
БИОТЕХНОЛОГИЯ, 2023, том 39, № 5, с. 3–13

3

РАЗВИТИЕ МЕТОДОЛОГИИ МОЛЕКУЛЯРНО-ГЕНЕТИЧЕСКОЙ 
ТАКСОНОМИЧЕСКОЙ ИДЕНТИФИКАЦИИ МИКРОМИЦЕТОВ

© 2023 г.   А. А. Бавтушный1, Ю. А. Рыбаков1, Е. В. Патрушева1, *, С. П. Синеокий1

1Национальный Биоресурсный центр “Всероссийская коллекция промышленных микроорганизмов”, 
Научно исследовательский центр “Курчатовский институт”, Москва, 123182 Россия

*e-mail: lpatrush@gmail.com
Поступила в редакцию 29.09.2023 г.

После доработки 11.10.2023 г.
Принята к публикации 01.11.2023 г.

Грибы представляют собой одну из самых многочисленных групп эукариотических организмов.
Они играют важную роль во всех экосистемах, являются патогенами людей, животных и растений,
а также деструкторами и/или продуцентами различных биологически активных соединений. В со-
временной лабораторной практике за последние десятилетия появилось множество методов, позво-
ляющих идентифицировать представителей царства грибов. Однако вопрос остается нерешенным
для целого ряда родов микромицетов: Aspergillus, Penicillium, Trichoderma, Fusarium и др. Использова-
ние молекулярных методов ДНК-штрихкодирования, мультилокусного типирования, микросател-
литных ДНК не дает полной гарантии однозначности идентификации. Эффективное решение этой
задачи возможно при использовании полногеномного секвенирования. В данном обзоре приведен
сравнительный анализ различных методов идентификации грибов.
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ВВЕДЕНИЕ

Грибы – это обширная группа гетеротрофных
эукариотов, насчитывающая до 1.5 млн. видов, и,
таким образом, уступающая по объему только на-
секомым. В почве биомасса грибов преобладает,
составляя до 90% от массы прокариот и беспозво-
ночных. Грибы играют большую роль в кругово-
роте веществ в природе, в разложении остатков жи-
вотных и растений, попадающих в почву, являются
основным звеном в сложном процессе разложения
древесины и опада. Многие виды грибов являются
паразитами, возбудителями болезней растений,

животных и человека, вызывают порчу сельско-
хозяйственной продукции и продуктов питания,
образуют токсины, а также служат причиной по-
вреждения промышленных материалов и изде-
лий. Мицелиальные грибы широко используются
в промышленной биотехнологии как продуценты
пищевого и кормового белка, многих ферментов и
других биологически активных соединений (анти-
биотики, органические кислоты, фитогормоны,
пигменты, алкалоиды), а также в составе биоло-
гических средств защиты растений [1–4].

Идентификация грибов до уровня вида имеет
большое значение как для фундаментальных ис-
следований по таксономии и филогении, изуче-
нию биоразнообразия и экологии, так и в практи-
ческих областях – медицине (профилактика и
борьба с микопатогенами), мониторинге биопо-
вреждений, биотехнологии и т.д.

Условность принятой видовой таксономии мик-
роорганизмов в значительной степени зависит от
выбранных видоспецифических признаков. В це-
лом их можно объединить в две группы – феноти-
пические и молекулярные.

Применяемые методы идентификации грибов
основаны на культурально-морфологических и
биохимических свойствах. Проблемы такого под-

Список сокращений: MALDI-TOF MS – матрично-активи-
рованная лазерная десорбции/ионизации с времяпролет-
ной масс-спектрометрией, NGS – секвенирования следу-
ющего поколения (next-generation sequencing), WGS – пол-
ногеномное секвенирование (whole genome sequencing),
ITS – внутренний транскрибируемый спейсер (internal
transcribed spacer), MLST – мультилокусное типирование
последовательностей (multi-locus sequence typing), SSR –
простые повторяющиеся последовательности (simple se-
quence repeats), GCPSR – филогенетическое распознава-
ние вида на основе генеалогического соответствия (Genea-
logical Concordance Phylogenetic Species Recognition),
SGC – строгое генеалогическое соответствие (strict genea-
logic concordance); AFLP – полиморфизм длин амплифи-
цируемых фрагментов (Amplified fragment length polymor-
phisms); рДНК – рибосомная ДНК.
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хода заключаются в трудоемкости и длительности
выполнения анализов. В последние годы интен-
сивно разрабатывается методология молекуляр-
но-генетической и протеомной идентификации
микромицетов. К ее преимуществам относится
значительное сокращение времени получения ре-
зультатов, возможность работы с некультивируе-
мыми формами и смешанными культурами. Среди
молекулярно-генетических и протеомных методов
наибольший опыт приобретен при использовании
мультилокусного типирования нуклеотидных по-
следовательностей грибов и ДНК-штрихкодирова-
ния. Для культивируемых видов совпадение резуль-
татов идентификации на основе фенотипических и
молекулярно-генетических признаков не очевиден,
т.к. последние определяют лишь вероятность про-
явления соответствующих свойств в фенотипе.
Максимальная “объективность” таксономической
идентификации возможна при разработке метода
полногеномного секвенирования. В обзоре рас-
смотрены и проанализированы традиционные ме-
тоды идентификации грибов и перспективы ис-
пользования полногеномного секвенирования.

ОСНОВНАЯ ЧАСТЬ
Основные методы идентификации микромицетов

Идентификация по морфологическим 
и физиолого-биохимическим признакам

Морфологические признаки – внешний вид
колоний, строение органов спороношения и по-
лового размножения и т.д. – традиционно широ-
ко использующиеся как важные таксономиче-
ские характеристики в идентификации грибов,
имеют, однако, ряд недостатков. Во многих слу-
чаях число этих признаков ограничено, они не
всегда удобны для наблюдения и часто неста-
бильны, поскольку сильно зависят от состава сре-
ды и условий культивирования, что требует жест-
кой стандартизации и унификации условий выра-
щивания чистой культуры гриба. Недостаточное
количество морфологических признаков наблюда-
ется у агономицетов (например, Sclerotium, Rhi-
zoctonia и др.), у которых отсутствуют органы спо-
роношения, а у аскомицетов, где идентификация
осуществляется по половой стадии (телеоморфе),
аскомы в культуре часто не образуются. У многих
анаморфных видов такие важные таксономиче-
ские характеристики, как форма и размер кони-
дий, весьма вариабельны, что также затрудняет
идентификацию. В таксономических исследова-
ниях изучение морфологических признаков бо-
лее эффективно для определения грибов на уров-
не порядков, семейств или родов, чем для иден-
тификации видов.

Использование ряда хемотаксономических
свойств, включающих состав экзометаболитов, в
частности, микотоксинов [5], полисахаридов кле-

точной стенки [6], стеролов и жирных кислот [7,
8], принесло определенные успехи в систематике
некоторых родов грибов (Aspergillus, Penicillium, Ta-
laromyces, Fusarium) [9–11], но развитие этих под-
ходов в дальнейшем было лимитировано вариа-
бильностью спектров и нестабильностью био-
синтеза таких маркерных соединений.

MALDI-TOF MS
Более успешным методом идентификации и

внутривидового типирования микроорганизмов
стало использование матрично-активированной
лазерной десорбции/ионизации с времяпролетной
масс-спектрометрией (MALDI-TOF MS). Метод
позволяет создавать профили масс-спектров раз-
личных метаболитов, в частности белков, и про-
водить сравнение микроорганизмов по белковым
фингерпринтам [12]. В настоящее время коммерче-
ские системы MALDI доступны для проведения
биологических исследований, а также для диагно-
стических приложений в клинической медицине,
биотехнологии и промышленности. Представители
некоторых родов грибов, таких как Aspergillus, Fu-
sarium, Penicillium или Trichoderma, а также различ-
ные дрожжи из клинических образцов (например,
Candida albicans) успешно идентифицированы с по-
мощью MALDI-TOF MS. Однако в настоящее вре-
мя не существует универсального метода для грибов
различных групп, даже несмотря на использование
ограниченного числа матричных соединений [13].

Тем не менее, MALDI-TOF MS используется
преимущественно в медицинской микологии для
идентификации клинических изолятов мицели-
альных и дрожжеподобных грибов и отдельных
фитопатогенов. Широкому распространению ме-
тода препятствует недостаточная надежность и раз-
решающая способность, особенно в отношении
труднокультивируемых видов [14], а также необхо-
димость создания обширных баз данных спек-
тров, что трудно достижимо при большом видо-
вом разнообразии природных изолятов грибов.

ДНК-штрихкодирование
Использование молекулярных методов для

идентификации грибов началось более двух деся-
тилетий назад, когда был исследован рибосом-
ный оперон [15]. Анализ последовательностей
рДНК большой субъединицы (nrLSU-26S или 28S),
малой субъединицы (nrSSU-18S) и всей внутрен-
ней транскрибируемой спейсерной области ITS,
включающей ген 5.8S рРНК (ITS1, 5.8S, ITS2;
около 0.45–0.80 кб) положил начало новой эре
молекулярно-филогенетической идентификации
в царстве грибов. Для этих трех локусов были от-
мечены разные темпы эволюции, что привело к
различиям в генетической вариабельности, при-
чем SSU эволюционирует медленнее всего, поэто-
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му обладает наименьшим разнообразием последо-
вательностей, а эволюционирующий быстрее ITS
демонстрирует высокую вариабельность [16].

ITS-последовательность была предложена в ка-
честве первого штрихкода для грибов. Метод осно-
ван на использовании одного универсального мар-
кера, последовательности ДНК-штрихкода, для
идентификации и классификации видов и вклю-
чает в себя два этапа. Первоначально создается
библиотека штрихкодов рДНК известных видов,
а затем последовательность штрихкода неизвест-
ного образца сопоставляется с этой библиотекой
для целей идентификации. Выбор ITS обусловлен
тем, что этот локус представлен в геноме несколь-
кими сотнями копий, легко амплифицируется и
секвенируется, и обладает сравнительно высокой
вариабельностью, что обеспечивает хорошее раз-
решение в широком диапазоне видов. Было пока-
зано, что область ITS в качестве маркера обеспечи-
вает наибольшую вероятность правильной иден-
тификации для обширных групп грибов [17].
Количество депонированных ITS-последователь-
ностей в GenBank и др. базах данных в настоящее
время составляет более 1.3 миллиона. Кураторские
базы данных, такие как UNITE, MaarjAM, ISHAM,
NCBI RefSeq (Targeted Loci) и CBS/WI [18–25] иг-
рают важную роль в этом начинании. В UNITE
представлено около 2.5 миллионов последова-
тельностей ITS грибов, что соответствует более
чем 100000 гипотетических видов при пороговом
значении по умолчанию 98.5% идентичности. Уже
устаревшее количество прочтений ITS грибов в
SRA (9 762 039 423 по состоянию на январь 2019 г.)
превышает количество последовательностей ITS
грибов, добавленных в GenBank (1367715 по состо-
янию на март 2020 г.), более чем в 7000 (в настоящее
время, вероятно, более чем в 10000 раз). Шесть лет
назад соотношение числа последовательностей
ITS в SRA и GenBank составляло 20 : 1, а всего два
года назад оно увеличилось до 1000 : 1 [26].

Область LSU также содержит гипервариабель-
ные домены D1 и D2 и сама по себе [27] или в со-
четании с областью ITS также может использовать-
ся в филогенетическом анализе для определения
родства видов и реже для видовой идентификации
грибов [28–30].

Однако есть ряд данных об ограничении при-
менения ITS последовательности в качестве уни-
версального ДНК-штрихкода. Так было показа-
но, что ITS не обеспечивает достаточного разре-
шения среди близкородственных видов Aspergillus
[31], Penicillium, многих патогенов растений, жи-
вотных и человека (Alternaria, Cladosporium, Colle-
totrichum, Fusarium, Phytophthora) и некоторых дру-
гих грибов (например, пресноводных Sordariomy-
cetes, Trichoderma) [32, 33]. Кроме того, присутствие
негомологичных копий ITS в геноме, внутриге-
номная изменчивость цистрона рДНК, включая

область ITS, опережающие темпы видообразова-
ния, в частности, у высокоспециализированных
фитопатогенов, по сравнению с скоростью ди-
вергенции ITS-последовательностей, могут приве-
сти к противоречивой молекулярной идентифика-
ции. Еще одним субъективным фактором, затруд-
няющим использование ITS как универсального
штрихкода, является наличие в GenBank опреде-
ленного числа последовательностей неверно иден-
тифицированных видов, на основании сравнения с
которыми делаются ошибочные заключения о
видовой принадлежности исследуемого образца.

Для увеличения эффективности и надежности
идентификации грибов были предложены допол-
нительные, вторичные маркеры штрихкодирова-
ния – кодирующие белки гены β-тубулина II
(TUB2), большой (RPB1) и малой (RPB2) субъ-
единиц ДНК-направленной РНК-полимеразы II,
трансляционного фактора элонгации 1α (TEF1),
ДНК-топоизомеразы I (TOP1), фосфоглицерат-
киназы (PGK) и субъединиц I (COX1) и II (COX2)
цитохром С оксидазы, которые широко исполь-
зуются в практике [34–36]. Количество депони-
рованных последовательностей в базах данных в
настоящее время имеет около 110000 записей для
TEF1 и 67000 для RPB2. Эффективность каждого
из указанных вторичных маркеров при разделе-
нии близкородственных видов индивидуальна
для каждой группы и должна быть эмпирически
установлена для каждого таксона. Секвенирова-
ние ITS-последовательности обязательно и про-
водится в первую очередь, иногда этого достаточно
для полноценной идентификации, в большинстве
же случаев оно подходит только для определения
рода и предварительного определения вида, и то-
гда требуется одновременное использование од-
ного или нескольких вторичных маркеров [33].
Даже если ITS не обеспечивает достаточное раз-
деление близких видов, число депонированных
последовательностей для ITS значительно шире,
чем для других генов, что предполагает компро-
мисс между объемом базы данных и точностью
идентификации.

Для ряда таксонов ITS или другие области
рДНК теперь не считаются основным филогене-
тическим маркером [37], а используются только в
предварительных исследованиях с целью прибли-
зительной идентификации. При разделении так-
сонов на уровне видов в последние годы не без
успеха применяют AFLP и, несколько реже, другие
методы. Данные, полученные с помощью AFLP,
могут нести филогенетический сигнал, но только
при анализе близкородственных видов [38].

В последнее время популярными молекулярны-
ми маркерами стали микросателлиты [39]. Это про-
стые повторяющиеся последовательности (SSR)
или короткие тандемные повторы (STR) – гипер-
вариабельные, повторяющиеся мотивы, состоя-
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щие из моно-, ди-, три-, тетра- или пентануклео-
тидных единиц, расположенных по всему геному.
Локусы SSR обычно многочисленны и полиморф-
ны в нетранскрибируемых областях генома, по-
скольку они не подвержены действию отбора, этот
маркер считается селективно нейтральным и хоро-
шо подходит для дифференциации видов и даже по-
пуляций грибов. Так, профиль SSR грибов был ис-
пользован в качестве ДНК-индикатора для диффе-
ренциации видов, подвидов и штаммов Trichoderma
[40], а также видов ржавчины тополя Melampso-
ra medusae и M. larici-populina [41, 42]. Для гено-
типирования и идентификации грибов по структу-
ре SSR разработан сетевой ресурс FungSatDB
(http://webtom.cabgrid.res.in/fungsatdb/), позволяю-
щий осуществлять полногеномный анализ SSR [43].

Мультилокусное типирование нуклеотидных 
последовательностей

Наилучшие результаты в таксономических и
филогенетических исследованиях обеспечивает
сочетание данных анализа ряда генов – MLST.
Оно может проводиться путем независимого изу-
чения отдельных генов-маркеров.

Для идентификации видов с помощью мульти-
локусного типирования применяют два основ-
ных метода [44]. Наиболее распространен среди
микологов метод, основанный на генеалогическом
соответствии – GCPSR [45] или SGC [44]. При его
использовании необходимо реконструировать се-
рию генных генеалогий и оценить их совпадение.
Точка, выше которой на филогенетическом дереве
не будет наблюдаться согласованности генеалогий
отдельных генов, должна быть отмечена как грани-
ца вида. Второй подход – коалесцентная делимита-
ция (coalescent-based delimitation, CBD) [46] – осно-
ван на применении группы методов для вероятност-
но-математического моделирования генеалогии
индивидуумов/штаммов к общему предку и позво-
ляет выявить эволюционно независимые линии.

GCPSR очень полезна при идентификации
грибов, поскольку она обладает более сильной
дифференцирующей способностью, чем другие
концепции видов, такие как определение морфо-
логических и биологических видов [47]. Хотя
GCPSR требует двух или более генетических ло-
кусов для определения вида, согласно мнению
Geiser D.M. [48] для общей видовой идентифика-
ции достаточно одного маркера. После того, как
на основе рибосомных генов определена таксо-
номическая группа, например, семейство или
род, можно использовать белок-кодирующие ге-
ны и с помощью BLAST-поиска и/или филогене-
тического анализа провести более убедительную
идентификацию до уровня вида.

Так, на основе последовательностей девяти ге-
нов (BenA, CaM, RPB2 и т.д.), была обновлена

классификация семейств и родов порядка Euro-
tiales. В валидированный список 2014 г. были
включены 339 видов Aspergillus, 354 Penicillium и 88
видов Talaromyces. После проведенного анализа
эти цифры значительно увеличились и включают
Aspergillus 446 видов (увеличение на 32%), Penicil-
lium 483 (увеличение на 36%) и Talaromyces 171 вид
(увеличение на 94%) [49].

Однако использование ДНК-штрихкодирова-
ния или мультигенного типирования методом
GCPSR не дает полной гарантии получения на-
дежного филогенетического дерева. Гомоплазия,
неполнота выборки, гибридизация и горизон-
тальный перенос генов способны приводить к
трудно интерпретируемым результатам и оши-
бочным выводам [50]. Поэтому ряд авторов рас-
сматривают возможность описания видов исклю-
чительно на основании сравнения сиквенсов (se-
quence-based classification and identification, SBCI),
по крайней мере в будущем [33]. Это актуально
для изучения труднокультивируемых и, особен-
но, некультивируемых видов, и для исследования
сложных сообществ микроорганизмов, таких как
почвенные, когда выделить чистую культуру до-
статочно сложно.

Полногеномное секвенирование

(WGS) Каждый из описанных выше методов
имеет свои сильные и слабые стороны. Например,
при сравнении последовательностей тестируемого
образца со штаммом-эталоном (ITS и т.д.) часто по-
вторяются ошибки, которые были допущены при
создании эталонных сборок, депонированных в
GenBank [33]. Кроме того, иногда отсутствует кор-
реляция в разделении видов по молекулярным
маркерам, даже при мультилокусном типирова-
нии и морфофизиологическим признакам. Так, в
результате анализа выборки изолятов Alternaria,
морфологически относящихся к комплексному
виду A. infectoria, а также штаммов, относящихся к
родственным видам – A. malorum, A. cetera и близко-
му роду Embellisia (E. abundans), идентификация
конкретных видов различалась в зависимости от
выбора критериев определения: морфологии кони-
дий и зачатков плодовых тел, хемотаксномических
признаков (продукции вторичных метаболитов, в
частности микотоксинов) и молекулярных индика-
торов – области ITS и генов (gpd) и tef-1a [51].

Обнаружение SSR грибов проводится путем
разработки геномной библиотеки и секвенирова-
ния ДНК клонов, несущих повторы, оно требует
больших затрат времени и средств. С появлением
технологии NGS анализ SSR in silico приобретает
большие преимущества по сравнению с метода-
ми, основанными на создании геномной библио-
теки [52]. Скорее всего, в среднесрочной пер-
спективе анализ отдельных нуклеотидных после-
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довательностей будет вытеснен полногеномным
секвенированием.

Полногеномное секвенирование повышает эф-
фективность разработанного метода идентифика-
ции грибов с помощью микросателлитной ДНК [53].

Проблемы выбора маркера (маркеров), стоящие
перед MLST, также могут быть решены при перехо-
де к основанной на полногеномном секвенирова-
нии идентификации. Она может применяться не
только на уровне вида, но и на более низком (на-
пример, разновидности), и на более высоком уров-
не (например, рода, семейства и т.д.). При сравне-
нии геномов двух изолятов, принадлежащих к
одному и тому же виду, обычно используемое
пороговое значение, определяемое по средней
идентичности нуклеотидов (average nucleotide iden-
tity, ANI), как для генов домашнего хозяйства, так и
для генома в целом, составляет >97%, что соот-
ветствует значениям ДНК– ДНК реассоциации
от 90 до 95% [54]. При этом облегчается поиск но-
вых последовательностей, иных, нежели “гены
домашнего хозяйства”, используемых в MLST, но
общих для большой выборки геномов, в частно-
сти, полиморфных участков, и их последующей
проверки в качестве потенциальных вторичных
штрихкодов. Так, например, сравнительный ана-
лиз геномов 128 видов Phytophthora выявил родо- и
видоспецифические ди-, три- и тетрануклеотидные
повторы, причем их число может быть характерным
для конкретного изолята, что позволяет использо-
вать уникальные паттерны повторов для разра-
ботки специфичных для изолята маркеров [55].
При сопоставлении геномов трех близких ви-
дов Fusarium graminearum sensu stricto, F. meridio-
nale и F. asiaticum, ранее входивших в состав ком-
плексного вида Fusarium graminearum, и нескольких
природных изолятов, отнесенных ранее к этому ви-
ду, были обнаружены удобные для идентифика-
ции видоспецифические маркеры – 12 генов ве-
гетативной несовместимости и ряд генов вторич-
ного метаболизма и патогенеза [56]. Кроме того, в
случае WGS возможно проведение множественного
выравнивания отдельных гомологичных последо-
вательностей генома [сборки] или выравнивания
всего генома в целом и сравнения с референсными
штаммами определенных видов, позволяющее
дифференцировать виды даже на основе единич-
ных нуклеотидных замен.

Новые поколения секвенирования (второе и
третье) в настоящее время используют для изуче-
ния разнообразия природных образцов и выявле-
ния патогенных организмов. Этот молекулярно–
генетический метод наиболее актуален для кли-
нической диагностики, поскольку работы ведутся
со смешанными культурами, присутствующими в
анализируемых образцах, и требуется быстрое по-
лучение результатов. Шаги в этом направлении де-
лаются двумя основными способами; во-первых,

это улучшение идентификации с помощью полно-
геномного секвенирования (WGS) штаммов, кото-
рые можно культивировать в лабораторных услови-
ях. Во-вторых, использование метагеномного
секвенирования для выявления разнообразия
организмов непосредственно из природного источ-
ника, чтобы обойти процесс культивирования.
WGS может применяться для идентификации ор-
ганизма, его типирования для эпидемиологиче-
ских целей и выявления возможной устойчивости
к противомикробным препаратам [47, 57].

Использование WGS менее распространено
для идентификации грибов, чем для бактерий, но
данный подход в микологии намного эффектив-
нее по сравнению с более субъективными метода-
ми, основанными на морфологических признаках.
Так, корреляция фенотипической идентификации
с использованием микроскопии и морфологии, а
также физиологических исследований по сравне-
нию с секвенированием области D2 большой субъ-
единицы гена рРНК и полных областей ITS многих
штаммов плесневых грибов составляет примерно
50% [58].

Видовое определение микромицетов можно
проводить в сочетании с построением филогене-
тических деревьев. Методы и программное обес-
печение для проведения соответствующих анали-
зов представлен в обзоре “Phylogenetic methods in
natural product research” (2009) [59]. Taylor J.W. и др.
[60] создали концепцию филогенетического рас-
познавания видов GCPSR на основе филогенети-
ческой согласованности нескольких несвязанных
генетических локусов с использованием общих
генов центрального метаболизма [61].

При проверке эффективности использования
полногеномных сиквенсов в таксономии на при-
мере выборки из 1544 геномов грибов было уста-
новлено, что попарное сравнение собранных гено-
мов хорошо согласуется с существующей таксоно-
мией. Определение геномного расстояния между
образцами позволило определить, принадлежат
ли два штамма к одному и тому же или к разным
видам в пределах одного рода с точностью более
95%, хотя одно геномное расстояние предлагает-
ся не для замены устоявшихся таксономических
подходов или изменения определения видов, а в
качестве мощного дополнительного метода в так-
сономии грибов [62].

Сравнение геномов трех изолятов Metarhizium
выявило различия в частоте встречаемости повто-
ров и количестве повтор-индуцированных мута-
ций (repeat-induced point mutation, RIP) и позво-
лило надежно разделить близкие виды M. aniso-
pliae, M. robertsii и M. acridum [63].

Важные результаты были получены при исполь-
зовании полногеномного секвенирования грибов
рода Aspergillus – возбудителей аспергиллеза, в
первую очередь Aspergillus fumigatus и близких ви-
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дов, относящихся к секции Fumigati. Был прове-
ден сравнительный геномный анализ 18 штаммов
13 видов, в том числе 8 видов секции Fumigati, с
целью идентифицировать гены, как ранее связан-
ные с вирулентностью, так и никогда ранее не во-
влекавшиеся в анализ, эволюция которых разли-
чается между патогенами и непатогенами. Хотя
большинство факторов вирулентности присут-
ствовало у всех видов, были найдены несколько
генов, специфичных для секции или вида, кото-
рые рекомендуется использовать для идентифи-
кации [64]. В другом исследовании геномов клини-
ческих изолятов Aspergillus fumigatus и двух близко-
родственных, но менее патогенных видов A. clavatus
и Neosartorya fischeri было показано, что 8.5, 12.6 и
13.5% генов A. fumigatus, A. clavatus и N. fischeri, соот-
ветственно, являются видоспецифичными. Они
значительно меньше по размеру, чем гены основ-
ного метаболизма, общие для всех видов, содер-
жат меньше экзонов и локализованы в субтело-
мерной области. По крайней мере, 20% генов,
специфичных для A. fumigatus, функциональны и
участвуют в катаболизме углеводов и хитина, транс-
порте, детоксикации, вторичном метаболизме
и патогенезе, а также рассматриваются, как по-
тенциальные маркеры при диагностике возбуди-
телей аспергиллеза [65].

Таким образом, очевидно, что полногеномное
секвенирование имеет много преимуществ по
сравнению со всеми другими методами иденти-
фикации, в частности, оно позволяет выявить
большое количество генов-кандидатов, потенци-
ально связанных с морфологическими, экологи-
ческими, физиологическими и репродуктивными
различиями между близкородственными и дивер-
гирующими видами. Это дает возможность эф-
фективно исследовать не только конкретные ви-
довые признаки, но и механизмы, лежащие в ос-
нове их формирования. Кроме того, сравнение
полногеномных последовательностей даже меж-
ду двумя штаммами может дать представление об
истории генетического обмена/репродуктивной
изоляции между ними в природе.

Сложность использования полногеномных по-
следовательностей для идентификации грибов
заключается в том, что в настоящее время пре-
имущественно секвенированы геномы видов, вы-
зывающих экономический и медицинский инте-
рес. Кроме того, для большинства из них в базе
данных обычно представлен геном только одного
репрезентативного штамма, и поэтому внутривидо-
вые вариации последовательности генома остаются
неизвестными. Однако по мере увеличения объема
баз данных полногеномный анализ можно было
бы распространить с видового на более высокие
таксономические уровни с однозначными поро-
гами сходства последовательностей в масштабах
всего генома для установления молекулярно-ге-
нетических критериев родов, семейств, отрядов и

классов. Помимо этого, с помощью метагеномного
секвенирования последовательности ДНК грибов
можно напрямую получать из образцов окружаю-
щей среды и сравнивать с известными геномами
для обнаружения новых видов, даже для некуль-
тивируемых грибов [54].

Ресурсы для анализа геномных данных

Быстро растущее количество биологических
данных требует развития возможности их анали-
за, иначе высокопроизводительные технологии
малоэффективны.

Эти технологии требуют создания систем хра-
нения в электронных базах данных, связанных с
разработкой специального программного обеспе-
чения, позволяющего обновлять, запрашивать и
искать данные [66]. Информация должна быть лег-
кодоступной и гибкой по отношению к запросам,
чтобы можно было осуществлять поиск информа-
ции, которая может быть проанализирована для
объяснения метаболических путей и роли участ-
вующих в них белков и генов.

Для идентификации на основе фенотипа вери-
фикация основывается на сравнении с оригиналь-
ными описаниями и изучением типовых образцов,
включая культуры и/или изображения в виде оциф-
рованного типового материала в хранилищах, таких
как JSTOR Global Plants и порталах микологических
коллекций: Fungorum [http://www.speciesfungo-
rum.org], Myco-Bank [http://www.mycobank.org],
The Faces of Fungi [http://www.facesoffungi.org], The
Yeasts Trust Database [http://www.theyeasts.org], USDA
Fungal Databases [https://nt.ars-grin.gov/fungalda-
tabases], Biodiversity Biodiversity Heritage Library
[https://www.biodiversitylibrary.org], Cyberliber
[http://www.cybertruffle.org.uk/cyberliber], и Google
Scholar [https://scholar.google.com].

Программное обеспечение (ПО) для обработ-
ки результатов меташтрихкодирования ДНК ча-
сто используемых грибных сообществ реализова-
ны в QIIME [67, 68] и Mothur [69]. Альтернативами,
специально разработанными для последовательно-
стей ITS, являются, среди прочих, CLOTU [70],
PIPITS [71] и CONSTAX [72]. Кроме того, было
разработано ПО для конкретных целей, таких как
исследования микробных сообществ окружаю-
щей среды (BioMaS) [73] и микобиома человека
(HumanMycobiomeScan) [74].

Также известны ресурсы для идентификации
по различным маркерам (указаны в скобках). Bar-
code of Life Database, BOLD – http://www.boldsys-
tems.org/index.php/IDS_OpenIdEngine (ITS),

CBS-KNAW – http://www.cbs.knaw.nl/Collec-
tions/BioloMICSSequences.aspx (ITS),

FUSARIUM-ID – http://isolate.fusariumdb.org
(ITS, tef1, RPB1, RPB2, tub2),
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Fungal Barcoding – http://www.fungalbarcod-
ing.org (ITS),

Fungal MLST database Q-Bank – http://www.q-
bank.eu/Fungi/ (фрагмент гена актина, tub2, RPB1.
RPB2, tef1),

ISHAM, The International Society for Human and
Animal Mycology – http://its.mycologylab.org (ITS),

Naïve Bayesian Classifier –
http://rdp.cme.msu.edu/classifier/classifier.jsp (28S,
ITS),

RefSeq Target Loci (RTL) – http://www.nc-
bi.nlm.nih.gov/refseq/targetedloci/ (ITS, 18S, 28S),

International Subcommision on Hypocrea and
Trichoderma (ISHT) TrichoKey and TrichoBLAST
(Trichoderma) – http://www.isth.info/tools/blast/
(ITS and tef1, RPB2),

UNITE, User-friendly Nordic ITS Ectomycorrhi-
za Database – https://unite.ut.ee/ (ITS).

Подробная информация также приводится в
статье [75]. Все перечисленные ресурсы являются
отличными инструментами для получения ин-
формации о таксономии, часто с прямыми ссыл-
ками на доступные источники.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Идентификация видов грибов является важ-
ным аспектом многих областей науки и приклад-
ных исследований. Условность классической видо-
вой таксономии микроорганизмов в значительной
степени, зависит от выбранных видоспецифиче-
ских признаков. Объективным недостатком “клас-
сической” таксономии является трудоемкость про-
ведения морфологической идентификации и не-
обходимость выделения чистых культур.

Развитие молекулярно-генетической и протеом-
ной методологии открыло широкие возможности
для таксономической классификации микроор-
ганизмов, позволяя значительно ускорить полу-
чение результатов. Для некоторых методик стано-
вится необязательным предварительное получение
“чистых” культур и процесса наработки биомассы
микроорганизмов в лабораторных условиях.

Молекулярно-генетические методологии ви-
довой идентификации основываются на оценке
сходства последовательностей и выявлении видо-
специфических участков ДНК с использованием
биоинформационных баз данных. Учитывая, что
молекулярно-генетические и протеомные методы
оценивают лишь вероятность проявления призна-
ков в фенотипе, они не всегда обеспечивают полное
совпадение результатов с видовым определением
по морфологии. Решением этой проблемы может
стать метод WGS, который позволяет одновре-
менно учитывать множество маркеров, в том чис-
ле не имеющих фенотипического проявления.
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Development of Methodology for Molecular Genetic 
Taxonomic Identification of Micromycetes
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Abstract—Fungi represent one of the most numerous groups of eukaryotic organisms. They play an import-
ant role in all ecosystems, are pathogens of humans, animals and plants, as well as destructors and/or pro-
ducers of various biologically active compounds. In modern laboratory practice in recent decades, many
methods have appeared that allow the identification of representatives of the kingdom of fungi. However, the
question remains unsolved for a number of genera of micromycetes: Aspergillus, Penicillium, Trichoderma, Fu-
sarium and others. The use of molecular methods of DNA barcoding, multilocus typing, microsatellite DNA
does not provide a full guarantee of unambiguous identification. An effective solution to this problem is pos-
sible with the use of full-genome sequencing. This review provides a comparative analysis of different meth-
ods of fungi identification

Keywords: bioinformatics, genomic data analysis, marker genes, micromycetes, species identification, whole
genome sequencing
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