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Проблема поражения картофеля заболеваниями, вызванными грибами и грибоподобны-
ми организмами, актуальна для всех регионов мира, где возделывается эта культура, поскольку 
именно они наносят растениям самый значительный ущерб (A. Bernreiter, 2017). Традиционные 
подходы для идентификации патогенов картофеля нацелены на детекцию конкретного патогена и 
не учитывают ни другие (часто неизвестные) патогены, ни полезную микробиоту филлосферного 
сообщества, нарушения которой также могут стать одной из причин заболеваний. В нашей рабо-
те впервые исследована патогенная и непатогенная грибная и грибоподобная микрофлора с при-
менением метагеномного подхода. Впервые показано, что реальная картина имеет комплексный и 
не вполне однозначный характер (например, основной патоген может быть минорным компонен-
том всего сообщества). Таксономический анализ сообществ, полученных по обоим вариантам 
праймеров, выявил в образце с поражением типа альтернариоз патогенный гриб рода Alternaria. 
Использование праймеров для амплификации региона ITS1 позволило обнаружить наличие оо-
мицета Phytophthora и диагностировать присутствие фитофторы при обоих типах поражения. 
Целью нашей работы была максимально полная идентификация видового состава грибов и гри-
боподобных организмов, участвующих в фитопатогенезе листьев картофеля, с применением вы-
сокопроизводительного секвенирования и двух вариантов универсальных праймеров. Для анализа 
сообществ из образцов листьев картофеля сорта Никулинский, пораженных заболеваниями аль-
тернариозного и фитофторозного типов, выделили ДНК, которую в дальнейшем использовали 
для создания ампликонных библиотек фрагментов ITS1 и ITS2 и высокопроизводительного секве-
нирования на приборе Illumina MiSeq («Illumina, Inc.», США). В процессе биоинформатической 
обработки данных при помощи программного обеспечения Illumina и программного пакета 
PIPITS (H.S. Gweon с соавт., 2015), получили 187 ОТЕ (операционные таксономические едини-
цы) и 113 филотипов для библиотеки ITS1, 249 ОТЕ и 127 филотипов для ITS2. Последующее 
аннотирование ОТЕ и таксономический анализ сообществ проводились в программе QIIME (J.G. 
Caporaso с соавт., 2010), коэффициенты разнообразия внутри сообщества рассчитывались при 
помощи программного пакета PAST (Ø. Hammer с соавт., 2001). Сравнительная характеристика 
сообществ грибов и грибоподобных организмов, полученных для обоих видов поражения с ис-
пользованием различных универсальных праймеров для ITS1 и ITS2, показала, что из выбран-
ных праймеров только первая пара подходит для детекции фитофторы и дает более выравненную 
картину сообщества. Инструментов автоматического аннотирования результатов секвенирования 
оказалось недостаточно для объективной идентификации альтернарии в образцах, в связи с чем мы 
использовали методы ручного поиска по последовательностям в программе BLASTn (S.F. Altschul с 
соавт., 1990). Поскольку пара праймеров для ITS2 не учитывала присутствие фитофторы в об-
разцах, дальнейший сравнительный анализ сообществ, характерных для двух типов поражения, 
проводился с использованием данных только по библиотеке ITS1. Результаты таксономического 
анализа показали, что на пораженных участках при обоих типах патогенеза формировалось до-
вольно богатое сообщество грибов и грибоподобных организмов, причем в случае с поражением по 
типу фитофтороза доля соответствующего патогена в сообществе составляет около 30 %, а в 
варианте с альтернариозом — всего 2,07 %, тогда как значительная часть (около 15 %) прихо-
дится на фитофтору, что не исключает так называемого вторичного поражения. Таким образом, в 
сообществах, сформировавшихся на участках, пораженных заболеванием, доля патогенов со-
ставляет не более 30 %, что свидетельствует о выраженной динамике таксономического состава 
в зоне поражения. Очевидно, что методы высокопроизводительного секвенирования имеют весь-
ма высокий потенциал в фундаментальных и прикладных исследованиях заболеваний растений, 
имеющих микробиологическую природу.  
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Картофель — важная сельскохозяйственная культура, активно воз-
делываемая во многих регионах мира, поэтому проблема потери ее урожая 
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вследствие поражения различными заболеваниями актуальна как в Рос-
сии, так и за рубежом. Болезни растений могут быть вызваны бактериями, 
вирусами, грибами и грибоподобными организмами. Наиболее тяжелым 
течением характеризуются микозы и поражения, возбудителями которых 
становятся представители грибоподобной микрофлоры, в частности ооми-
цеты (1). Вызываемые ими патологии выражаются в появлении гнилей, 
пятнистостей, налетов, заплесневении плодов и семян (2).  

Лист растения — это экологическая ниша, заселенная сообществом 
микроорганизмов, в том числе грибами и грибоподобными организмами 
филлопланы, эндофитами и фитопатогенами. Нарушение равновесия в та-
ком сообществе в результате изменения погодных условий, добавления в 
почву химических веществ или по другим причинам может привести к до-
минированию патогена и развитию заболевания (3, 4). К полезным обитате-
лям филлосферы, которые повышают устойчивость к вредоносными пред-
ставителям микрофлоры, относят диазотрофов, антагонистов и бактерий, 
обеспечивающих рост растения (3). Патогенные организмы, населяющие 
филлоплану, представляют потенциальную угрозу для хозяина и могут от-
носиться как к биотрофам, так и к некротрофам (3, 4). Сапрофитные орга-
низмы, поражающие ослабленные растения, например грибы рода Fusarium, 
могут развиваться как вторичная инфекция, маскируя первичный патоген. 

Одно из наиболее опасных заболеваний картофеля в регионах с 
влажным и умеренным климатом — фитофтороз, вызываемый оомицетом 
Phytophthora infestans (Mont.) de Bary (5). Этот патоген поражает листовую 
поверхность, снижая ассимиляционную активность растения в период фор-
мирования клубней, и провоцирует их дальнейшее загнивание в процессе 
хранения (6). В конце 1840-х годов в Европе, особенно в Ирландии, рас-
пространение фитофтороза привело к потере урожая картофеля, что вызва-
ло «Великий ирландский голод» (Great Irish famine, Irish potato famine) (7). 
В России и Европе, ущерб от поражения фитофторой (в зависимости от 
почвенно-климатических условий конкретного региона) может составлять 
от 10-12 до 50 % всего урожая картофеля (8, 9). Несовершенные грибы рода 
Alternaria вызывают альтернариоз картофеля, который представляет серь-
езную угрозу для регионов с более засушливым климатом, характеризую-
щимся наличием кратковременных осадков и обильных ночных рос (4, 5). 
Альтернария также поражает поверхность листьев, снижая ассимиляцион-
ную деятельность растения и приводя к потерям урожая до 40 %. Кроме 
того, в картофеле снижается содержание крахмала, что повышает долю 
нетоварных клубней (5, 6, 10), а также происходит накопление микоток-
синов и аллергенов (2). 

Сапрофитные грибы рода Fusarium вызывают фузариозное увядание 
картофеля. А.Н. Смирнов с соавт. (11) показали, что патогенный миколо-
гический комплекс Fusarium—Alternaria становится одной из причин поле-
гания картофеля в различных регионах России и может возникать как 
первичное и вторичное поражение после ризоктониоза, фитофтороза или 
бактериоза. Если ранее фузариоз и альтернариоз были более распростра-
нены в южных регионах, то сейчас эти заболевания стали характерны и 
для европейской части страны (4, 5, 11).  

Альтернариоз и фитофтороз распространены во всех картофелевод-
ческих регионах, проблемой борьбы с ними занимаются ученые в России  
и за рубежом. В частности, известны исследования филлопланы (3, 12), 
эндофитных (13, 14) и почвенных грибных сообществ (15, 16), а также 
непосредственно участков растений, пораженных микозами (17, 18); в ре-
зультате были обнаружены возбудители фитофтороза, альтернариоза и 
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других микологических заболеваний. Активно изучается воздействие на 
патогены различных агротехнических методов (15) и фунгицидов (8, 10, 
19), которые могут использоваться в комбинации с другими средствами 
борьбы (20), например совместно с культуральной жидкостью бактерии 
Klebsiella planticola (21). Изучена устойчивости ряда сортов картофеля к 
возбудителям альтернариоза и фитофтороза (9, 22). 

Для эффективной борьбы с патогенами важно правильно их иден-
тифицировать (23). Известно, что возбудители альтернариоза — комплекс 
альтернариевых грибов, среди которых выделяют мелкоспоровые и круп-
носпоровые формы (10), различающиеся по экологическим свойствам, 
специфичности в отношении растения-хозяина, патогенности, токсико-
генности, чувствительности к фунгицидам и географическому распростра-
нению (2, 4). Традиционно для видовой идентификации используют цито-
логические методы, микроскопию и выделение чистых культур (1, 24), 
определение по специфической симптоматике на больном растении (1, 25), 
метод влажных камер для стимулирования образования инфекционных 
структур, проверку патогенности на восприимчивом растении. Также при-
меняют спектроскопию (25-27), масс-спектрометрию (1), диагностику с по-
мощью биосенсоров (25), молекулярно-биологические методы, основанные 
на ПЦР (28-30), клонирование с последующим секвенированием по Сэнге-
ру с универсальными праймерами (17, 31), иммуноферментный анализ (32).  

Однако, как отмечалось выше, важен анализ сообщества в целом, в 
том числе детекция нарушения равновесия в сообществах филлопланы. Эта 
задача выходит за рамки традиционных методов, ориентированных на иден-
тификацию конкретного патогена и не учитывающих наличие других пато-
генных организмов и состояние нормальной непатогенной микрофлоры, 
функция которой в защите растения зачастую недооценивается. Высоко-
производительное секвенирование (3, 16, 33) дает возможность оценить не 
только известные и неизвестные патогены, для которых на сегодняшний 
день вообще не созданы диагностикумы, но и нормальную флору. Среди 
праймеров, разработанных для создания грибных ампликонных библиотек 
(23, 33, 34), мы выбрали две пары универсальных праймеров для регионов 
ITS1 и ITS2 (35, 36), позволяющих проводить таксономическую иденти-
фикацию большинства групп грибов и грибоподобных организмов до рода 
и даже вида (16, 37, 38).  

В настоящей работе на растениях картофеля, пораженных заболе-
ваниями типа альтернариоза и фитофтороза, впервые была исследована 
патогенная и непатогенная грибная и грибоподобная микрофлора с при-
менением метагеномного подхода. Проведена оценка наличия или отсут-
ствия основного патогена, а также таксономической структуры всего со-
общества в зоне поражения. Впервые показано, что реальная картина име-
ет комплексный и не вполне однозначный характер (например, основной 
патоген может быть минорным компонентом всего сообщества). Таксоно-
мический анализ сообществ, полученных по обоим вариантам праймеров, 
выявил в образце с поражением типа альтернариоз патогенный гриб рода 
Alternaria. Использование праймеров для региона ITS1 позволило обнару-
жить оомицет Phytophthora и диагностировать присутствие фитофторы при 
обоих типах поражения.  

Целью нашего исследования была максимально полная идентифи-
кация видового состава грибов и грибоподобных организмов, участвующих 
в фитопатогенезе листьев картофеля, с применением высокопроизводи-
тельного секвенирования и двух вариантов универсальных праймеров.  

Методика. Образцы листьев картофеля (Solanum tuberosum L.) сор-
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та Никулинский с видимым поражением фитопатогенами были собраны 
на опытном поле Всероссийского института генетических ресурсов рас-
тений им. Н.И. Вавилова (г. Санкт-Петербург—Пушкин, 5942´37,78С; 
3025´41,26В) в 2017 году. Два типа поражения идентифицировали по мор-
фологическим признакам.  

ДНК выделяли непосредственно из пораженного участка листа с ис-
пользованием набора реактивов AxyPrep Multisource Genomic DNA Miniprep 
Kit («Axygen», США) согласно инструкции производителя.  

В каждом образце определяли таксономический состав сообщества 
грибов и грибоподобных организмов на основании анализа ампликонных 
библиотек межгенных транскрибирующихся спейсеров рибосомальных 
оперонов (ITS1 и ITS2). Целевой фрагмент амплифицировали методом 
ПЦР (T100 Thermal Cycler, «BIO-RAD Laboratories, Inc.», США) с исполь-
зованием пар праймеров: для участка ITS1 — ITS1_30F-GTCCCTGCCC-
TTTGTACACA/ITS1_217R-TTTCGCTGCGTTCTTCATCG (35), для ITS2 — 
ITS3-GCATCGATGAAGAACGCAGC/ITS4-TCCTCCGCTTATTGATATGC 
(36) с последующим добавлением служебных последовательностей по про-
токолу «Illumina, Inc.» (США), содержащих линкеры и баркоды. ПЦР про-
водили с использованием полимеразы Phusion Hot Start II High-Fidelity 
polymerase («Thermo Fisher Scientific», США) по протоколу производителя. 

ПЦР-продукты очищали по методике, рекомендованной «Illumina, 
Inc.», с использованием AM Pure XP («Beckman Coulter», США). Дальней-
шую подготовку библиотек осуществляли в соответствии с инструкцией 
производителя («MiSeq Reagent Kit Preparation Guide», США). Библиоте-
ки секвенировали на приборе Illumina MiSeq c использованием набора 
реактивов MiSeq® Reagent Kit v3 (600 cycle) с двусторонним чтением 
(2½300 н.) («Illumina, Inc.», США). 

Выявленные последовательности обрабатывали с помощью про-
граммного обеспечения Illumina («Illumina, Inc.»), пакета QIIME (39) и 
программного пакета PIPITS (40).  

На основе полученных данных выполняли таксономический анализ 
всех образцов и сравнивали варианты с праймерами ITS1 и ITS2. При 
этом оценивали представленность различных таксонов, а также богатство 
сообществ. Определяли показатель, отражающий число таксонов (richness — 
ожидаемое число филотипов), коэффициенты Симпсона (eveness — вы-
равненность распределения по филотипам) и Шеннона, рассчитанные при 
помощи программы PAST (41). 

Результаты. Поверхностные поражения листьев картофеля на ос-
новании морфологических признаков были отнесены к заболеваниям аль-
тернариозного и фитофторозного типов (рис. 1). 

Для видовой идентификации возбудителей, находящихся в зоне 
поражения, методом высокопроизводительного секвенирования мы исполь-
зовали хорошо известные праймеры для региона ITS2 (36), а в качестве 
дополнительных — праймеры для ITS1 (35), проявляющие широкую спе-
цифичность (рис. 2). Оба типа поражений оценивали по составу и разно-
образию грибного и грибоподобного сообщества, полученного при анали-
зе данных по каждому из регионов. 

Число прочтений (последовательностей) для образцов, полученных 
с парой праймеров для ITS1, в вариантах с альтернариозом и фитофторо-
зом составило соответственно 55000 и 54000, c ITS2 — 36000 и 21000. 
Процессинг библиотек ITS1 и ITS2 проводился раздельно, поскольку вы-
деление OTE (операционные таксономические единицы) может выпол-
няться только для библиотек гомологов. При биоинформатической обра-
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ботке результатов для ITS1 получили 187 ОТЕ и 113 филотипов, для ITS2 — 
249 ОТЕ и 127 филотипов.  

 После автоматического 
аннотирования ОТЕ (банк дан-
ных UNITE, https://unite.ut.ee/,  
программный пакет PIPITS) до-
вольно большая группа ОТЕ по-
лучила таксономический диа-
гноз только на уровне царства. 
При этом в библиотеках для обо-
их вариантов праймеров не об-
наружили значимого количества 
гриба Alternaria (ITS1 — 0,01 и 
0,08 %, ITS2 — 0,07 и 0,04 % 
соответственно для вариантов с 
альтернариозом и фитофторо-
зом), кроме того, в библиотеке 
ITS2 не детектировалась фито-
фтора. По этой причине неанно-
тированные ОТЕ проверили вруч-
ную на таксономическую при-
надлежность при помощи про-
граммы BLASTn (42). Проблема 

вынесения неверного таксономического диагноза ОТЕ упоминается в рабо-
те B. Halwachs с соавт. (43), которые также рекомендуют ручную коррекцию 
данных при помощи программ на основе алгоритма BLAST для уточнения 
результатов автоматической аннотации. Среди причин, по которым нужные 
ОТЕ оказываются неаннотированными, могут быть недостаточное число 
референсных последовательностей в базах данных или неодинаковое так-
сономическое разрешение ITS для различных групп грибов на уровне рода 
и вида (37). 

 Сообщества грибов 
и грибоподобных организ-
мов в целом оценивали по 
автоматическому таксоно-
мическому диагнозу. При 
сравнении результатов, по-
лученных по двум регио-
нам, были обнаружены раз-
личия в таксономическом 
составе как между сообще-
ствами, характерными для 

двух типов поражений, так и между библиотеками, полученными с исполь-
зованием праймеров на ITS1 и ITS2 (табл. 1). Для дальнейшего сравнения 
выбрали только те таксоны, доля которых хотя бы в одной из библиотек 
составляла более 1 % (см. табл. 1). 

Уже на уровне крупных таксонов были заметны различия в специ-
фичности выбранных нами праймеров (рис. 3). Так, широко специфичные 
праймеры на ITS1 захватывали представителей филы Oomycota, к которой 
относится фитофтора, но при этом значительное количество прочтений при-
ходилось на растительные организмы. Это хорошо согласуется со специфи-
кой праймеров для ITS1, описанной L. Xu (16). В свою очередь, выбранные 

Рис. 1. Листья картофеля (Solanum tuberosum L.) 
сорта Никулинский со следами поражения фитофто-
розного (А) и альтернариозного (Б) типов (опытные 
поля Всероссийского института генетических ре-
сурсов растений им. Н.И. Вавилова, г. Санкт-Петер-
бург—Пушкин, 5942´37,78С; 3025´41,26В, 2017 
год) (микроскоп Stemi 508 и камера для световой 
микроскопии AxioCam ERc 5s, «ZEISS», Германия). 

 
Рис. 2. Локализация праймеров для регионов ITS1 и ITS2 
(35, 36), которые использовались при получении ампли-
конных библиотек для последующего описания сообществ, 
выделенных с пораженных участков листьев картофеля 
(Solanum tuberosum L.) сорта Никулинский: SSU — small 
subunit, LSU — large subunit (участки рДНК, кодирую-
щие соответственно малую и большую рибосомальные 
субъединицы). 
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нами праймеры для ITS2 захватывали только представителей царства гри-
бов, не выявляя растительных гомологов. Однако они демонстрировали бо-
лее узкую специфичность по сравнению с парой для ITS1, результатом чего 
стало отсутствие оомицетов в библиотеках, что делает эту пару праймеров 
не подходящей для идентификации фитофторы в пораженных образцах.  

1. Таксономический диагноз основных операционных таксономических единиц 
(ОТЕ) грибов и грибоподобных организмов, выделенных из листьев карто-
феля (Solanum tuberosum L.) сорта Никулинский со следами поражения фи-
тофторозного и альтернариозного типов (опытные поля Всероссийского ин-
ститута генетических ресурсов растений им. Н.И. Вавилова, г. Санкт-Пе-
тербург—Пушкин, 5942´37,78С; 3025´41,26В, 2017 год) 

Таксономический диагноз ОТЕ 
Доля ОТЕ в сообществе, % 

Altern_Its1 Phyth_Its1 Altern_Its2 Phyth_Its2 
k__Fungi; Other; Other; Other; Other; Other 29,45 32,85 7,15 1,08 
k__Fungi; p__Ascomycota; c__Dothideomycetes; 
o__Capnodiales; f__Cladosporiaceae; g__Cladosporium 0,03 0,79 0,69 2,48 
k__Fungi; p__Ascomycota; c__Dothideomycetes; 
o__Capnodiales; Other; Other 0,02 0,00 63,38 71,10 
k__Fungi; p__Ascomycota; c__Dothideomycetes; 
o__Pleosporales; f__Didymellaceae 1,02 0,77 6,03 21,57 
k__Fungi; p__Ascomycota; c__Dothideomycetes; 
o__Pleosporales; f__Phaeosphaeriaceae 1,59 0,23 2,29 0,13 
k__Fungi; p__Ascomycota; c__Dothideomycetes; 
o__Pleosporales; Other; Other 0,04 0,10 1,85 0,46 
k__Fungi; p__Ascomycota; c__Sordariomycetes; 
o__Hypocreales; f__unidentified; g__unidentified 0,00 3,23 0,00 0,00 
k__Fungi; p__Ascomycota; Other; Other; Other; Other 1,26 0,43 0,00 0,00 
k__Fungi; p__Basidiomycota; c__Microbotryomycetes; 
o__Sporidiobolales; f__Sporidiobolaceae; 
g__Sporobolomyces 0,82 2,64 0,00 0,00 
k__Fungi; p__Basidiomycota; c__Tremellomycetes; 
o__Cystofilobasidiales; f__Cystofilobasidiaceae; 
g__Cystofilobasidium 2,70 1,46 1,15 0,00 
k__Fungi; p__Basidiomycota; c__Tremellomycetes; 
o__Cystofilobasidiales; f__Mrakiaceae 0,00 0,00 6,35 0,11 
k__Fungi; p__Basidiomycota; c__Tremellomycetes; 
o__Cystofilobasidiales; f__Mrakiaceae; g__Itersonilia 18,40 8,86 0,00 0,00 
k__Fungi; p__Basidiomycota; c__Tremellomycetes; 
o__Cystofilobasidiales; f__Mrakiaceae; g__Udeniomyces 0,20 1,59 0,00 0,00 
k__Fungi; p__Basidiomycota; c__Tremellomycetes; 
o__Filobasidiales; f__Filobasidiaceae; g__Filobasidium 0,22 1,39 0,00 0,00 
k__Fungi; p__Basidiomycota; c__Tremellomycetes; 
o__Tremellales; f__Bulleraceae 0,03 0,00 3,44 0,79 
k__Fungi; p__Basidiomycota; c__Tremellomycetes; 
o__Tremellales; f__Bulleraceae; g__Bullera 4,41 2,01 0,00 0,00 
k__Fungi; p__Basidiomycota; c__Tremellomycetes; 
o__Tremellales; f__Bulleribasidiaceae 0,10 0,51 3,05 1,10 
k__Fungi; p__Basidiomycota; c__Tremellomycetes; 
o__Tremellales; f__Bulleribasidiaceae; g__Dioszegia 1,18 0,83 0,00 0,00 
k__Fungi; p__Basidiomycota; c__Tremellomycetes; Other; 
Other; Other 1,51 0,60 0,00 0,00 
k__Plantae; p__unidentified; c__unidentified; 
o__unidentified; f__unidentified; g__unidentified 16,68 8,00 0,00 0,00 
k__Stramenopila; p__Oomycota; c__Oomycetes; 
o__Peronosporales; f__Peronosporales_fam_Incertae_sedis; 
g__Phytophthora 15,47 29,85 0,00 0,00 
П р и м е ч а н и е. Данные получены при помощи метода выскопроизводительного секвенирования на 
платформе MiSeq («Illumina, Inc.», США) по результатам автоматического аннотирования по базе данных 
UNITE (https://unite.ut.ee/); k — царство, p — филум, с — класс, о — порядок, f — семейство, g — род. 
Altern и Phyt — соответственно образцы с поражениями альтернариозного и фитофторозного типов, Its1 и 
Its2 — праймеры, использованные для создания библиотеки. 

 

Для оценки доли патогенов в полученных сообществах результаты ав-
томатического аннотирования по базе UNITE и проверки последовательно-
стей в программе BLASTn (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) были сум-
мированы и сведены в общую таблицу (табл. 2). На ее основе оценивалась 
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эффективность выбранных праймеров для выявления искомых патогенов.  
 

 
Рис. 3. Таксономическая структура сообществ грибов и грибоподобных организмов, выделенных 
из листьев картофеля (Solanum tuberosum L.) сорта Никулинский со следами поражения фи-
тофторозного и альтернариозного типов, при использовании праймеров для регионов ITS1 и 
ITS2 (опытные поля Всероссийского института генетических ресурсов растений им. Н.И. Ва-
вилова, г. Санкт-Петербург—Пушкин, 5942´37,78С; 3025´41,26В, 2017 год).  

 

2. Доля патогенов в сообществах грибов и грибоподобных организмов, выде-
ленных из листьев картофеля (Solanum tuberosum L.) сорта Никулинский со 
следами поражения фитофторозного и альтернариозного типов, по данным 
высокопроизводительного секвенирования библиотек фрагментов ITS1 и ITS2 
(опытные поля Всероссийского института генетических ресурсов рас-
тений им. Н.И. Вавилова, г. Санкт-Петербург—Пушкин, 5942´37,78С; 
3025´41,26В, 2017 год) 

Сообщество Доля в сообществе, % 
по типу праймера по типу поражения Alternaria Phytophthora 

ITS1 Альтернариоз 2,07 15,47 
Фитофтороз 0,11 29,85 

ITS2 Альтернариоз 4,57 0 
Фитофтороз 0,006 0 

П р и м е ч а н и е. Результаты автоматического аннотирования по базе данных UNITE (https://unite.ut.ee/), 
скорректированного по данным дополнительного поиска в BLASTn (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). 

 

3. Индексы разнообразия сообществ грибов и грибоподобных организмов, выде-
ленных из листьев картофеля (Solanum tuberosum L.) сорта Никулинский со 
следами поражения фитофторозного и альтернариозного типов (опытные поля 
Всероссийского института генетических ресурсов растений им. Н.И. Вавило-
ва, г. Санкт-Петербург—Пушкин, 5942´37,78С; 3025´41,26В, 2017 год) 

Критерий Altern_Its1 Phyth_Its1 Altern_Its2 Phyth_Its2 
Число таксонов 19 18 10 9 
Коэффициент Симпсона 0,81 0,77 0,54 0,43 
Коэффициент Шеннона 1,90 1,87 1,31 0,84 
П р и м е ч а н и е. Altern и Phyt — соответственно образцы с поражениями альтернариозного и фитофто-
розного типов, Its1 и Its2 — праймеры, использованные для создания библиотеки. 

 

Стоит отметить, что в библиотеках ITS2 наблюдалась значительная 
неравномерность в представленности таксонов, например заметный пере-
вес в сторону представителей порядка Capnodiales (Ascomycota) (см. табл. 1), 
которые преобладали при обоих вариантах поражений, что приводило к 
существенному снижению параметра разнообразия полученного сообщества. 
Это ясно видно при сравнении значений коэффициента Симпсона, характе-
ризующего выравненность (eveness) распределения таксонов (табл. 3). Такие 
же соотношения выявлены и при анализе числа таксонов, или видового 
богатства (richness), а также коэффициента Шеннона. Интересно, что по 
данным других авторов (37), исследовавших одно и то же сообщество с ис-
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пользованием ITS1 и ITS2, библиотеки давали довольно сходные результаты 
при аннотировании полученных ОТЕ. Степень сходимости результатов была 
выше в отношении базидиомицетов и ниже в отношении аскомицетов, в 
частности для них в варианте с ITS1 выделялось большее количество кла-
стеров. Наши данные, напротив, показывают перенасыщенность библиотек 
ITS2 представителями филы Ascomycota за счет порядка Capnodiales.  

При сравнении сообществ на уровне семейств общими для обоих 
вариантов праймеров оказались представители Cladosporiaceae, Didymellaceae, 
Phaeosphaeriaceae, Cystofilobasidiaceae, Mrakiaceae, Bulleraceae,  Bulleribasidiaceae. 
Характерными только для варианта с ITS1 были представители Sporidio-
bolaceae, Filobasidiaceae и Peronosporales, к которым относится Phytophthora 
infestans (см. табл. 1).  

 Обе пары праймеров подошли для идентификации альтернарии, од-
нако по непонятным причинам система автоматической идентификации 
не атрибутировала грибы этого вида и отнесла их к группе неидентифици-
рованных организмов. Тем не менее с использованием ручной коррекции 
по данным BLASTn грибы рода Alternaria были выявлены, причем состав-
ляли заметную часть сообщества. 

Поскольку сопоставление библиотек ITS1 и ITS2, а точнее исполь-
зованных праймеров, продемонстрировало очевидное превосходство пер-
вых, в дальнейшем мы работали только с библиотекой ITS1.  

Данные таксономического анализа для образца с поражением аль-
тернариозного типа показали, что в сообществе преобладали неидентифи-
цированные представители царства Fungi (27,38 %). Довольно многочис-
ленными были представители родов Itersonilia (18,4 %) и Phytophthora 
(15,47 %). На долю растительных ITS приходилось 16,68 %. Встречались 
грибы родов Bullera (4,41 %), Cystofilobasidium (2,7 %), Alternaria (2,07 %) 
(см. табл. 3), неатрибутированные на уровне семейства представители по-
рядка Tremellomycetes (1,51 %) и аскомицеты (1,26 %), а также грибы рода 
Dioszegia (1,18 %). В незначительных количествах (менее 1 % в сообще-
стве) были обнаружены представители семейств Bulleraceae и Bulleribasidi-
aceae, родов Udeniomyces и Filobasidium (см. табл. 1). При фитофторозном 
типе поражения доминировали две группы организмов — неидентифициро-
ванные представители царства Fungi (32,85 %) и оомицеты рода Phytophthora 
(29,85 %). На представителей рода Itersonilia и растительные ITS в сообще-
стве приходилось соответственно 8,86  и 8,00 %. Далее по убыванию шли 
представители порядка Hypocreales (3,23 %), родов Sporobolomyces (2,64 %), 
Bullera (2,01 %), Udeniomyces (1,59 %), Cystofilobasidium (1,46 %) и Filo-
basidium (1,40 %). Также в сообществе обнаружили ряд малочисленных 
таксонов, доля которых не превышала 1 % (см. табл. 1). 

Данные по ITS1 показали наличие фитофторы в обоих образцах в 
количествах 15,47 и 29,85 % от численности сообщества соответственно 
для альтернариозного и фитофторозного типа поражения. Представители 
рода Alternaria были обнаружены в обоих вариантах: их доля составила 2,1 
и 0,1 % соответственно для альтернариоза и фитофтороза (см. табл. 3).  

Вне зависимости от варианта поражения существенное количество 
прочтений приходилось на неидентифицированные грибные организмы. В 
структуре сообщества, полученного для образца с альтернариозом, наблю-
далось присутствие двух субдоминантных таксонов — родов Itersonilia и 
Phytophthora. В варианте с фитофторозом род Phytophthora выступал в каче-
стве второго доминанта. Также в обоих сообществах присутствовали так-
соны, либо не обнаруженные в другом сообществе, либо обнаруженные в 
нем в незначительных количествах. Для альтернариозного типа поражения 



 

998 

это были неидентифицированные представители класса Tremellomycetes и 
грибы семейства Phaeosphaeriaceae; для фитофторозного — неидентифици-
рованные представители порядка Hypocreales и родов Sporobolomyces, Udenio-
myces и Filobasidium. 

В работах, посвященных патогенам в грибных сообществах фил-
лосферы и клубней картофеля, грибы рода Alternaria обнаруживаются на 
пораженных растениях в существенных количествах, однако стоит отме-
тить, что в основном авторы используют метод культивирования изолятов, 
выращенных на специальных питательных средах (12, 17, 18). Исследова-
ния эндофитной микобиоты здорового растения, основанные на этом под-
ходе, также подтверждают значительное присутствие грибов рода Alternaria 
(13). В то же время подобный анализ с применением высокопроизводи-
тельного секвенирования показывает малую долю патогена в сообществе 
(0,35 %) (14), а в филлосфере ослабленного растения, пораженного грибом 
Podosphaera, — более значительную (0,35-4,6 %). Эти данные демонстриру-
ют преимущества метагеномного подхода в исследованиях подобного рода.  

Таким образом, нами выявлены серьезные различия в таксономи-
ческой специфичности двух пар праймеров ITS1 и ITS2. Праймеры ITS1 
позволяют обнаружить не только больше таксонов грибов и грибоподоб-
ных организмов, но и продемонстрировать более высокие уровни вырав-
ненности (eveness) в распределении последовательностей по таксонам. Од-
нако за счет более широкой специфичности пары праймеров на ITS1 за-
хватывают растительные последовательности. Автоматический таксономи-
ческий диагноз по базам данных не всегда позволяет объективно оценить 
присутствие некоторых таксонов в сообществе. Это может сильно иска-
жать результаты анализа, особенно в случаях, когда нужно диагностиро-
вать определенный процесс или присутствие конкретного патогенного ор-
ганизма. По этой причине комбинирование нескольких инструментов для 
детектирования целевого организма может положительно повлиять на ре-
зультаты исследования. Сообщество изученных нами пораженных листьев 
картофеля сорта Никулинский оказалось весьма богато. Интересно, что в 
случае фитофтороза доля патогена не превышала 29,9 %, что свидетельству-
ет о динамике таксономического состава пораженных тканей. Вероятно, на 
первом этапе поражения в них почти исключительно присутствует главный 
патоген, а впоследствии они заселяются оппортунистической микрофлорой. 
Возможно, именно этим объясняется низкое число альтернарий в образце, 
соответствующем альтернариозу. Не исключено, что в описываемом слу-
чае присутствие фитофторы также может быть вторичным поражением.  

Итак, результаты таксономического анализа показали, что на по-
раженных участках при обоих типах патогенеза формировалось довольно 
богатое сообщество грибов и грибоподобных организмов, причем доля ос-
новного патогена в сообществе при поражении по типу фитофтороза со-
ставляет около 30 %, по типу альтернариоза — всего 2,07 %, тогда как зна-
чительная часть (около 15 %) приходится на фитофтору (возможно, вслед-
ствие вторичного поражения). Методы высокопроизводительного секвени-
рования, несомненно, весьма перспективны для идентификации раститель-
ных патогенов, однако требуют значительной методической работы как на 
этапе подбора праймеров, так и при анализе библиотек, когда может про-
изойти потеря некоторых важных таксонов. 
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A b s t r a c t  
 

The problem of potato diseases caused by fungi and fungi-like organisms is relevant for all 
regions of the world cultivating this crop, since it is mycoses that cause the most significant damage 
to plants (A. Bernreiter, 2017). The traditional approaches for identification of potato pathogens are 
aimed at identifying a specific pathogen and do not take into account neither other, often unknown 
pathogens, nor the other most important component — the beneficial microbiota of the phyllosphere 
community whose alterations can also become one of the causes of diseases. The novelty of this work 
lies in the fact that the high-throughput sequencing methods we used here is free of this disad-
vantages and makes it possible to identify virtually all plant microorganisms, including the phyllo-
sphere and endosphere. The purpose of this study was to use metagenomic approaches to analyze the 
total fungal and fungi-like community in potato leaves that have morphological markers of damage 
by pathogens of the genus Alternaria and Phytophthora which are the causative agents of early blight 
and late blight. For fungal and fungi-like communities analysis, DNA samples was extracted from 
leaves of potato (Solanum tuberosum L.) cultivar Nikulinsky, affected by “alternaria” and “phy-
tophthora” diseases types, which were later used to create amplicon libraries of ITS1 and ITS2 frag-
ments and high-throughput sequencing on the Illumina MiSeq platform (Illumina, Inc., USA). Dur-
ing the bioinformatic data processing with the Illumina software and the PIPITS software package 
(H.S. Gweon et al, 2015), 187 OTE, 113 phylotypes for the ITS1 library and 249 OTE, 127 phylo-
types for ITS2 were identified. Subsequent annotation of OTE and taxonomic analysis of the result-
ing communities were carried out with the QIIME program (J.G. Caporaso et al., 2010), the diversi-
ty coefficients within the community were calculated using the PAST software package (Ø. Hammer 
et al., 2001). Comparison of the fungal communities obtained for both types of lesion using different 
universal primers for the ITS1 regions (M. Usyk et al., 2017) and ITS2 (T.J. White et al., 1990) 
showed that only the first pair is suitable for the detection of phytophthora, and in general gives a 
more even community structure. The tools of automatic annotation turned out to be insufficient for 
objective identification of alternaria in samples, as a result we had to use the methods of manual 
search with the BLASTn program (S.F. Altschul et al., 1990). Since the primer pair ITS2 does not 
allow identification of Phytophthora in the samples, the further comparative analysis of the fungal com-
munities of the two types of lesion was carried out using data only from the ITS1 library. The data of 
taxonomic analysis showed that in the affected areas for both types of mycoses a rich fungal community 
is formed, and, in the case of “late blight”, the fraction of the pathogen is about 30 % in the communi-
ty, and in the variant with “early blight”, only 2.07 % with a significant part (about 15 %) accounted 
for by Phytophthora, which does not exclude the case of secondary lesion. Thus, it was shown that in 
the fungal and fungi-like communities formed in the areas affected by disease, the proportion of patho-
gens is no more than 30 %, which indicates a pronounced dynamics of the taxonomic composition of 
fungi in the affected area. It is obvious that high-throughput sequencing methods have a very high po-
tential in fundamental and applied research on plant diseases of a microbiological nature. 

 

Keywords: fungi, fungi-like organisms, pathogens, potato, Phytophthora infestans, Alternaria 
sp, high throughput sequencing. 


