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Аннотация. Проведен метагеномный анализ эндофитной микрофлоры корневых систем Vaccinium corymbosum 
L. и Vaccinium myrtillus L. Идентифицированы два доминирующих вида микромицетов, формирующих эрикоидную 
микоризу – Phialocephala fortinii C. J. K. Wang & H. E. Wilcox и Pezicula sp. Tul. & C. Tul. Созданы чистые культуры 
микоризных грибов, проведена комплексная морфологическая и генетическая оценка штаммов. На основании ре-
зультатов генетико-таксономического анализа подтверждено предположение о полифилетическом происхождении 
видов, относящихся к Phialocephala и Pezicula.
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Abstract. A metagenomic analysis of the endophytic microflora of Vaccinium corymbosum L. and Vaccinium myrtillus L.  
root systems was carried out. Two dominant species of micromycetes forming ericoid mycorrhiza were identified – Phia-
locephala fortinii C. J. K. Wang & H. E. Wilcox and Pezicula sp. Tul. & C. Tul. Pure cultures of mycorrhizal fungi were 
prepared, a comprehensive morphological and genetic assay of the strains was carried out. Based on the results of genetic-tax-
onomic analysis, the assumption of the polyphyletic origin of species belonging to Phialocephala and Pezicula is confirmed.
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Введение. Одним из актуальных направлений в биотехнологии растений является разработ-
ка инновационных подходов биотизации посадочного материала, включая создание полифунк-
циональных препаратов нового поколения – с прогнозируемой микробной структурой и физи-
ологической активностью, формирующих стабильный многокомпонентный экто- и эндосимбиоз  
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с корневыми системами на различных этапах онтогенеза. Перспективу для развития ряда со-
временных технологий растениеводства имеют ассоциации микроорганизмов с растениями, ис-
кусственно создаваемые in vitro и ex vitro. Речь идет об усовершенствовании методов микро-
клонального размножения как средства получения высококачественного посадочного материала 
культуры растений, сохранения редких видов растений, а также ягодных культур, представляю-
щих интерес как источника ценных биологически активных соединений. При этом используется 
инокуляция микроклонов на стадии ex vitro микоризными грибами. Однако технологии иноку-
ляции адаптантов симбионтами пока не получили широкого распространения по техническим 
причинам, одной из которых является видовая специфика микоризных грибов.

Отличительной особенностью всех представителей рода Vaccinium является строение их кор-
невой системы, а именно отсутствие корневых волосков, обычно выполняющих функции всасы-
вания питательных веществ и воды, недостаток которых в отсутствии микоризации при пере-
носе клонированных растений ex vitro и последующем их выращивании в условиях закрытого 
и открытого грунта значительно снижает адаптивные способности растений, замедляет рост  
и развитие. Особенно важным для решения этих задач в микробных технологиях являются под-
ходы и приемы, основанные на экологически безопасных методах биологического земледелия,  
в которых используется ассоциативная микрофлора с микоризными грибами.

Исходя из всего вышесказанного, целью данного исследования явилось проведение мета-
геномного анализа микофлоры корневых систем Vaccinium spp., определение доминирующих 
видов-микоризообразователей, введение их в чистую культуру, изучение основных морфоло-
го-культуральных и молекулярно-генетических особенностей.

Материалы и методы исследования. В качестве экспериментального материала были ис-
пользованы корневые окончания представителей рода Vaccinium: культурный вид – Vaccinium 
corymbosum L. (сорта Блюкроп и Патриот) и аборигенный вид – Vaccinium myrtillus L. Плантаци-
онные культуры голубики и естественные ценопопуляции черники произрастали в одних и тех 
же эколого-климатических условиях (Барановичский район, координаты 52°55ʹ с. ш.; 25°50ʹ в. д.).

Выделение в чистую культуру микоризных грибов проводили в несколько этапов, согласно 
протоколу, описанному в предыдущих публикациях авторов [1]. Первым этапом являлось меха-
ническое удаление с корней почвенных частиц [2]. На втором этапе производилась многостадий-
ная поверхностная стерилизация и отмывка корней с использованием растворов ПАВ, стериль-
ной дистиллированной воды, 3 %-ного раствора гипохлорита натрия (бытовой отбеливатель), 
70 %-ного раствора этилового спирта [1–3]. Третий этап включал в себя экспозицию фрагментов 
корней на твердых питательных средах [1; 3].

Культурально-морфологические параметры штаммов микромицетов описывали после 14 су-
ток инкубации в термостате в темноте при +24 °С, на агаровой среде картофеля с декстрозой  
(40 г/л) и агаровой 2 %-ной кукурузной среде (20 г/л) в чашках Петри с внутренним диаметром 
90 мм [4–8].

Молекулярно-генетическая диагностика микромицетов была основана на использовании ви-
доспецифичных особенностей нуклеотидной структуры внутренних транскрибируемых спейсе-
ров (ITS1 и ITS2) рДНК грибных организмов. При этом для описания сообществ микромицетов 
были использованы метагеномные подходы, основанные на анализе межвидового полиморфиз-
ма длин локусов ITS1 и ITS2 [9]. Идентификация чистых культур или моновидового биологиче-
ского материала микромицетов осуществлялась посредством секвенирования диагностических 
локусов и анализа полученных данных в международной базе данных GeneBank NCBI [10].

Результаты и их обсуждение. Проведенное молекулярно-генетическое изучение микробио-
мов корневых окончаний позволило идентифицировать широкий спектр видов грибов, относя-
щихся к родам Botryosphaeria, Chaetomium, Cylindrocarpon, Gaeumannomyces, Lachnum, Lepto-
sphaeria, Neonectria, Oidiodendron, Pezicula, Phialocephala, Phomopsis, Trichoderma, Umbelopsis. 
В большинстве случаев электрофоретические спектры ПЦР-продуктов каждого из проанализиро-
ванных образцов корневых окончаний были представлены генетическим материалом 4–6 основ-
ных (с долевым участием в сообществе (Pi) более 5 %) видов микромицетов (рис. 1). Количе-
ство ПЦР-детектируемых сопутствующих (Pi < 5 %) или находящихся в следовом количестве 
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(Pi < 0,1 %) видов для разных образцов варьировало в существенной степени – 3–22. В качестве 
объектов дальнейших исследований из генетически идентифицированных видов грибов были 
отобраны два микромицета – Phialocephala fortinii C. J. K. Wang & H. E. Wilcox и Pezicula sp.  
Tul. & C. Tul. Ампликоны рДНК первого вида (291 н. о., сочетание праймеров ITS1F/ITS4) доми-
нировали в электрофоретических спектрах образцов V. corymbosum, второго (284 н. о., сочетание 
праймеров ITS1F/ITS4) – V. myrtillus.

Последующее выделение микробиоты из корневых окончаний голубики и черники позво-
лило создать чистые культуры для 28 видов, в которых также были верифицированы и акцен-
туализированы при проведении метагеномных исследований микромицеты Ph. fortinii (штамм 
74(3)) и Pezicula sp. (штамм 76). Указанные штаммы были депонированы в Белорусской коллек-
ции непатогенных микроорганизмов ГНУ «Институт микробиологии НАН Беларуси» (Phialo-
cephala fortinii БИМ F-773, Pezicula sp. БИМ F-772), нуклеотидные последовательности локусов 
рДНК штаммов зарегистрированы в международной базе генетических данных GenBank NCBI 
(MK356722.1, MK356723.1). 

Морфолого-культуральные характеристики штамма 74(3) Ph. fortinii были следующие: ми-
целий бархатистый, черновато-серый, по краю с оливковым оттенком (рис. 2); край широкий, 
бахромчатый; реверзум черный; мицелий при старении в области инокуляции приподнятый;  
экссудат не образуется; через 2 недели мицелий на картофельно-глюкозном агаре (КГА) дости-
гает 38 мм в диаметре, кукурузном агаре (КА) - 30 мм. Гифы с простыми септами, оливково-бурые, 
в воздушном мицелии диаметром 3-4 мкм, в субстрате до 10 мкм диаметром, слегка шерохова-
тые, с многочисленными каплями внутри; в центре ковра на гифах встречаются кольца и петли; 
хламидоспоры редкие, округлой формы, шероховатые; конидиеносцы оливково-коричневые ше-
роховатые, шириной 1,5–2 мкм, образуются через длительное время культивирования в темноте.

Чистые культуры штамма 76 Pezicula sp. характеризовались следующими морфологически-
ми признаками: ковер мицелия пушистый, порошистый, в центре темно-коричневый, в средин-
ной зоне – светло-коричневый с мелкими коричневыми вкраплениями, по краю с бледно-серыми 
и коричневыми уплотнениями (рис. 3); край ровный, широкий, белый; реверзум темно-корич-
невый; капли экссудата бурые; спороношение под лупой имеет вид серовато-коричневых бу-
горков; ковер через 14 дней достигает 50 мм в диаметре на кукурузной среде, на КГА - 21 мм. 
Гифы бесцветные или светло-коричневого цвета, шириной 3–6 мкм, с перегородками, гладкие 
с многочисленными каплями внутри. Конидиеносцы возникают из вертикальных гладких гиф,  

Рис. 1. Электрофоретические спектры локуса ITS1 микромицетов, представленных  
в корневых окончаниях V. corymbosum (а) и V. myrtillus (b)

Fig. 1. Electrophoretic spectra of the ITS1 locus of micromycetes presented  
in the root endings of V. corymbosum (a) and V. myrtillus (b)
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бесцветные. Конидии акрогенные, одноклеточные, (15–25) × (6–8) мкм, удлиненные или цилин-
дрические, слегка изогнутые, гладкие, толстостенные, бледно-золотисто-желтые, внутри зернистые.

Phialocephala fortinii представляет собой видовой комплекс анаморфных микромицетов (по-
рядок Гелоциевые), широко распространенных в умеренных широтах и характеризующихся вы-
сокой способностью к образованию микориз с различными растительными организмами. Кроме 
формирования эктомикориз с древесными растениями, различные генотипы Ph. fortinii могут 
вести сапротрофный образ жизни, встречаться в качестве эндофитной микрофлоры или вызы-
вать гниль корней. С представителями семейства Вересковые Ph. fortinii, как правило, образует 
эрикоидный тип микоризы, способствующей интенсификации обмена минеральных компонен-
тов почвы и увеличению их доступности для усвоения корневыми системами, тем самым опре-
деляя повышение продуктивности и адаптивности растений в бедных эдафотопах.

Проведенный сравнительный анализ нуклеотидной структуры некодирующих локусов рибо-
сомальной ДНК штамма 74(3) с образцами Ph. fortinii, представленными в базе данных GenBank 
NCBI, показал, что уровень генетических различий не превысил 2,5 %, составляя в среднем 
0,9 %. Образцы с идентичными генотипами регионов рДНК относились к штаммам Ph. fortinii, 
диагностированным в корнях брусники, сосны и рододендрона из различных регионов Европы 
и Азии. Анализ внутривидовой изменчивости показал, что среди детектируемых SNP в транс-
крибируемой цепи спейсеров ITS1 и ITS2 в наибольшей степени были представлены транзиции 
A → G и С ↔ Т типов. Трансверсии A → С, A → Т, G → С, G ↔ T составляли 20 % от общего 
числа выявленных нуклеотидных замещений. Структура гена, кодирующего 5,8S РНК, штамма 
74(3) в большинстве случаев совпадала с образцами Ph. fortinii из GenBank NCBI, за исключением  

Рис. 2. Морфологический анализ штамма 74(3) Phialocephala fortinii: а – ковер мицелия в культуре на среде КГА;  
b – гифы мицелия из культуры на среде КГА

Fig. 2. Morphological analysis of strain 74(3) Phialocephala fortinii: a – mycelium carpet in culture  
on potato-glucose agar medium; b – mycelium hyphae from culture on potato-glucose agar medium

Рис. 3. Морфологический анализ штамма 76 Pezicula sp.: а – ковер мицелия в культуре на среде КА;  
b – гифы мицелия из культуры на среде КА; c – макроконидии из культуры на среде КА

Fig. 3. Morphological analysis of strain 76 Pezicula sp.: a – carpet of mycelium in culture on corn agar medium;  
b – mycelium hyphae from culture on corn agar medium; c – macroconidia from culture on corn agar medium
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трех вариантов последовательностей с единичными нуклеотидными заменами, что и обуслови-
ло в целом низкий уровень внутривидовых различий (D < 0,1 %). Рандомизированное для зна-
чительного числа образцов распределение SNP в пределах последовательностей, относящихся  
к рДНК, и дисперсно-групповой характер кластеризации генотипов на дендрограмме указывают 
на полифилетическое происхождение Ph. fortinii, что совпадает с результатами морфолого-ана-
томических исследований изолятов и штаммов данного вида, представленных в [4; 5].

Pezicula – род дискомицетов, принадлежащих к семейству Dermateaceae (отряд Helotiales). 
Согласно литературным данным, виды Pezicula представляют собой деструкторов мертвой дре-
весины или являются эндофитами различных органов растений, включая ветви и стволы, ли-
стья и корни. Проведенный комплексный генетико-морфологический анализ показал, что род 
Pezicula также является полифилетическим, а существующая его систематическая структура 
требует ревизии [11].

Выравнивание нуклеотидных последовательностей образцов Pezicula, представленных в GenBank 
NCBI, относительно изолированного нами штамма 76 показало отсутствие полной идентичности 
для изолятов и штаммов с установленной видовой принадлежностью (рис. 4). Так, сходство пе-
рекрывающихся регионов с образцами наиболее родственных видов составляло: P. melanigena –  
98,72–99,82 %, P. radicicola – 99,58–99,82 %, P. ericae – 97,68–99,63 %. Проведенный анализ рас-
тительных объектов, из которых были выделены данные грибы, выявил, что специфичный для 
Вересковых P. ericae был приурочен к орхидеям, рододендрону, ясеню, P. radicicola – дубу, буку, 
иве, осине, кардамину, P. melanigena – буку, ясеню, голубике.

Детектируемые различия в локусах ITS1 и ITS2 также были в основном связаны с нуклеотид-
ными заменами, что не приводило к изменению их размеров у рассмотренных видов Pezicula. 
Как и в случае с Ph. fortinii, доминирующий характер полиморфизма выражался в транзициях 
A ↔ G и С ↔ Т. Количество выявленных трансверсий было в четыре раза ниже. Размер и нукле-
отидная структура гена 5,8S РНК среди сравниваемых образцов из GenBank NCBI были сходными.

В целом, сопоставление результатов генетико-таксономического анализа с использованием 
в качестве ДНК-маркеров ITS1 и ITS2 показало, что оба транскрибируемых спейсера обладают 
сходной информативностью применительно к оценке внутривидовых и межвидовых отличий 
Phialocephala spp. и Pezicula spp., тем самым указывая на равномерную скорость накопления  
микроэволюционных изменений в локусах со сходной структурно-функциональной организа-

Рис. 4. Фрагмент дендрограммы, иллюстрирующей генетико-таксономические взаимоотношения между образцами 
Pezicula spp., представленными в GenBank NCBI (маркерные локусы – ITS1 и ITS2)

Fig. 4. Fragment of a dendrogram illustrating the genetic-taxonomic relationship between the accessions  
of Pezicula spp. presented in the GenBank NCBI (marker loci – ITS1 and ITS2)
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цией. В то же время каждый из локусов (ITS1 и ITS2) характеризовался наличием специфических 
SNP, позволяющих в совокупности увеличивать разрешающую способность диагностики – вы-
делять дополнительное количество генотипических вариантов, но не приводящих к существен-
ному увеличению относительного уровня межвидовых различий.

Заключение. Метагеномный анализ грибных сообществ корневых окончаний голубики  
и черники позволил идентифицировать два доминирующих вида микромицетов – Phialocephala 
fortinii и Pezicula sp., представляющих собой грибы с высокой микоризообразовательной спо-
собностью. Для каждого из видов получены чистые культуры, проведены морфологический  
и генетико-таксономический анализ. Полученные штаммы представляют собой перспективные 
объекты для создания на их основе биопрепаратов для микоризации ягодных культур.
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