (> 70%) при анализе методами максимального 
правдоподобия и максимальной экономии, а также значения Байесовской апостериорной вероятности (> 0.95). 
Штамм F. oxysporum NRRL 22902 был использован в качестве внешней группы.
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Рис. 2. Морфология культур штаммов Fusarium temperatum и F. subglutinans на седьмые сут на средах Cz и КДА при 

25օC и разных режимах освещения. На каждой фотографии слева — поверхность культуры, справа — реверс.

Таблица 2. Размеры конидий штаммов Fusarium, культивируемых на SNA (25օC, УФ‑освещение, 7 сут)

Вид Средний размер конидий и диапазон варьирования, мкм

одноклеточные 
микроконидии

микроконидии 
с одной 

перегородкой

макроконидии 
с тремя 

перегородками

мезоконидии с тремя 
перегородками

Fusarium 
temperatum 12.13 × 3.17

(6.0–6.5) 11.8–12.2 
(17.0–19.5) × (2.5) 3.0–

3.2 (3.7–4.1)

20.3 × 3.64
(14.0–14.8) 19.6–
20.9 (27.2–30.1) × 
(2.6–3.1) 3.5–3.6 

(4.0–4.1)

38.3 × 3.8
(24.0–29.0) 38.2–38.6 

(47.1–52.6) × (3.1–
3.8) 3.7–4.3 (4.4–4.6)

31.0 × 3.9
(24.0–26.2) 30.5–31.2 

(34.7–39.1) × (3.1–3.8) 
3.7–4.3 (4.4–4.6)

F. subglutinans 9.85 × 3.17
(6.0–8.0) 8.7–11.56 

(16.4–20.1) × (2.0–2.5) 
3.1–3.2 (4.1–5.6)

17.0 × 3.49
(11.2–12.1) 16.2–
17.5 (23.4–26.2) 
× (2.3–2.4) 3.5 

(4.3–4.8)

36.2 × 3.8
(25.9–26.4) 35.8–36.6 

(52.5–59.6) × (3.1–
3.4) 4.1–4.2 (4.6–5.1)

29.1 × 4.1
(21.3–22.6) 27.3–30.5 

(34.0–42.3) × (3.1–3.4) 
4.1–4.2 (4.6–5.1)
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МОН. Изученные штаммы обоих видов не проду-
цировали фумонизины.

ОБСУЖДЕНИЕ

Грибы FFSC особенно часто представляют со-
бой таксономические загадки, поскольку демон-
стрируют недостаточно четкие морфологические 
признаки, по которым можно было бы точно диа-
гностировать виды. Внедрение филогенетических 
исследований привело к значительным изменени-
ям в понимании видового разнообразия грибов 
и повысило точность идентификации (O’Donnell 
et al., 2000; Crous et al., 2021). Вследствие этого 
определение границ конкретных видов Fusarium 
и установление диапазона их свойств остаются 
открытыми и требуют актуализации и детализации.

В данном исследовании с помощью филогенети-
ческого анализа два штамма гриба, выделенные из 
стебля пшеницы и корня рапса, были ре-идентифи-
цированы как F. temperatum. Это первое обнаружение 
F. temperatum на территории России и первое обна-
ружение этого вида в микобиоте пшеницы и рапса.

В нашем исследовании штаммы F. temperatum 
характеризовались более высокой скоростью ро-
ста и образовывали более обильный мицелий, 
чем штаммы F. subglutinans. В процессе роста они 
формировали три типа конидий: микроконидии, 
макроконидии и мезоконидии. При описании 
F.  temperatum показано, что этот вид продуцирует 
в основном макроконидии с четырьмя перего-
родками, в то время как у F. subglutinans макроко-
нидии обычно с тремя перегородками (Scauflaire 
et al., 2011; Shin et al., 2014). Позднее выявлено 
преобладание макроконидий с четырьмя пере-
городками у большинства штаммов F. temperatum 
и F. subglutinans при их культивировании на агаре 

с листьями гвоздики при 20օC и 12 ч освещении 
холодным флуоресцентным светом или ближним 
ультрафиолетом (Levic и др., 2019). В то же время 
штаммы F. temperatum, выделенные из кукурузы 
в Китае, в основном образовывали макроконидии 
с тремя перегородками (Xu et al., 2022). В наших 
экспериментах при культивировании на SNA и ос-
вещении при 25օC и УФ‑освещении как у штам-
мов F. temperatum, так и у штаммов F. subglutinans 
подавляющее большинство макроконидий были 
с тремя перегородками.

Размеры макроконидий с тремя перегородками 
у анализированных нами штаммов F. temperatum совпа-
дали с указанными ранее для этого вида диапазо-
нами (Scauflaire et al., 2011; Shin et al., 2014). Длина 
микроконидий F. temperatum оказалась больше, 
чем в предыдущих исследованиях (Scauflaire et al., 
2011), и в среднем больше, чем длина микроко-
нидий у двух изученных штаммов F. subglutinans. 
Однако эти показатели трудно использовать при 
идентификации, поскольку выявленные различия 
в размерах микроструктур могут быть связаны 
с варьированием состава питательных сред и ус-
ловий культивирования.

Дополнительное образование веретенообраз-
ных мезоконидий у F. temperatum и F. subglutinans 
в результате голобластического конидиогенеза ка-
жется характерным признаком как для F. temperatum, 
так и для F. subglutinans и отличает данные виды от 
других распространенных видов FFSC. Мезо-
конидии, быстро и обильно формирующиеся на 
бластических конидиогенных клетках, легко раз-
летаются по воздуху, что позволяет грибам быстро 
распространиться в окружающем пространстве. 
Следует отметить, что на всех средах макрокони-
дии F. temperatum и F. subglutinans в спородохиях 

Таблица 3. Микотоксины, продуцируемые штаммами Fusarium temperatum и F. subglutinans (автоклавированный 
рис, 22օC, 14 сут в темноте)

Штамм
Количество микотоксина, мкг/кг

Фумонизин 
B1

Фумонизин 
B2

Фумонизин 
B3

Боверицин Монилиформин

Fusarium temperatum MFG 
60846

нв нв нв 6106 3407

F. temperatum MFG 70587 нв нв нв 1665 нв
F. subglutinans MFG 60369 нв нв нв 3.3 нв
F. subglutinans MFG 60370 нв нв нв нв нв
Параметры метода (±),% 5 6.8 7.9 7.7 7.7
LOD**, мкг/кг 9.76–361.4 5.85–216.4 5.95–220.2 3.55–131.6 6.50–240.2
LOQ***, мкг/кг 8.7 3.2 3.2 1.9 3.1

Примечание: *нв — не выявлен; **LOD — диапазон пределов количественного обнаружения; ***LOQ — предел 
детекции.
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Рис. 3. Микроморфология Fusarium temperatum: A — фальшивые головки в воздушном мицелии над спородохием, 
расположенном на поверхности агара; Б–И — конидиеносцы, фиалидные и бластические конидиогенные клетки; 
К — фальшивая головка; Л, М — микроконидии на фиалидных отверстиях на поверхности гифы; Н, О — развет-
вленные спородохиальные конидиеносцы; П — мезоконидии; Р — серповидные макроконидии. Фотографии И–М 
сделаны с использованием прозрачной липкой ленты (scotch). Масштаб: A — 200 мкм; B–P — 20 мкм.
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Рис. 4. Микроморфология Fusarium subglutinans: А — cпородохий на поверхности стебля пырея; Б — спородохии 
на поверхности SNA; В, Г — воздушный мицелий, конидиеносцы и фальшивые головки; Д–K — конидиеносцы, 
фиалидные и бластические конидиогенные клетки; Л — воздушный мицелий и конидиеносцы; М — мезоконидии; 
Н — серповидные макроконидии. Фотографии Д–Л сделаны с использованием прозрачной липкой ленты (scotch). 
Масштаб: A — 500 мкм; Б — 50 мкм; В, Г — 100 мкм; Д–Н — 20 мкм.
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образуются особенно обильно при росте на свету, 
в то время как мезоконидии чаще формируются 
при культивировании штаммов в темноте.

Известно, что F. temperatum и F. subglutinans явля-
ются гетероталличными. Исследованные штаммы 
F.  temperatum имели разные идиоморфы МАТ локуса. 
Ранее штаммы F. temperatum обоих типов спаривания 
были обнаружены в Бельгии и Аргентине, причем 
соотношение штаммов F. temperatum с разными 
идиоморфами МАТ‑локуса оказалось примерно 
равным (Scauflaire et al., 2011; Fumero et al., 2015). 
В наших экспериментах при скрещивании двух 
штаммов F. temperatum образовывались зрелые пе-
ритеции с аскоспорами, что свидетельствует о на-
личии полового процесса у этого гриба в природе. 
При скрещивании F. temperatum и F. subglutinans мы 
не получили каких-либо фертильных перитециев, 
что предполагает наличие репродуктивного барье-
ра между двумя филогенетически различными, но 
морфологически сходными видами. Однако спо-
собность нескольких видов Fusarium из комплекса 
FFSC к гибридизации позволяет предположить, 
что все они произошли от недавнего общего предка 
(Steenkamp et al., 2002).

Изученные штаммы F. temperatum и F. subglutinans 
не продуцировали фумонизины, но различались 

по способности продуцировать БОВ и МОН. Дол-
гое время не было единого мнения о способности 
F. temperatum и F. subglutinans продуцировать ФУМ 
(Scauflaire et al., 2012; Wang et al., 2014; Zhang et al., 
2016; Stępień et al., 2019). В настоящее время установ-
лено, что штаммы этих близкородственных видов 
не обладают генами биосинтеза ФУМ и не спо-
собны продуцировать эти микотоксины (Fumero 
et al., 2020; Pfordt et al., 2020). Например, штаммы 
F. temperatum, выделенные из початков кукурузы 
в Германии, продуцировали только БОВ, МОН, 
фузариевую кислоту (ФК) и фузапролиферин 
(ФУЗА), тогда как все штаммы F. subglutinans об-
разовывали ФК, МОН и ФУЗА, но не БОВ (Pfordt 
et al., 2020). Штаммы F. subglutinans, выделенные из 
кукурузы в Аргентине, не образовывали БОВ, хотя 
75% проанализированных штаммов F. temperatum 
продуцировали этот микотоксин (Fumero et al., 
2020). Авторы предположили, что ген Bea1 не-
функционален у F. subglutinans из-за инсерции 
и множественных мутаций в кодирующей обла-
сти гена, в отличие от F. temperatum (Fumero et  al., 
2020). В недавнем исследовании все штаммы 
F.  temperatum, выделенные из стеблей кукурузы, 
собранные в китайской провинции Юньнань, про-
дуцировали БОВ (Xi et al., 2021). Выявлено, что 

Рис. 5. Телеоморфа Fusarium temperatum: А, Б — формирование перитециев при скрещивании штаммов на КДА 
с фрагментами пырея; В, Г — фертильный перитеций; Д, Е — перитеций с измененной окраской под воздействием 
90%-й молочной кислоты; Ж — высвобожденные из перитеция аски и аскоспоры; З — аскоспоры. Масштаб: Б — 
1 мм; В–Е — 100 мкм; Ж, З — 20 мкм.
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развитие фузариозной гнили кукурузы, выращенной 
в Польше, в значительной степени коррелирует с со-
держанием в инфицированной растительной ткани 
БОВ, продуцируемого F. temperatum (Wit et al., 2022). 
Все ранее полученные результаты подтверждают 
предположение о том, что F. temperatum представ-
ляет бóльшую токсикологическую опасность, чем 
F. subglutinans, особенно в отношении БОВ, что еще 
раз подчеркивает важность точной идентификации 
этих близкородственных грибов Fusarium.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

По результатам филогенетического исследо-
вания на основе частичных последовательностей 
трех полиморфных локусов (TEF, tub и RPB2), вы-
деленные из кукурузы два штамма были иденти-
фицированы как F. subglutinans s.str., а два других 
штамма, выделенные из стебля пшеницы и корня 
рапса, были идентифицированы как F. temperatum. 
Это первое обнаружение F. temperatum на терри-
тории России и первое обнаружение этого вида 
в микобиоте этих растений в мире. Детальный 
анализ морфологических характеристик штаммов 
F. temperatum и F. subglutinans не позволил выявить 
признаки, позволяющие достоверно дифферен-
цировать эти два близкородственных вида. Од-
нако F. temperatum и F. subglutinans различались по 
способности продуцировать микотоксины БОВ 
и МОН. Таким образом, однозначно идентифици-
ровать морфологически сходные виды F. temperatum 
и F. subglutinans возможно только при привлечении 
молекулярно-генетических и хемотаксономических 
методов анализа.

Исследование выполнено при поддержке Рос-
сийского научного фонда (проект № 19–76–30005).
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Distinction of Fusarium temperatum and F. subglutinans in the F. fujikuroi 
species complex

T. Yu. Gagkaevaa,#, O.P. Gavrilovaa,##, and A.S. Orinaa,###

a All-Russian Institute of Plant Protection, St. Petersburg, Russia
#e-mail: t.gagkaeva@mail.ru

##e-mail: olgavrilova1@yandex.ru
###e-mail: orina-alex@yandex.ru

Fusarium strains isolated from the different plant hosts and formerly identified as Fusarium subglutinans s. l. 
according to morphological characteristics were analyzed in detail. Based on phylogenetic analysis of three 
loci (TEF, tub, and RPB2) two strains isolated from stem of wheat and root of rape were re-identified as 
F. temperatum. This is first report of rape and wheat as a novel plant host for F. temperatum that mainly as-
sociated with maize. This is also the first detection of F. temperatum in Russia. Other strains turned out to 
be F. subglutinans s.str. The examination of morphological characters has not revealed remarkable variation 
between the species: the features of F. temperatum and F. subglutinans are sufficiently similar to exclude con-
fidence in identification based on visual assessment. Two F. temperatum strains possess alternate MAT idio-
morphs, whereas the both F. subglutinans strains contain only MAT‑1 idiomorph. Fertile crossings were ob-
served between two F. temperatum strains in the laboratory conditions. Both F. temperatum strains produced 
beauvericin in high amounts of 1665 and 6106 μg kg‑1 in contrast to F. subglutinans strains. Additionally, 
one F. temperatum strain produced 3407 μg kg‑1 moniliformin. No one from the analyzed strains produced 
the fumonisins. The differentiation of the F. temperatum and F. subglutinans species is possible only with the 
involvement of molecular genetics and chemotaxonomic methods.

Keywords: ascomata, conidiogenesis, DNA, fungi, mating type, morphology, mycotoxins, pathogenicity, 
rape, wheat.



69

МИКОЛОГИЯ И ФИТОПАТОЛОГИЯ, 2024, том 58, № 1, с. 69–73

 КРАТКИЕ СООБЩЕНИЯ

УДК 57.084.2

ОПЫТ КУЛЬТИВИРОВАНИЯ ЧАГИ (INONOTUS OBLIQUUS) 
НА ДЕРЕВЬЯХ МАЛОГО ДИАМЕТРА В ПОСТАГРОГЕННЫХ 
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В Плюсском р-не Псковской обл. был проведен эксперимент по заражению берез возбудителем 
чаги Inonotus obliquus в постагрогенном березняке 18-летнего возраста. Через 10 лет эксперимента 
на шести деревьях из десяти были обнаружены стерильные наросты чаги, у одного дерева обнару-
жено вздутие коры, а одно дерево погибло от Phellinus nigricans. Инфицированные деревья продол-
жали расти со скоростью, не отличающейся от роста остальной части леса. Стерильные наросты 
в основном располагались выше места инокуляции. Исследование показало, что получение сы-
рья чаги может быть рассмотрено в качестве дополнительной формы лесопользования в условиях 
Нечерноземья.

Ключевые слова: береза, инокуляция, культивирование, лекарственное грибное сырье, чага.
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Inonotus obliquus (Fr.) Pilát (Basidiomycota, Hy-
menochaetales) — вид, имеющий широкую извест-
ность как возбудитель чаги. В народной медицине 
стерильные наросты на стволах живых деревь-
ев лиственных пород, вызванные деятельностью 
I. obliquus и именуемые чагой, используются в каче-
стве биоактивного ингредиента (Shikov et al., 2014) 
и являются перспективным лекарственным сырьем 
(Zmitrovich et al., 2020a, 2020b). Чага была включена 
в Государственную фармакопею СССР в начале 
1960-х гг. как общеукрепляющее и профилакти-
ческое средство, рекомендованное к применению 
при заболеваниях желудочно-кишечного тракта 
(State, 2018). Интерес потребителей к использо-
ванию недревесных лесных продуктов в качестве 
пищевых добавок продолжает расти (Vidale et al., 
2015), что в некоторых странах Северной Евро-
пы, в частности в Финляндии, нашло отражение 
в практике т. н. многоцелевого лесопользования 
(концепция управления лесами с целью производ-
ства как древесных, так и недревесных продуктов) 
(Vanhanen et al., 2014; Verkasalo et al., 2017).

Промышленное культивирование грибов 
имеет давнюю историю, и в настоящее время 

грибоводство представляет собой масштабную гло-
бальную отрасль. Такие роды, как Agaricus, Pleurotus, 
Lentinula, Auricularia и Flammulina составляют около 
85% мирового производства грибной биомассы 
(Royse, 2014). Инокуляция грибным мицелием 
живых деревьев используется реже (Bednarz, 2013; 
Abrego et al., 2016), но для I. obliquus это единствен-
ный способ получения сырья, поскольку чага обра-
зуется только на живых деревьях (Blanchette, 1982; 
Piętka, Grzywacz, 2006; Park et al., 2010; Vanhanen 
et al., 2014; Silvan, Sarjala, 2017).

Ранее в исследованиях по культивированию 
I. obliquus сообщалось о неудачном опыте искус-
ственного заражения дерева, связанном с конку-
ренцией мицелиев (Piętka, Grzywacz, 2006), а так-
же удавшихся опытов по инокуляции древесины 
мицелием гриба (Silvan, Sarjala, 2017).

Согласно данным Сельскохозяйственной пе-
реписи 2016 г., в Российской Федерации насчиты-
вается 12% заброшенных сельскохозяйственных 
земель, а в Северо-Западном Федеральном окру-
ге эта проблема особенно актуальна, поскольку 
33% сельскохозяйственных земель региона явля-
ются заброшенными. В этой связи опыт финских 
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коллег в области “многоцелевого лесопользования” 
и, в частности, получения сырья чаги с древостоев, 
развивающихся в постагрогенных сообществах, мо-
жет быть востребован в отечественном лесоводстве.

Цель данного исследования заключалась в изучении 
возможности заражения грибом I. obliquus молодых 
березовых древостоев на 10 модельных деревьях 
18-летнего возраста. Аналогичные эксперименты, 
проведенные в Финляндии на более широком объ-
еме деревьев различных возрастов и диаметров, 
показали положительные результаты уже через 
4–5 лет (Miina et al., 2021). Наши наблюдения 
продолжались 10 лет.

Исследование было проведено на участке с када-
стровым номером 60: 16: 061401: 21, расположенном 
в Плюсском р-не Псковской обл. В северной ча-
сти участка выделен лесной фрагмент с формулой 
древостоя 10Б + С + Ив, полнота 0.7. Почва в этом 
месте характеризуется песчаной и рыхлой струк-
турой, а пахотный горизонт имеет толщину около 
20 см. До 1995 г. данный участок использовался 
для выращивания картофеля. На момент начала 
эксперимента возраст древостоя составлял 18 лет. 
Высота древостоя ~20 м. Материал для инокуляции 
(кубические кусочки древесины, инфицированной 
I. obliquus) собран на территории, прилегающей 
к объекту лесного фонда в 203 кв. Житковицкого 
л-ва. В июле 2013 г. была произведена инокуля-
ция 10 деревьев березы (Betula pubescens) диаме-
тром 12 см путем надрубания топором на высоте 
160–170 см и помещения около 10 г светлой части 
мицелия в расщеп. Процесс искусственного инфи-
цирования проводили вдоль границы выделенного 

участка, начиная с опушки и продвигаясь в глубь 
древостоя с востока на запад.

В 2023 г. живые и инокулированные березы 
были подвергнуты перечету. Для сортировки ис-
пользовали два признака: наличие вздутия ствола 
и видимые наросты. Березы с вздутием ствола 
(рис. 1) или видимыми наростами (рис. 2) рассма-
тривали в качестве успешно инокулированных.

Большинство (семь из десяти) зараженных де-
ревьев проявляли признаки прогрессирующего 
поражения I. obliquus (желваки на коре, растре-
скивание коры с выделением бурого экссудата, 
появление наростов чаги) (табл. 1). Наросты чаги 
появились преимущественно над местом иноку-
ляции (на дереве № 7 часть стерильных наростов 
появилась ниже места инокуляции), с восточной 
(а также северо-восточной или юго-восточной) 
сторон. Одно из деревьев отмерло, а на сломанном 
стволе было обнаружено плодовое тело Phellinus 
nigricans. Остальные деревья продолжали расти со 
скоростью, не отличающейся от скорости роста 
насаждения.

Некоторые деревья, помимо видимого пора-
жения Inonotus obliquus, как оказалось, были есте-
ственным образом инфицированы ложным тру-
товиком (Phellinus nigricans) (рис. 3). Интересно 
отметить, что береза, ствол которой несет наи-
большее количество наростов чаги, также пора-
жена Ph. nigricans.

Помимо симптомов, наблюдавшихся на экспе-
риментальной площадке, отек и экссудация также 
отмечены на не заражавшихся специально дере-
вьях в непосредственной близости от площадки. 

Таблица 1. Результаты эксперимента по заражению Inonotus obliquus 10 модельных деревьев березы

№ дерева Диаметр дерева на высоте 
груди, см (2013/2023 гг.)

Размеры 
стерильных 

наростов, см

Высота расположения 
стерильных наростов, см Дополнительно

1 12/14 6 × 4 180
2 12/16 6 × 8 170
3 12/14 6 × 6 350
4 12/14 – вздутие коры
5 12/17 20 × 8 180
6 12/17 8 × 10 240
7 12/17 8 × 10;

8 × 10;
4 × 4;
4 × 4;
5 × 4

170 Phellinus 
nigricans

8 12/12 – сухостой, Ph. 
nigricans

9 12/14 –
10 12/14 –
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Возможно, речь идет о вторичном естественном 
заражении Inonotus obliquus от ранее искусственно 
зараженных деревьев.

Инокуляция I. оbliquus берез небольшого диаметра 
(12 см) на ранней стадии формирования древостоя 
привела к инфицированию грибом 70% растений, 
что вполне проявилось в течение 10 лет наблюде-
ний. Отметим, что в естественных условиях по-
ражение древостоев этим патогеном происходит 
на более поздних стадиях — преимущественно 
начиная с 40-летнего возраста (Сhertov et al., 2011; 
Kuzmichev, 2013). Согласно таблицам хода роста 
нормальных березовых насаждений (по Н.Я. Са-
ликову) исследуемый период роста березового 
насаждения соответствует с 20 до 30 лет с изре-
живанием с 2065 до 1120 стволов на гектар, при 1а 
классе бонитета (Goroshev, 1980). Наш эксперимент 
закончился по достижении деревьями 28-летнего 
возраста, но по достижении 40-летнего возраста 
многие из привитых деревьев могут погибнуть, 
что является решающим фактором при расчете 
продуктивности I. obliquus. Однако в целом можно 
констатировать, что искусственное заражение по-
стагрогенных березняков Нечерноземья возбуди-
телем чаги может быть успешным и рентабельным 
с ресурсоведческой точки зрения.

Рис. 1. Вздутие ствола березы с вскрывающейся 
корой и истекающим экссудатом чаги.

Рис. 2. Видимые стерильные наросты чаги.

Рис. 3. Дерево, пораженное Inonotus obliquus и Phelli-
nus nigricans. 
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Experimental infection of small-diameter trees 
with chaga (Inonotus obliquus) in a postagrogenous birch forest
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In Plyussky district of the Pskov region, an experiment was carried out to infect birch trees with the Chaga 
pathogen Inonotus obliquus in an 18-year-old postagrogenic birch forest. After 10 years of the experiment, 
sterile bodies of Chaga were found on six out of ten trees, swelling of the bark was found in one tree, and 
one tree died from Phellinus nigricans. Infected trees continued to grow at a rate no different from the rest 
of the forest. Sterile growths were mainly located above the inoculation site. The study showed that the 
production of Chaga raw materials can be considered as an additional form of forest management in the 
Non-Black Earth Region of Russia.

Keywords: birch, Chaga, cultivation, inoculation, medicinal mushroom raw materials.
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Цель настоящей публикации – показать историю таксономии комплекса Typhula ishikariensis и дать 
более подробные описания распространения этих грибов в России. Отмечены три подхода для 
выделения видов этого комплекса: морфологический, репродуктивный (скрещивание изолятов) и 
молекулярно-генетический. Часто виды, описанные на разных растениях-хозяевах, признавались 
синонимами других ранее описанных видов, например, Typhula humulina, выделенный из корневищ 
хмеля, и T. graminearum из однолетних проростков Pinus sylvestris и злаковых сорняков были сино-
нимами T. idahoensis. По последним данным комплекс включает четыре таксона (три вида и один 
вариетет), на основании молекулярной филогении, результатов скрещивания, морфологических 
и физиологических признаков: Typhula ishikariensis var. ishikariensis, T. ishikariensis var. idahoensis, T. 
hyperborea и T. canadensis. T. ishikariensis var. idahoensis был обнаружен только в Сев. Америке, а по-
следние два вида (T. hyperborea и T. canadensis) преимущественно в р-нах с экстремальными зимни-
ми условиями. В России T. ishikariensis var. ishikariensis отмечен в европейской части России за По-
лярным кругом: Апатиты (Кольский п-ов), в местах с умеренным климатом: Москва, Санкт-Пе-
тербург, республики Чувашия и Марий Эл, а также в Азии в р-нах с более суровым климатом: 
Свердловская обл., Новосибирск, Иркутская обл. (Хамар-Дабан) и Сахалин. T. canadensis и, пред-
положительно, анцестральный таксон T. hyperborea обитают преимущественно в р-нах с неустой-
чивым и суровым зимним климатом. T. canadensis в России отмечен нами в Азии в Прибайкалье в 
рефугиуме ледникового периода на Хамар-Дабане, Камчатке и Сахалине, а T.  hyperborea в Азии в 
Свердловской обл., Новосибирске, на Камчатке и Чукотке (Анадырь), в европейских р-нах России 
с умеренным климатом в поволжских республиках Марий Эл и Татарстане. Для этих территорий 
характерны частые осенние заморозки, что способствовало конкуренции с другим возбудителем 
снежной плесени – некротрофом Sclerotinia borealis. Подземное повреждение тканей растений, 
таких как донце и корни луковиц тюльпанов и корневищ хмеля, грибом Typhula ishikariensis var. 
ishikariensis встречается только в России. Возможно, разнообразие в зимнем климате сформиро-
вало и сохранило разнообразные таксоны, в том числе и предковые формы. Очевидно, в резуль-
тате таких климатических колебаний эволюционировали организмы, способные к выживанию в 
нестабильных стрессовых условиях.

Ключевые слова: грибы-психрофилы, комплексный вид, систематика, снежная плесень, стресс.
DOI: 10.31857/S0026364824010087, EDN: lxxnvd

Цель данной публикации — показать историю 
комплексного вида Typhula ishikariensis и более 
подробные данные о распространении в России 
грибов этого комплекса.

Таксономия грибов снежной плесени Typhula 
ishikariensis и родственных таксонов вызывала спо-
ры до тех пор, пока Хошино с соавторами (Hoshino 
et al., 2022) не выделили в комплексе таксонов три 
биологических вида, т. е. T. ishikariensis, T. canadensis 

и T. hyperborea. Первым описал гриб, найденный на 
поле в провинции Ишикари (о. Хокайдо, Япония) 
на мертвых злаковых растениях Имаи, назвав его 
T. ishikariensis Imai (Imai, 1930). В штате Айдахо, 
США, Ремсберг описала на многолетних злаках 
T.  idahoensis Remsberg (Remsberg, 1940), а Экс-
транд на севере Швеции на многолетних травах 
отметил два вида: T. borealis Ekstr. (Ekstrand, 1934) 
и T. hyperborea (Ekstrand, 1955). Бриэль и Канфер 
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(Bruehl, Cunfer, 1975) на Тихоокеанском северо-за-
паде США выявили T. ishikariensis и T. idahoensis на 
основании морфологических признаков (таких как 
фертильные головки плодовых тел, форма клеток 
оболочки склероциев и ряд других).

В СССР В.В. Гуляевым был описан гриб T. gra-
minearum Gulaev nom. inval., обнаруженный в пи-
томнике Татарской лесной опытной станции на 
саженцах сосны первого года и сорняках: мятли-
ке луговом (Poa pratensis L.), незабудке средней 
(Myosotis intermedia Link.) и звездчатке злаковой 
(Stellaria graminea L.) (Gulyaev, 1950), а А.П. Кузне-
цова описала вид T. humulina A. Kuzn. (Kuznetzova, 
1953), обнаруженный на подземных стеблях хмеля 
(Humuli lupuli L.) в Чувашской и Марийской АССР, 
а также в Кировской, Московской и Брянской 
областях (рис. 1). Однако Е.Г. Потатосова при 
написании диссертации на соискание степени 
кандидата наук по грибам рода Typhula в СССР 
определила, что виды T. graminearum и T. humulina 
являются синонимами T. idahoensis (Potatosova, 
1960a, 1960b). В Москве в Главном ботаническом 
саду АН СССР был описан T. borealis, поражающий 
корни и донце луковиц тюльпанов (Procenko, 1967).

Методы скрещивания mon × mon (между моно-
карионами) и di × mon (между дикарионом и мо-
нокарионным тестером) были разработаны Реедом 
(Røed, 1969), их применяют для определения гене-
тических отношений между таксонами. Исполь-
зуя эти методы, американские ученые посчитали 
T. ishikariensis и T. idahoensis различными видами, 
хотя иногда между ними происходило скрещива-
ние (Bruehl et al., 1975; Bruehl, Machtmes, 1980). 
С другой стороны, генетические данные о том, что 

эти два гриба были интерфертильными, побудили 
Оршволла и Смита (Årsvoll, Smith, 1978) рассма-
тривать их как конспецифические и установить три 
разновидности, включая третий гриб из Канады: 
T. ishikariensis var. ishikariensis, T. ishikariensis var. 
idahoensis и T. ishikariensis var. canadensis. В Япо-
нии T. ishikariensis был разделен на три биотипа 
A, B и C (Matsumoto, Tajimi, 1983); биотип А был 
интерстерилен с биотипами В и С (Matsumoto, 
Tajimi, 1990), а последние два биотипа были ин-
терфертильны; однако они рассматривали эти 
три биотипа как единый биологический вид, по-
скольку биотип А потенциально интерфертилен 
с биотипами В и С через посредство чужеродных 
таксонов. В Норвегии Мацумото и др. (Matsumoto 
et al., 1996), используя монокарионные тестеры 
биотипов, разделили норвежские изоляты на три 
группы: I, II и III.

Один из авторов этой статьи сделал первую по-
пытку объединить все изоляты T. ishikariensis, раз-
делив этот комплексный вид на два вида: species 
I и species II, впервые опубликовав статью сначала 
на японском (Matsumoto, 1997) и позднее на ан-
глийском языке (Matsumoto et al., 2001) (табл. 1).

В России в прошлом веке были изоляты только 
из Европейской части России и по одному изо-
ляту из Украины и Латвии. Все они принадлежа-
ли T. ishikariensis species I (по: Matsumoto, 1997) 
(Tkachenko et al., 1997).

Хошино с соавт. (Hoshino et al., 2022) оконча-
тельно устраняют путаницу, используя молекуляр-
ные методы; их изоляты, собранные из разных мест, 
образовали единую кладу, которая была разделена 
на три субклады, каждый из которых представляет 

Таблица 1. Первая попытка выделения групп внутри комплексного вида Typhula ishikariensis (по: Matsumoto, 1997)

Страна
Биологический вид I Биологический вид II

Таксон Условия Существующий 
экотип Таксон Условия Существующий 

экотип
Япония биотип A снежно 

и много 
осадков

биотип B мало осадков мелкие 
склероции 
(почвообит.)

Норвегия группа I много снега группа III группа II ветрено и/или 
катящиеся 
осадки

пушистые 
склероции 
с обильным 
воздушным 
мицелием

Россия var. 
ishikariensis

промерзание 
почвы

почвенный

Сев. 
Америка

var. 
ishikariensis

var. 
idahoensis

плажное 
лето

сухое лето

var. 
canadensis

низкие 
температуры
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отдельный вид, т. е. T. ishikariensis var. ishikariensis 
и var. idahoensis, T. canadensis и T. hyperborea (табл. 2). 
В России отмечены T. ishikariensis var. ishikariensis, 
T. canadensis, T. hyperborea.

T. ishikariensis var. ishikariensis паразитирует на 
различных растениях-хозяевах и наиболее широко 
распространен в европейской части России, Урале, 
Зап. и Вост. Сибири и на Сахалине. Гриб отмечен 
на многолетних травах на северо-западе европей-
ской части России (Апатиты, Кольский  п-ов), 
Свердловской обл., Чувашии, Новосибирской, 
Иркутской областях, на многолетних травах на 
Сахалине, на озимой пшенице в Санкт-Петер-
бурге и Москве, на подземных корневищах хмеля 
(Humulus lupulus L.) и звездчатке средней [Stellaria 
media (L.) Vill.] в Республике Чувашия, на пырее 
и очитке (Sedum sp.) в Республике Марий Эл, на 
многолетних злаковых травах и на сеянцах сосны 
(Pinus sylvestris L.) первого года в Свердловской 
обл. T. ishikariensis var. ishikariensis распространен 
не только в местах с относительно мягким зимним 
климатом, но и в местностях с экстремально хо-
лодной зимой, где преимущественно преобладают 
T. canadensis и T. hyperborea. T. canadensis отмечен 
как на Сахалине и Камчатке с суровыми зимними 
условиями, так и в рефугиуме ледникового периода 
Хамар-Дабан Иркутской обл. у оз. Байкал.

T. hyperborea встречается в Республике Коми, 
Свердловской обл., Ямало-Ненецком автоном-
ном округе1, Новосибирске, на Камчатке и Чу-
котке, а также в европейской части России, на-
ряду с широко распространенным T. ishikariensis 
var. ishikariensis, в Среднем Поволжье: Татарстан 
и Марий Эл (табл. 3).

T. canadensis отмечен как на Сахалине и Камчат-
ке с суровыми зимними условиями, так и у подно-
жия Хамар-Дабана в Иркутской обл. у оз. Байкал.

Считается, что разнообразие в р-нах с экстре-
мальными зимними условиями способствует эво-
люции таксонов и сохранению предковой формы. 
Очевидно, такой механизм необходим организмам 
для выживания в нестабильных, стрессовых ус-
ловиях, особенно при изменении климата. В ка-
честве приспособления к низким температурам 
в России гриб стал поражать подземные части 
растений, например, донце луковиц и корни 
тюльпанов (Protsenko, 1967) и корневища хмеля 
(Kuznetzova, 1953), не отмеченные в других стра-
нах. Причем поражение тюльпанов отмечено еще 
в начале прошлого века (Elenkin, 1911), и, хотя 
возбудитель был ошибочно идентифицирован как 
Sclerotium tuliparum Kleb., иллюстрации и описание 

1  Изолят T. hyperborea был впервые обнаружен в Ямало-
Ненецкой АО и не включен в публикацию Hoshino et al. (2022).

Рис. 1. Отмеченные по результатам экспедиций по России изоляты “Typhula ishikariensis species 1” (I) и “T. ishikarien-
sis species 2” (II) (по: Matsumoto, 1997).
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Таблица 3. Просеквенированные штаммы комплекса Typhula ishikariensis (по: Hoshino et al., 2022)

Название гриба № штамма Местность
Регистрационные номера

ITS1 ML2

Typhula ishikariensis var. ishikariensis KP‑10 Апатиты, Кольский п-в LC192569 LC192628
KP‑13 там же LC192851 LC192629
KP‑16 “ “ LC192570 LC192630
SPb‑2 Санкт-Петербург LC192571 LC192625
SPb‑4 там же LC192626
SPb‑6 “ “ LC192571 LC192625
92-Tr‑13 Москва LC192567 LC192631
MSC‑1 там же LC192568 LC192632
C‑2 Чувашия LC192565
C‑4 Чувашия LC192566 LC192633
C‑6 там же LC192852 LC192634
T. humulina Марий Эл LC192564 LC192638
Y‑2 там же LC192562 LC192638
Y‑6 “ “ LC192637
E‑2 Свердловская обл. LC192558 LC192641
E‑5 там же LC192854 LC192643
T. graminearum “ “ LC192560 LC192644
N3А3 Новосибирск LC1928554 LC192645
N4A1 там же LC192555 LC192646
N4–1 “ “ LC192855 LC192647
N4B2 “ “ LC192856 LC192648
N5–1 “ “ LC192649
IK1–1 Иркутская обл. LC192651
IK2–1 там же LC192652
IK3–1 “ “ LC192653
YS1–1 Сахалин AB194769
YS3–3 там же AB127951 AB187583
YS5–3 “ “ AB194770
YS8–2 “ “ AB194771
Y10–1 “ “ AB194772

T. canadensis IK4–3 Иркутская обл. LC192654
КРК2–1 там же LC192661
КРК3–1 “ “ LC192662
КРК4–1 Камчатка LC192663
КРК5–1 там же LC192664
КРК11–2 “ “ LC192666
KS1–1 “ “ LC192659
KS1–2 “ “ LC192574 LC192660
SD‑1 Сахалин LC192553 LC192658
YS2–1 там же LC192655
YS3–1 “ “ LC192656

T. hyperborea Y4–2 Марий Эл LC192563 LC192563
K‑3 Татарстан LC192561 LC192539
E‑1 Свердловская обл. LC192557 LC192640
E‑3 там же LC192853 LC192642
E‑4 “ “ LC192559
N6A‑1 Новосибирск LC192556 LC192650
RPK8–2 Камчатка LC192573 LC192665
KK2–1 там же LC192668
KK8–1 “ “ LC192575 LC192669
KE1–1 “ “ LC192667
ANDI‑1 Чукотка LC192703

Примечание.1 18S рРНК, ITS1, 5.8S рРНК, ITS2, LSU рРНК, частичная и полная последовательность;2митохондриальный 
ген большой субъединицы рибосомной РНК, частичная последовательность.



	 СИСТЕМАТИКА КОМПЛЕКСНОГО ВИДА TYPHULA ISHIKARIENSIS В РОССИИ� 79

МИКОЛОГИЯ И ФИТОПАТОЛОГИЯ	 том 58	 № 1	 2024

симптомов поражения, несомненно, свидетель-
ствуют о принадлежности патогена к комплекс-
ному виду Typhula ishikariensis.

Присутствие T. hyperborea на Среднем Поволжье 
(Республика Марий Эл и Татарстан) можно объяс-
нить следующим образом. С древних времен (лед-
никовый период) и в настоящее время существует 
острая конкуренция между низкотемпературными 
грибами, т. е. биотрофным T. hyperborea2 или его пред-
ковой формой, и некротрофным Sclerotinia borealis 
Bubák et Vleugel. Разница в температурном диапазоне 
их роста, а также в трофическом режиме позволила 
им сосуществовать. По данным середины прошлого 
века (Goltsberg, 1949), частые осенние заморозки 
на Среднем и Нижнем Поволжье (рис. 2) благо-
приятствовали некротрофному S. borealis, снижая 
активность биотрофных возбудителей. Этим мож-
но объяснить малочисленность Typhula hyperborea 
в Республике Марий Эл и Казани наряду с широко 
распространенным T. ishikariensis var. ishikariensis.

2  T. Hoshino (не опубликовано) на основании молекулярно-
филогенетических данных предположил, что вид T. hyper-
borea в комплексе T. ishikariensis является анцестральным.

Обобщенные таксономические характеристики 
комплексного вида T. ishikariensis для России по 
Hoshino et al. (2022) представлены в табл. 3.

Тема поддержана государственным заданием 
№ 122042700002-6.
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лет (опасны летом); 3 — от трех до четырех лет; 4, 4а и 4б — от двух до трех лет; 5 и 5а — от одного года до двух лет; 
6 и 6а — один или без заморозков; 7 — не опасны (позднее наступление заморозков); 8 — горные р-ны со сложным 
распределением заморозков (опасность не характеризуется); 9 — опасны зимой для субтропических культур (по: 
Гольцберг, 1949).
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The purpose of this publication is to show the history of the taxonomy of the Typhula ishikariensis com-
plex and to provide more detailed geographical descriptions of those fungi in Russia. Three features on 
the description of this complex species are noted: morphological, crossing and molecular. Often, species 
described on different host plants have been recognized as synonyms of another previously described 
species, for example, T. humulina isolated from hop rhizomes and T. graminearum from first year seed-
lings of Pinus sylvestris and grass weeds have been synonymized with Typhula idahoensis. The latest work 
by Hoshino et al. distinguished four taxa (three species) based on dendrograms obtained by ITS and 
ribosomal DNA sequencing, crossing results, morphological and physiological characters: T. ishikarien-
sis var. ishikariensis, T. ishikariensis var. idahoensis, T. hyperborea, and T. canadensis. T. ishikariensis var. 
idahoensis was found only in North America, and the last two species (T. hyperborea and T. canadensis) 
mainly in areas with extreme winter conditions. In Russia, Typhula ishikariensis var. ishikariensis, was re-
corded in the European part of Russia beyond the Arctic Circle: Apatity (Kola Peninsula), in places with 
a temperate climate: Moscow, St. Petersburg, the republics of Chuvashia and Mari El; and in Asia with 
a more severe climate: Sverdlovsk Region, Novosibirsk, Irkutsk Region (Hamar-Daban) and Sakhalin. 
T. canadensis and, presumably, the oldest T. hyperborea, inhabit mainly in areas with unstable and severe 
winter climates. T canadensis in Russia was noted by us in Asia in the Baikal region in the Ice Age refugi-
um Khamar-Daban, Kamchatka and Sakhalin, and T. hyperborea in Asia in the Sverdlovsk region, Novo-
sibirsk, Kamchatka and Chukotka (Anadyr), along with the European regions of Russia with a temperate 
climate in the Volga republics of Mari El and Tatarstan. These areas are characterized frequent autumn 
frosts, which promoted competition with another snow mold pathogen, the necrotroph Sclerotinia borea-
lis. Underground damage of plant tissues, such as tulip bulb bases and roots, and hop rhizomes by T. ishi-
kariensis var. ishikariensis occurred only in Russia. Perhaps the diversity in winter climate evolved and 
preserved diverse taxa, including ancestral forms. Obviously, such climatic fluctuations evolved organisms 
capable of survival under unstable stressful conditions, especially when climatic conditions change.

Keywords: complex species, psychrophilic fungi, snow mold, stress, taxonomy.
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 ХРОНИКА

УДК 582.28 (092)

К ЮБИЛЕЮ АКАДЕМИКА РАН 
ОЛЬГИ СИЛЬВЕСТРОВНЫ АФАНАСЕНКО

13 декабря 2023 г. юбилей академика Российской 
академии наук (РАН), доктора биологических наук, 
профессора Ольги Сильвестровны Афанасенко.

О.С. Афанасенко родилась 13 декабря 1948 г. 
в г. Ленинграде в семье доктора сельскохозяй-
ственных наук, профессора Сильвестра Ивановича 
Боголюбского. Окончила школу в г. Пушкине и по-
ступила в Ленинградский сельскохозяйственный 
институт на факультет защиты растений. В 1971 г. 
окончила Ленинградский СХИ, а в 1975 г. посту-
пила в аспирантуру Всесоюзного (ныне Всерос-
сийского) института защиты растений (ВИЗР). 
Будучи в аспирантуре, выполнила под руковод-
ством М.М. Левитина диссертационную работу 

“Изучение структуры популяций возбудителя 
сетчатой пятнистости ячменя по признаку виру-
лентности в связи с селекцией устойчивых сортов” 
и в 1978 г. защитила диссертацию на соискание 
ученой степени кандидата биологических наук. 
После окончания аспирантуры осталась рабо-
тать в ВИЗРе, пройдя путь от младшего научного 
сотрудника до руководителя лаборатории Имму-
нитета растений к болезням. С 1996 г. является 
руководителем лаборатории Иммунитета растений 
к болезням ВИЗР. В 1996 г. она успешно защитила 
докторскую диссертацию на тему “Закономерности 
изменчивости популяций возбудителей гельминто-
спориозных пятнистостей ячменя и генетический 
контроль устойчивости к Pyrenophora teres Drechs.”. 
В 2007 г. ей было присвоено звание профессора, 
в 2010 г. была избрана членом-корреспондентом 
Россельхозакадемии (ныне РАН) и в 2016 г.  — ака-
демиком РАН.

Научные исследования О.С. Афанасенко посвя-
щены проблемам генетики иммунитета растений 
к болезням. Более 40 лет она занимается пробле-
мами изменчивости популяций фитопатогенных 
грибов и генетики устойчивости зерновых культур 
к болезням, проводит глубокое экспериментальное 
изучение механизмов изменчивости возбудите-
лей болезней, расообразовательных процессов, 
межорганизменной генетики патосистем “злако-
вые — гемибиотрофные патогенны”. Под ее руко-
водством и при непосредственном участии создан 
международный набор сортов-дифференциаторов 
ячменя для анализа популяций возбудителя сет-
чатой пятнистости.

Ею впервые доказан характер взаимоотношений 
в патосистеме Pyrenophora teres f. teres — Hordeum 
vulare по типу “ген-на-ген”. На основании изуче-
ния географических популяций гемибиотрофных 
патогенов ячменя О.С. Афанасенко разработана 
стратегия рационального использования генети-
ческих ресурсов устойчивости в селекции ячменя.

Ольгой Сильвестровной, в ходе совмест-
ной с коллегами из Научного центра зерна им. 
П.П. Лукъяненко экспедиции по Краснодарскому 
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краю, впервые обнаружена новая для РФ вредо-
носная болезнь ячменя — рамуляриоз.

Отличительной чертой научной деятельности 
О.С. Афанасенко является руководство и выполне-
ние многопрофильных исследований на стыке раз-
личных научных направлений за счет объединения 
компетенций фитопатологов, микологов, молеку-
лярных генетиков, биотехнологов, специалистов по 
генетическим ресурсам растений, селекционеров.

Исследования по идентификации генов устой-
чивости зерновых культур и картофеля к наиболее 
вредоносным патогенам проводились и прово-
дятся в кооперации с коллегами из ВИРа, а также 
из профильных учреждений Беларуси, Германии, 
Финляндии, Австралии. Длительное и обширное 
сотрудничество Ольги Сильвестровны с зарубеж-
ными профильными учреждениями позволяет 
использовать новейшие технологии в изучении ге-
нетического разнообразия устойчивости растений 
к болезням в лаборатории иммунитета растений 
к болезням ВИЗР, которой она руководит 27 лет.

Ольга Сильвестровна являлась инициатором 
исследований по выявлению эффективных генов 
устойчивости против угандийской расы стебле-
вой ржавчины. Эта работа проводилась совместно 
с проф. Б. Стеффенсоном в Миннесотском универ-
ситете США и получила свое развитие в лаборато-
рии иммунитета растений к болезням в направлении 
молекулярного скрининга коллекций пшеницы.

Работа по изучению эпидемиологии опасно-
го карантинного заболевания вироида картофе-
ля, механизмов взаимоотношений в патосистеме 
и оценки толерантности сортов была проведе-
на в рамках проекта РНФ вместе с коллегами из 
ИЦиГ и Японии.

Совместно с коллегами из Австралии опубли-
кован цикл работ по идентификации путем ас-
социативного картирования генов устойчивости 
пшеницы к возбудителям бурой ржавчины и жел-
той пятнистости.

При изучении генетического разнообразия 
устойчивости ячменя к гемибиотрофным па-
тогенам Ольгой Сильвестровной впервые была 
показана расоспецифичность малых генов, кон-
тролирующих устойчивость ячменя к возбудите-
лю сетчатой пятнистости. Путем ассоциативного 
картирования (GWAS) в обширной коллекции 
генетических ресурсов ячменя ВИР и в созданных 
дигаплоидных популяциях выявлено генетическое 
разнообразие устойчивости ячменя к возбудителям 
гельминтоспориозных пятнистостей. Идентифи-
цированы гены качественной и количественной 
устойчивости ячменя к возбудителям сетчатой 
и темно-бурой пятнистостям на всех хромосомах 

ячменя, в том числе и новые для науки, и опреде-
лены их молекулярные маркеры. Созданная кол-
лекция генетически охарактеризованных доноров 
устойчивости ячменя и молекулярных маркеров 
генов устойчивости является необходимой со-
ставляющей селекции ячменя на устойчивость 
к вредоносным болезням. С использованием но-
вых доноров созданы перспективные устойчивые 
к гельминтоспориозным пятнистостям линии 
ячменя в Научно-практическом центре НАН Бе-
ларуси по земледелию.

О.С. Афанасенко опубликовано более 300 пе-
чатных работ, в том числе в таких журналах как 

“Микология и фитопатология”, “Генетика”, “Эко-
логическая генетика”, “Вавиловский журнал ге-
нетики и селекции”, “Труды по прикладной бо-
танике, генетике и селекции” и др., а также в вы-
сокорейтинговых зарубежных журналах, таких 
как “Journal of Phytopathology”, “Plant Breeding”, 

“Plant Science”, “Plant Disease”, “European Journal 
of Plant Pathology”, “Genome”, “Plant Pathology”, 

“Theoretical and Applied Genetics”, “Genetic Re-
sources and Crop Evolutions”, “BMC Plant Biology”, 

“Frontiers in Plant Science”, “Agronomy”, “Agriculture” 
и др. Ольга Сильвестровна — соавтор многих книг 
и методических рекомендаций для фитопатологов 
и селекционеров.

О результатах исследований она неоднократно 
докладывала на различных конгрессах, конферен-
циях и совещаниях как в России, так и за рубежом.

О.С. Афанасенко является членом оргкомитета 
международной конференции по пятнистостям 
ячменя и куратором проблемы от России, чле-
ном совета Международной научной ассоциации 
по защите растений. О.С. Афанасенко много лет 
возглавляла Государственную аттестационную 
комиссию СПГАУ, являлась членом экспертного 
совета ВАК. В настоящее время является членом 
ученого и докторского советов ВИЗРа, замести-
телем главного редактора журнала “Микология 
и фитопатология”, членом редколлегий журналов 

“Вестник защиты растений”, “Вавиловский журнал 
генетики и селекции”, “Microbiology Independent 
Research Journal”, “Труды по прикладной бота-
нике и селекции”, “Сибирский вестник сельско-
хозяйственной науки”. Под ее руководством за-
щищено восемь кандидатских и одна докторская 
диссертация.

Благодаря гармоничному сочетанию в характере 
Ольги Сильвестровны свойств Ученого — пре-
данность науке, стремление к новому, широкий 
спектр научных интересов, и Человека — доброта, 
отзывчивость и внимание к своим коллегам, она 
пользуется авторитетом и уважением в мировом 
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научном сообществе и родном коллективе. Кол-
лектив ВИЗР, редколлегия журнала “Миколо-
гия и фитопатология”, коллеги, друзья, ученики 
от всей души поздравляют Ольгу Сильвестровну 
с юбилеем и желают ей крепкого здоровья и твор-
ческих успехов!

Список основных трудов О.С.  Афанасенко 
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 ХРОНИКА
УДК 582.28 (092)

К 90-ЛЕТИЮ ЛИДИИ ВАСИЛЬЕВНЫ ГАРИБОВОЙ
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14 ноября 2023 г. исполнилось 90 лет профессору 
кафедры микологии и альгологии Биологического 
факультета МГУ имени М.В. Ломоносова, заслу-
женному профессору МГУ, Лидии Васильевне 
Гарибовой — известному микологу и биотехнологу, 
талантливому педагогу и популяризатору науки.

Вся плодотворная профессиональная жизнь 
Лидии Васильевны связана с Московским уни-
верситетом, где в 1952 г. она выбрала кафедру низ-
ших растений (впоследствии кафедра микологии 
и альгологии). В студенческие годы Лидия Васи-
льевна увлеклась практическими проблемами, 
связанными с культивированием макромицетов, 
и эта тема становится основной в ее профессио-
нальной деятельности. В 1964 году она окончила 
аспирантуру, защитив кандидатскую диссертацию 
по теме “Биологические особенности различных 
штаммов культивируемого шампиньона и их связь 

с урожайностью”. Была оставлена на кафедре, где 
и работает по настоящее время в должности про-
фессора. В 1983 г. защитила докторскую диссерта-
цию по теме “Морфология, биология и систематика 
рода Agaricus Fr. emend. Karst.”. Область научных 
интересов — микология, основное направление 
исследований — биология базидиальных грибов 
(макромицетов), особенности их роста и развития.

Основные объекты научных работ Л.В. Гарибо-
вой — культивируемые макромицеты. Первые на-
учные исследования в этом направлении были вы-
полнены Лидией Васильевной в годы аспирантуры 
под руководством Е.С. Клюшниковой. И уже в них 
прослеживается прочная связь фундаментального 
научного подхода к поставленным задачам и при-
кладной составляющей, нацеленной на решение 
реальных производственных задач. Со временем 
Л.В. Гарибова становится одним из ключевых ор-
ганизаторов грибоводческой индустрии Советского 
Союза. Она активно участвует в разработке техно-
логий по производству грибов, грибных субстратов 
и посевного мицелия, в создании первых коллекций 
производственных сортов культивируемых грибов, 
в организации селекционных работ по получению 
отечественных сортов шампиньона, в подготовке 
профессиональных специалистов. Фактически 
благодаря деятельности Лидии Васильевны отече-
ственное грибоводство сразу создавалось на высо-
ком технологическом и научном уровне.

После экономического кризиса 1990-х гг. Лидия 
Васильевна приняла активное участие в создании 
консалтинговой компании “Школа грибовод-
ства” и одноименного журнала для руководителей 
и технологов грибоводческих хозяйств. Тесное со-
трудничество с этими структурами продолжается 
и в настоящее время.

Лидия Васильевна за прошедшие годы подго-
товила более 20 кандидатов наук и двух докторов 
наук по микологии. Ею разработан ряд лекционных 
и практических курсов. Опубликовано более 200 
научных статей, две коллективные монографии. 
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В соавторстве написаны и изданы пять учебников 
и учебных пособий. Учебник “Основы микологии. 
Морфология и систематика грибов и грибопо-
добных организмов” (2005) награжден дипло-
мом Московского общества испытателей природы 
и дипломом лауреата премии им. Д.А. Сабинина.

Одной из важных и значительных сторон дея-
тельности Л.В. Гарибовой является научно-про-
светительская работа в области микологии, вклю-
чающая чтение научно-популярных лекций, пу-
бликации статей в журналах, научно-популярных 
книг о грибах (более 20). С 1994 г. по настоящее 
время она является членом редколлегии журнала 

“Микология и фитопатология”.
Еще одно немаловажное качество Лидии Ва-

сильевны — ее широкая эрудиция. Она большой 
ценитель и знаток классической литературы. Ве-
роятно, это также повлияло на успехи на научном 
поприще. При этом, как истинный педагог, она 
всегда готова щедро делиться своим богатым опы-
том в науке и в жизни с коллегами и учениками.

За экспериментальные работы с грибами 
Л.В. Гарибова удостоена медали им. А.С. Попова 
(2008). За научную и педагогическую деятельность 

награждена высшей профессиональной наградой 
микологов — медалью им. А.А. Ячевского, учре-
жденной Национальной академией микологии.

Невзирая на почтенный возраст, Лидия Васи-
льевна не прекращает активную научную и педа-
гогическую деятельность. Она читает лекционные 
курсы и проводит практические занятия, руково-
дит работами студентов и аспирантов, участвует 
в научных семинарах и конференциях. В прошлом 
году под ее руководством и с активным участием 
разработан новый лекционный онлайн-курс “При-
усадебное грибоводство”. В настоящий момент 
подготовлено и сдано в печать учебное пособие 

“Биологические основы культивирования макро-
мицетов in vitro”.

От имени кафедры микологии и альгологии 
биологического факультета МГУ, коллег Ботани-
ческого института имени В.Л. Комарова и всего 
микологического сообщества искренне поздравляем 
Лидию Васильевну с юбилеем. Желаем доброго здо-
ровья, бодрого настроения и активной творческой 
деятельности.

To the 90th Anniversary of Lidiya Vasilyevna Garibova

M. Yu. Dyakova,#

M.V. Lomonosov Moscow State University, Moscow, Russia
#e-mail: max_fungi@mail.ru
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