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ÌÎËÅÊÓËßÐÍÛÉ ÀÍÀËÈÇ ÌÈÊÎËÎÃÈ×ÅÑÊÎÃÎ ÏÎÐÀÆÅÍÈß 
ÄÐÅÂÅÑÈÍÛ* 

Å.Å. ÀÍÄÐÎÍÎÂ1, Å.Ï. ×ÈÆÅÂÑÊÀß1, À.Ã. ÏÈÍÀÅÂ1, Ñ.À. ÏÀÂËÎÂ2 

Îöåíêà ìèêîëîãè÷åñêîãî ïîðàæåíèÿ îáðàçöîâ äðåâåñèíû òðàäèöèîííî ïðîâîäèòñÿ ñ ïîìîùüþ 
êóëüòèâèðîâàíèÿ, ïðîäîëæèòåëüíîñòü êîòîðîãî ìîæåò ñîñòàâëÿòü äî íåñêîëüêèõ ìåñÿöåâ. Íàìè 
ïðîäåìîíñòðèðîâàíà âîçìîæíîñòü ïðèìåíåíèÿ ìåòîäîâ ìîëåêóëÿðíîé áèîëîãèè äëÿ òàêñîíîìè÷åñêîãî è 
êîëè÷åñòâåííîãî àíàëèçà ïðè ãðèáíîì ïîðàæåíèè äðåâåñèíû. Ñ èñïîëüçîâàíèåì ñåêâåíèðîâàíèÿ 
áèáëèîòåêè äèàãíîñòè÷åñêîãî ôðàãìåíòà ìåæãåííîãî ó÷àñòêà ITS ðèáîñîìàëüíîãî îïåðîíà è ÏÖÐ 
ñ äåòåêöèåé â ðåàëüíîì âðåìåíè îáíàðóæåíî, ÷òî 75 % ïîïóëÿöèè, íàñåëÿþùåé ïðîàíàëèçèðîâàííûé 
îáðàçåö äðåâåñèíû (ôðàãìåíò ýêñïëóàòèðóåìîé äåðåâÿííîé êîíñòðóêöèè), îòíîñèòñÿ ê âèäó 
Aureobasidium pullulans. Ïîêàçàíî, ÷òî ïðèìåíåííûé ïîäõîä èìååò áîëüøèå ïðåèìóùåñòâà ïåðåä 
òðàäèöèîííûìè ìåòîäàìè ìèêîëîãè÷åñêîé ýêñïåðòèçû, òàê êàê îí óíèâåðñàëåí, äîñòóïåí äëÿ 
áîëüøèíñòâà ñîâðåìåííûõ îòå÷åñòâåííûõ ëàáîðàòîðèé è íå çàâèñèò îò êóëüòèâèðîâàíèÿ. Ìåòîä 
õàðàêòåðèçóåòñÿ âûñîêîé ñêîðîñòüþ âûïîëíåíèÿ àíàëèçîâ (3-4 ñóò) è äîâîëüíî íèçêèìè 
çàòðàòàìè (1-2 òûñ. ðóá. íà îáðàçåö). Îñíîâíîå äîñòèæåíèå ðàçðàáîòàííîãî ïðîòîêîëà 
çàêëþ÷àåòñÿ â âîçìîæíîñòè âûÿâëÿòü ðàçíîîáðàçèå â ìèêðîáíûõ ñîîáùåñòâàõ, êîòîðîå äî 
ïîñëåäíåãî âðåìåíè, ïî âñåé âèäèìîñòè, íåäîîöåíèâàëîñü. Áåç ñóùåñòâåííûõ ìîäèôèêàöèé 
ïðåäëîæåííûé ìåòîä ìîæåò áûòü ïåðåíåñåí â ðóòèííóþ ñåëüñêîõîçÿéñòâåííóþ ïðàêòèêó äëÿ 
äåòåêöèè ãðèáíûõ ïàòîãåíîâ.

Êëþ÷åâûå ñëîâà: ãðèáíîå ïîðàæåíèå, äðåâåñèíà, ITS, ÏÖÐ ñ äåòåêöèåé â ðåàëüíîì 
âðåìåíè, Aureobasidium pullulans. 

   Ïðîáëåìà ìèêîëîãè÷åñêîãî ïîðàæåíèÿ îáðàçöîâ äðåâåñèíû òðàäè-
öèîííî ðåøàåòñÿ ñ èñïîëüçîâàíèåì ìåòîäîâ êóëüòèâèðîâàíèÿ, ïðîäîëæè-
òåëüíîñòü êîòîðîãî ìîæåò ñîñòàâëÿòü äî íåñêîëüêèõ ìåñÿöåâ. Òî æå õàðàê-
òåðíî äëÿ ìèêîëîãè÷åñêîãî òåñòèðîâàíèÿ äðóãèõ îáúåêòîâ. Îäíàêî 
ïîñëåäíåå äåñÿòèëåòèå îçíàìåíîâàíî øèðîêèì âíåäðåíèåì â ïðàêòèêó 
ìèêîëîãè÷åñêîãî àíàëèçà ìåòîäîâ ìîëåêóëÿðíîé ýêîëîãèè ìèêðîîðãàíèçìîâ, 
îñíîâûâàþùèõñÿ íà èññëåäîâàíèè îáùåé ÄÍÊ, âûäåëåííîé èç ðàçëè÷íûõ 
îáúåêòîâ (1, 2). 

    Ñóùåñòâóþùèå ìîëåêóëÿðíûå ïîäõîäû ïî áîëüøåé ÷àñòè îñíîâàíû 
íà äåòåêöèè è àíàëèçå òàêñîíîìè÷åñêè çíà÷èìûõ ó÷àñòêîâ ãåíîìà ãðèáîâ. 
Ïðåæäå âñåãî ýòî ôðàãìåíòû ðèáîñîìàëüíîãî îïåðîíà: ãåíû ñóáúåäèíèö 
ðèáîñîì è ìåæãåííûå ó÷àñòêè ITS è IGS (1, 3, 4). 

 Íàøåé öåëüþ áûëà 
ðàçðàáîòêà ïðîòîêîëà äëÿ òàêñî-
íîìè÷åñêîãî è êîëè÷åñòâåííîãî 
àíàëèçà ìèêîëîãè÷åñêîãî ïî-
ðàæåíèÿ îáðàçöà íà îñíîâå äâóõ 
ìîëåêóëÿðíûõ ïîäõîäîâ — 
àíàëèçà áèáëèîòåêè êëîíîâ ñóì-
ìàðíîãî àìïëèôèêàòà ITS-ó÷àñò-
êà ðèáîñîìàëüíîãî îïåðîíà è 
ÏÖÐ ñ äåòåêöèåé â ðåàëüíîì  
âðåìåíè.

Îïèñàíèå ìåòîäèêè. Äëÿ 
èññëåäîâàíèÿ áûë ïðåäñòàâëåí îáðàçåö äåðåâÿííîé êîíñòðóêöèè (ñåëüñêèé 
äîì), íà êîòîðîì â òå÷åíèå ïåðâîãî ìåñÿöà ýêñïëóàòàöèè áûëî âûÿâëåíî 

* Ðàáîòà ïîääåðæàíà Ìèíèñòåðñòâîì îáðàçîâàíèÿ è íàóêè ÐÔ (ÃÊ ¹ 16.552.11.7047).

Ðèñ. 1. Îáðàçåö ïîðàæåííîé äðåâåñèíû, ïðåäñòàâëåí-
íûé äëÿ àíàëèçà. 
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èíòåíñèâíîå îêðàøåííîå ìèêîëîãè÷åñêîå ïîðàæåíèå (ðèñ. 1). 
Äëÿ âûäåëåíèÿ ÄÍÊ 100-250 ìã îáðàçöà (â âèäå îïèëîê) ðàçðóøàëè 

ïåðåòèðàíèåì â ôàðôîðîâîé ñòóïêå ñ äîáàâëåíèåì àáðàçèâîâ. Ïåðâûé ýòàï 
ýêñòðàêöèè ïðîâîäèëè ïðè òåìïåðàòóðå 65 °Ñ â ÑÒÀÂ-ñîäåðæàùåì áóôåðå 
(CTAB — 2 %; NaCl — 1,4 M; EDTA — 20 ìM), ñ äîáàâëåíèåì ñòåêëÿííûõ 
øàðèêîâ (0,3 ìì) è ïåðèîäè÷åñêîì èíòåíñèâíîì âñòðÿõèâàíèè íà âîðòåêñå 
(3 ðàçà ïî 5 ìèí). Ñìåñü äâàæäû ýêñòðàãèðîâàëè õëîðîôîðìîì, ïîñëå ÷åãî 
ñóììàðíóþ ÄÍÊ îñàæäàëè èçîïðîïàíîëîì. Îêîí÷àòåëüíóþ î÷èñòêó ÄÍÊ 
ïðîâîäèëè ïîñðåäñòâîì ñåëåêòèâíîé ñîðáöèè íà äèîêñèäå êðåìíèÿ â ñî-
îòâåòñòâèè ñ òèïîâîé ìåòîäèêîé (5). Êà÷åñòâî ÄÍÊ ïðîâåðÿëè âèçóàëüíî 
ïîñëå ýëåêòðîôîðåòè÷åñêîãî ðàçäåëåíèÿ ïî ñòåïåíè äåãðàäàöèè îñíîâíîãî 
ìàññèâà (20-30 ò.ï.í.). 

ÏÖÐ âûïîëíÿëè ñî ñòàíäàðòíûìè êîìïîíåíòàìè. Äëÿ àìïëèôèêà-
öèè ó÷àñòêà ðèáîñîìàëüíîãî îïåðîíà, ñîäåðæàùåãî ðàéîíû ITS1, ITS2 è 
ãåí 5,8-ðÐÍÊ, ïðèìåíÿëè ïðàéìåðû ITS1 è ITS4 (3). Â êà÷åñòâå òåðìî-
ñòàáèëüíîé ÄÍÊ-ïîëèìåðàçû èñïîëüçîâàëè Taq-ïîëèìåðàçó («Õåëèêîí», 
ã. Ìîñêâà). Òåìïåðàòóðà îòæèãà — 52 °Ñ.  Ìàòðèöåé ñëóæèëà ÄÍÊ, âûäå-
ëåííàÿ èç èññëåäóåìîãî îáðàçöà, â êîëè÷åñòâå 50 íã íà ðåàêöèþ â îáùåì 
îáúåìå 30-50 ìêë. Äëÿ ðåàìïëèôèêàöèè êëîíèðîâàííîé â ïëàçìèäå âñòàâ-
êè èñïîëüçîâàëè ñòàíäàðòíûå ïðàéìåðû Ì13F (–46, 22-mer, «Fermentas», 
Ëèòâà) è M13R (–46, 24-mer, «Fermentas», Ëèòâà), òåìïåðàòóðà îòæèãà — 
55 °Ñ. Âìåñòî ìàòðè÷íîé ÄÍÊ â ðåàêöèîííóþ ñìåñü äîáàâëÿëè íåáîëüøîå 
êîëè÷åñòâî èíòàêòíûõ êëåòîê Escherichia coli, ñîäåðæàùèõ ïëàçìèäó ñ 
êëîíèðîâàííîé âñòàâêîé. Ïðè ÏÖÐ ñ äåòåêöèåé â ðåàëüíîì âðåìåíè àíà-
ëèç âûïîëíÿëè íà  àìïëèôèêàòîðå ICycler («Bio-Rad», ÑØÀ). Äëÿ îïðåäå-
ëåíèÿ îáùåãî êîëè÷åñòâà ãðèáíîé ÄÍÊ â ïðîáå èñïîëüçîâàëè ïðàéìåðû 
5,8S è ITS1f, óñëîâèÿ ÏÖÐ ñîîòâåòñòâîâàëè îïóáëèêîâàííûì ðåêîìåíäà-
öèÿì (6). Ïðè àìïëèôèêàöèè ïðèìåíÿëè ñòàíäàðòíûé áóôåð äëÿ ÏÖÐ ñ 
äîáàâëåíèåì SYBR green («Amresco LLC», ÑØÀ) äî êîíå÷íîé êîíöåíòðà-
öèè 0,3½ è èçîòèîöèàíàòà ôëþîðåñöåèíà («Sigma-Aldrich», ÑØÀ) äî êî-
íå÷íîé êîíöåíòðàöèè 10 íìîëü. Êàëèáðîâî÷íóþ êðèâóþ ñòðîèëè íà îñíî-
âå ñåðèè ðàçâåäåíèé ÄÍÊ, âûäåëåííîé èç øòàììà äðîææåé Saccharomyces 
cerevisiae 1B-D1606 (7). 

Äëÿ êëîíèðîâàíèÿ àìïëèôèöèðîâàííûõ ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ ïîñëå 
ýëåêòðîôîðåòè÷åñêîãî ðàçäåëåíèÿ ïðîäóêòîâ ÏÖÐ ïîëîñó, ñîäåðæàùóþ 
íåîáõîäèìûé ôðàãìåíò ÄÍÊ, âûðåçàëè èç àãàðîçíîãî ãåëÿ. ÄÍÊ âûäåëÿëè 
â ñîîòâåòñòâèè ñ îáû÷íîé ìåòîäèêîé (5) ñ òîé ëèøü ðàçíèöåé, ÷òî â ïåð-
âîì ðàñòâîðå ãåëü âûäåðæèâàëè ïðè 65 °Ñ. Î÷èùåííûé àìïëèôèöèðî-
âàííûé ôðàãìåíò êëîíèðîâàëè â Ò-âåêòîðå pAL («Åâðîãåí», ã. Ìîñêâà). 
Ëèãèðîâàíèå è òðàíñôîðìàöèþ ïðîâîäèëè ïî ñòàíäàðòíûì ìåòîäèêàì. 
Äëÿ ðåñòðèêöèîííîãî àíàëèçà êëîíèðîâàííûå ôðàãìåíòû ðåàìïëèôè-
öèðîâàëè, êàê îïèñàíî âûøå. Ê àëèêâîòå ÏÖÐ-áóôåðà, ñîäåðæàùåé 300-
500 íã íåî÷èùåííîãî ïðîäóêòà, äîáàâëÿëè ýêâèâàëåíòíûé îáúåì 1½ áóôå-
ðà Tango («Fermentas», Ëèòâà) è 2-3 åä. ýíäîíóêëåàçû MspI («Fermentas», 
Ëèòâà). Ïðîäóêòû ðåñòðèêöèè ðàçäåëÿëè ýëåêòðîôîðåòè÷åñêè â 3 % àãà-
ðîçíîì ãåëå. Ðåñòðèêöèîííûé àíàëèç ïðîâîäèëñÿ äëÿ 40 êëîíîâ êàæäîé èç 
èññëåäîâàííûõ ïðîá.  

Ïîñëå àíàëèçà âûÿâèëè ãðóïïó êëîíîâ ñ îäèíàêîâûìè ðåñòðèêöè-
îííûìè ïðîôèëÿìè (ðèñ. 2). 

Íà çàêëþ÷èòåëüíîì ýòàïå âûïîëíÿëè ñåêâåíèðîâàíèå è îïðåäåëå-
íèå òàêñîíîìè÷åñêîãî ïîëîæåíèÿ êëîíèðîâàííûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé 
ITS-ó÷àñòêà. Òðè êëîíà, ïðåäñòàâëÿþùèå îñíîâíîé ðåñòðèêöèîííûé òèï, 
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ïîäâåðãëè öèêëè÷åñêî-
ìó ñåêâåíèðîâàíèþ ïî 
Ñýíãåðó ñ ïîìîùüþ êà-
ïèëëÿðíîãî àâòîìàòè÷å-
ñêîãî ñåêâåíàòîðà Beck-
man Coulter CEQ8000 è 
íàáîðà DTCS Quick Start 
kit («Beckman Coulter, 
Inc.», ÑØÀ) â ñîîòâåò-
ñòâèè ñ ðåêîìåíäàöèÿìè 
èçãîòîâèòåëÿ. Ñåêâåíè-
ðîâàíèå ïðîâîäèëè ñ èñ-
ïîëüçîâàíèåì ðåàìïëè-
ôèöèðîâàííûõ ôðàãìåí-
òîâ, âûäåëåííûõ èç ãåëÿ, 
è ñòàíäàðòíûõ ïðàéìå-
ðîâ äëÿ ñåêâåíèðîâàíèÿ 
M13. Òàêñîíîìè÷åñêóþ 

ïðèíàäëåæíîñòü êëîíîâ îïðåäåëÿëè ñ ïðèìåíåíèåì ïðîãðàììû BLASTn 
(8), äîñòóïíîé íà ñåðâåðå NCBI (National Center for Biotechnology Infor-
mation, ÑØÀ). 

Ïðè êîëè÷åñòâåííîé îöåíêå ñîäåðæàíèÿ îáùåé ãðèáíîé ÄÍÊ ìåòî-
äîì ÏÖÐ ñ äåòåêöèåé â ðåàëüíîì âðåìåíè è ïåðåñ÷åòå íà ÷èñëî äðîææåâûõ 
êëåòîê íà 1 ã ñóáñòðàòà â îáðàçöàõ áûëî âûÿâëåíî áîëåå 108 ãðèáíûõ êëåòîê 
íà 1 ã ñóáñòðàòà. Àíàëèç âèäîâîãî ñîñòàâà ãðèáîâ â îäíîì èç îáðàçöîâ ïî-
ðàæåííîé äðåâåñèíû ñ èñïîëüçîâàíèåì àìïëèôèêàöèè îáùåé ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòè ITS, êëîíèðîâàíèÿ è ñåêâåíèðîâàíèÿ ïîêàçàë, ÷òî áîëåå 75 % 
âñåé ïîïóëÿöèè ñîñòàâëÿåò âèä Aureobasidium pullulans. Ýòî î÷åíü ðàñïðî-
ñòðàíåííûé, ïîðàæàþùèé ïîâåðõíîñòè äåðåâÿííûõ ñòðîåíèé àñêîìèöåò, 
âûçûâàþùèé òàêîé æå òèï ïîðàæåíèé, êàê íà îáñëåäîâàííîì îáúåêòå 
(http://www.fungaldecay.com/decay_mildew.htm). Îòäåëüíîãî âíèìàíèÿ çàñëó-
æèâàåò òîò ôàêò, ÷òî, ñîãëàñíî îïóáëèêîâàííûì íà óêàçàííîì èíòåðíåò-
ðåñóðñå äàííûì, ýòîò ãðèá ñïîñîáåí ðàñòè äàæå íà âèíèëîâîì ñàéäèíãå, èñ-
ïîëüçóÿ ïèòàòåëüíûå âåùåñòâà, íàêàïëèâàþùèåñÿ íà ïîâåðõíîñòÿõ. Òàêèì 
îáðàçîì, â ðàáîòå áûëà ïîëíîñòüþ ðåøåíà ïîñòàâëåííàÿ çàäà÷à — âûÿâëåí 
îñíîâíîé àãåíò ìèêîëîãè÷åñêîãî ïîðàæåíèÿ è îöåíåíî åãî êîëè÷åñòâî. 

Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî îïèñàííûé ìåòîä, äîñòóïíûé ôàêòè÷åñêè 
ëþáîé ìîëåêóëÿðíî-áèîëîãè÷åñêîé ëàáîðàòîðèè, íå òðåáóåò ìíîãî âðåìå-
íè äëÿ èäåíòèôèêàöèè ãðèáíûõ àãåíòîâ. Òàê, ñóììàðíûå çàòðàòû ñîñòàâè-
ëè îêîëî 1,5 òûñ. ðóá. è 2 ÷åëîâåêî-äíÿ (âñåãî àíàëèç ïðîäîëæàëñÿ 4 ðàáî-
÷èõ äíÿ). Ïî ñðàâíåíèþ ñ ìåòîäèêàìè, îñíîâàííûìè íà êóëüòèâèðîâàíèè, 
îïèñàííûé ïðèåì, íåñîìíåííî, ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé èñêëþ÷èòåëüíî áûñò-
ðûé, òî÷íûé, à ãëàâíîå, óíèâåðñàëüíûé ïðîòîêîë äëÿ ìèêðîáèîëîãè÷åñêî-
ãî àíàëèçà îáðàçöîâ ðàçëè÷íîãî ïðîèñõîæäåíèÿ, ïðè÷åì ýòî êàñàåòñÿ íå 
òîëüêî ãðèáîâ. Âî Âñåðîññèéñêîì ÍÈÈ ñåëüñêîõîçÿéñòâåííîé ìèêðîáèî-
ëîãèè ñ èñïîëüçîâàíèåì àíàëîãè÷íûõ ïîäõîäîâ ïðîâîäÿò àíàëèçû áàêòå-
ðèàëüíûõ è àðõåéíûõ ñîîáùåñòâ, íàñåëÿþùèõ ðàçëè÷íûå îáúåêòû îêðó-
æàþùåé ñðåäû. Ìû ïîëàãàåì, ÷òî ýòè ìåòîäû ñ óñïåõîì ìîãóò áûòü èñ-
ïîëüçîâàíû è â ïðàêòèêå ñåëüñêîãî õîçÿéñòâà. 

Èòàê, â íàñòîÿùåé ïóáëèêàöèè íà ïðèìåðå èññëåäîâàíèÿ îáðàçöà 
äðåâåñèíû ïðåäëîæåí áûñòðûé è óíèâåðñàëüíûé ïðîòîêîë, äîñòóïíûé 
áîëüøèíñòâó ñîâðåìåííûõ îòå÷åñòâåííûõ ëàáîðàòîðèé, êîòîðûé îáåñïå÷è-
âàåò êîëè÷åñòâåííûé è äåòàëüíûé òàêñîíîìè÷åñêèé àíàëèç ïîïóëÿöèè ãðè-

Ðèñ. 2. Ðåñòðèêöèîííûé àíàëèç áèáëèîòåêè êëîíîâ ITS-ó÷àñòêà 
ãðèáíîé ÄÍÊ, âûäåëåííîé èç îáðàçöà ýêñïëóàòèðóåìîé äåðå-
âÿííîé êîíñòðóêöèè, ïðåäñòàâëåííîãî äëÿ èññëåäîâàíèÿ. Íà 
ïåðâîé äîðîæêå ñëåâà — ìàðêåð ìîëåêóëÿðíîé ìàññû («Ñè-
áýíçèì», Ðîññèÿ); çâåçäî÷êàìè îòìå÷åíû äîìèíàíòíûå ðåñò-
ðèêöèîííûå òèïû, õàðàêòåðèçóþùèåñÿ îäèíàêîâûì íàáîðîì 
ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ. 
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áîâ, çàñåëÿþùèõ òåñòèðóåìûé îáðàçåö. Ìåòîä õàðàêòåðèçóåòñÿ âûñîêîé ñêî-
ðîñòüþ îïðåäåëåíèÿ (3-4 ñóò) è äîâîëüíî íèçêèìè çàòðàòàìè (1-2 òûñ. ðóá. 
íà îáðàçåö). Åãî îñíîâíîå äîñòèæåíèå çàêëþ÷àåòñÿ â âîçìîæíîñòè âûÿâ-
ëÿòü ðàçíîîáðàçèå ìèêðîáíûõ ñîîáùåñòâ, êîòîðîå äî ïîñëåäíåãî âðåìåíè, 
ïî âñåé âèäèìîñòè, íåäîîöåíèâàëîñü. 
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A b s t  r a c t  

A conventional analysis of fungal decay of wood is based on cultivation dependent 
ap-proaches and can take up to several months. Here we demonstrate a possibility of molecular 
methods use for taxonomical and quantitative analyses of fungal wood decay. Using the 
sequencing of ITS li-braries and real-time PCR we showed that 75 % of fungal population of the 
wood sample analysed is represented by Aureobasidium pullulans specie. The approach applied has 
great advantages over tradi-tional cultivation dependent approaches because of its versatility, 
availability and cultivation inde-pendency. The method is characterized by its high speed (3-4 days) 
and low cost (1000-2000 rub. per sample). Our protocol’s main achievement is the ability to identify 
real diversity of fungal population. The method can be transferred in routine agricultural practice for 
fungal pathogen detection. 

Keywords: fungal decay of wood, ITS, Real-time PCR, Aureobasidium pullulans. 
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