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Грибы родов Alternaria и Bipolaris широко представлены в зерне пшеницы, ячменя и овса, выращенных
в Уральском Федеральном округе. Впервые с помощью количественной ПЦР подтверждена высокая
повсеместная встречаемость грибов рода Alternaria, относящихся к двум секциям Alternaria и Infectoriae.
Зараженность этими грибами оказывала положительное влияние на всхожесть зерна. Высокая инфи-
цированность всех образцов грибами Alternaria (зараженность в среднем 74%, содержание ДНК секции
Alternaria 1999 × 10–4 пг/нг, содержание ДНК секции Infectoriae 723 × 10–4 пг/нг) проявилась в загряз-
нении зерна микотоксинами, из которых тентоксин и тенуазоновая кислота встречались чаще по срав-
нению с альтернариолом и его метиловым эфиром. В 12.5% образцов были выявлены совместно все че-
тыре изученных микотоксина грибов рода Alternaria. Достоверная связь выявлена между зараженно-
стью зерна видами Alternaria секции Infectoriae и количеством тентоксина. Зараженность грибом
Bipolaris sorokiniana была значительна ниже, чем грибами рода Alternaria, представители этого вида вы-
явлены в 58.9% образцов, в среднем зараженность составила 6.2%. Выявлена более высокая заражен-
ность и содержание биомассы гриба B. sorokiniana в зерне ячменя (8.9% и 109 × 10–4 пг/нг, соответ-
ственно) по сравнению с зерном пшеницы и овса.
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ВВЕДЕНИЕ

В зерне сельскохозяйственных культур встре-
чаются представители микромицетов, относящи-
еся к различным таксономическим группам, кото-
рые успешно выживают и сосуществуют в разно-
образных экологических условиях. Среди них
грибы семейства Pleosporaceae – Alternaria Nees и
Bipolaris Shoemaker – являются наиболее обиль-
ными представителями микобиоты зерна.

Уральский Федеральный округ (ФО), включа-
ющий Курганскую, Челябинскую, Свердловскую
и Тюменскую области, входит в лидеры субъектов
РФ по площади посевов зерновых культур (FSSS,
2019). Площади под пшеницей занимают более
2.4 млн га, ячменем – более 700 тыс. га, овсом –
около 300 тыс. га. Повышение объемов урожая
зерна, наблюдаемое в последние годы, должно со-
провождаться улучшением его качества, важней-
шими характеристиками которого являются ми-
котоксикологические показатели безопасности.

Ранее проведенный анализ зараженности гри-
бами 42 образцов зерна яровой пшеницы и 59 об-
разцов ячменя, выращенных в Западной Сибири и
Восточном Зауралье в 2006–2012 гг., выявил, что
только 20–30% образцов были заражены грибами
рода Alternaria, из которых доминирующим видом
являлся A. tenuissima (Kunze) Wiltshire (Toropova
et al., 2015). В Курганской обл. общая заражен-
ность зерна грибами в среднем за 9 лет составила
56.3%; наибольшую долю от всех выделенных
микромицетов занимали грибы рода Alternariа со
средней зараженностью 30.8% (Nemchenko et al.,
2014). Зараженность грибами семян зерновых, по-
лученных из шести районов Курганской обл. и
трех районов Тюменской обл., предназначенных
для посева в 2018 г., составляла 100%, из которых
50.2% составляли грибы рода Alternariа (Karakotov
et al., 2019). Виды Alternariа сложно идентифици-
ровать, поскольку между некоторыми из них нет
четких границ по морфологическим признакам
(Gannibal, 2004, 2018).
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Частота выявления представителей рода Bipo-
laris в зерне обычно значительно ниже, чем грибов
рода Alternariа (Nemchenko et al., 2014; Toropova et al.,
2015; Karakotov et al., 2019). Таксономия и номен-
клатура грибов рода Bipolaris сложны и в послед-
ние годы претерпели многочисленные изменения
и уточнения: показаны значительные межвидовые
и внутривидовые различия этих грибов (Manam-
goda et al., 2012). Гриб Bipolaris sorokiniana (Sacc.)
Shoemaker является наиболее известным патоге-
ном зерновых, однако род Bipolaris включает еще
около 47 видов (Ellis, 1971; Zhong, Steffenson, 2001;
Manamgoda et al., 2014).

При микологическом анализе растительного
материала грибы родов Alternaria и Bipolaris хоро-
шо заметны, поскольку образуют быстро расту-
щие колонии с темноокрашенным воздушным
мицелием и характерное конидиальное спороно-
шение. Однако видовой идентификации этих
групп грибов, разнообразие которых довольно ве-
лико, в нашей стране уделяется недостаточное
внимание. В последние годы для мониторинга за-
раженности зерна микромицетами стали активно
применять молекулярные методы, основанные на
выявлении ДНК грибов (Gagkaeva et al., 2017; Ori-
na et al., 2017, 2018; Karakotov et al., 2019). Они поз-
воляют определить таксономическое разнообра-
зие грибов, зачастую морфологически сходных.
Еще одним преимуществом этих методов, в отли-
чие от подсчета процента зараженных зерен, явля-
ется количественное выявление биомассы грибов
через содержание ДНК грибов, что позволяет по
одному этому показателю судить не только об ин-
фицированности зерна, но и о возможном загряз-
нении его микотоксинами (Gagkaeva et al., 2017).

Грибы, обитающие в зерне, могут продуциро-
вать вторичные метаболиты, определяющие их
взаимоотношения с растением и с окружающими
микроорганизмами. Известно, что грибы родов
Alternaria и Bipolaris продуцируют хозяин-специ-
фичные токсины, которые вызывают гибель рас-
тительных клеток, подавляют защитные реакции
растения и рассматриваются как факторы пато-
генности (Kang, Dobinson, 2004; Meena, Samal,
2019). Хорошо известен сесквитерпеновый мета-
болит прегельминтоспораль и многие другие вто-
ричные метаболиты, образуемые B. sorokiniana, и
способствующие колонизации растения (Shotwell,
Ellis, 1976; Apoga et al., 2002; Phan et al., 2019). Для
темноокрашенных микромицетов характерен ак-
тивный синтез меланинов – пигментов, накапли-
ваемых в клеточных стенках. Известными функ-
циями меланинов являются повышение адаптив-
ности организмов к условиям существования,
облегчающее проникновение патогена в ткани
растения и подавление ответной реакции хозяина
(Belozerskaya et al., 2017). Кроме того, грибы могут
продуцировать хозяин-неспецифические фито-
токсины, например, грибы рода Alternaria проду-

цируют тенуазоновую кислоту (ТК) (Logrieco et al.,
2009; Kang et al., 2017), а также тентоксин (ТЕН),
который является циклическим тетрапептидом и
ингибирует развитие хлоропластов, вызывая хло-
розы (Halloin et al., 1970).

Многие вторичные метаболиты грибов рода Al-
ternaria могут оказывать негативное действие на
организм человека или животного, то есть харак-
теризоваться как микотоксины (Lou et al., 2013;
Tralamazza et al., 2018). К наиболее распространен-
ным в зерне альтернариотоксинам относят аль-
тернариол (АОЛ), его монометиловый эфир
(АМЭ), ТЕН и ТК (Fraeyman et al., 2017). Разные
виды Alternaria демонстрируют различный потен-
циал токсинообразования: штаммы видов секции
Alternaria [A. alternata (Fr.) Keissl., A. arborescens
E.G. Simmons, A. tenuissima и др.] продуцируют
сходные количества основных альтернариотокси-
нов, тогда как штаммы филогенетически близкие
к виду A. infectoria E.G. Simmons формируют не-
сколько иной профиль метаболитов, включаю-
щий специфичные для этой группы грибов соеди-
нения, такие как инфектопирон и новозеландины
(Andersen et al., 2002; Oviedo et al., 2013; Kahl et al.,
2015; Zwickel et al., 2018).

Токсичность вторичных метаболитов грибов
рода Alternaria еще детально не прояснена и явля-
ется предметом постоянных исследований (Ostry,
2008; Lee et al., 2015). Предполагают, что АОЛ и
АМЭ могут оказывать генотоксическое, мутаген-
ное и канцерогенное действие на человека и жи-
вотных (Moreno et al., 2012). Показано, что ТК бо-
лее токсична, чем AOЛ и АМЭ (Lou et al., 2013).
В настоящее время на основании токсикологиче-
ских исследований в странах Европейского Союза
предлагается ввести ограничение на содержание
ТК в продуктах для детского питания на основе
сорго/просо – не более 500 мкг/кг, поскольку эти
злаки наиболее подвержены контаминации ТК и
могут содержать ее в концентрации, достигающей
1200 мкг/кг (Rychlik et al., 2016). В то же время, со-
держание основных альтернариотоксинов (АОЛ
АМЭ, ТК и ТЕН) в зерне в большинстве случаев
не превышает 100 мкг/кг (Fraeyman et al., 2017).

Исследования загрязненности зерновых куль-
тур, выращенных в России, микотоксинами гри-
бов Alternaria носят единичный характер (Burkin,
Kononenko, 2011).

Целью исследования являлось выявление зара-
женности грибами рода Alternaria и Bipolaris sorokini-
ana и загрязнения микотоксинами зерна, выращен-
ного в 2017–2018 гг. в четырех областях Уральского
ФО. Для получения объективной информации ис-
пользовали совокупность результатов микологи-
ческого анализа, количественной ПЦР (кПЦР) и
высокоэффективной жидкостной хроматографии
(ВЭЖХ-МС/МС).
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Материалом для исследований являлись 56 об-
разцов зерна урожая 2017–2018 гг., собранных в
различных областях Уральского ФО. Средние об-
разцы зерна были получены из Щучанского райо-
на Курганской обл. (2 шт.), Исетского района Тю-
менской обл. (4 шт.), трех районов (Алапаевский,
Белоярский и Пышминский) Свердловской обл.
(11 шт.) и 10 районов Челябинской обл. (Варнен-
ский, Октябрьский, Чесменский, Еткульский,
Кизильский, Красноармейский, Сосновский,
Троицкий, Уйский, Чебаркульский) (39 шт.). Яро-
вая пшеница была представлена 36 образцами, тогда
как образцов овса и ячменя было 5 и 14 соответ-
ственно.

Для оценки зараженности зерна грибами и вы-
явления видового состава микромицетов из каж-
дого образца отбирали 100–200 зерен. Поверх-
ность зерен стерилизовали 5%-м гипохлоритом
натрия в течение 3 мин, после их отмывали сте-
рильной водой. В ламинарном боксе зерна рас-
кладывали в чашки Петри на поверхность карто-
фельно-сахарозной агаризованной среды (КСА),
в которую предварительно вносили растворы ан-
тибиотиков и детергента.

Через 7 суток инкубирования чашек Петри в
темноте при 24°С проводили учет всхожести се-
мян на питательной среде. Оценка всхожести зер-
на на питательной агаризованной среде не являет-
ся методом, рекомендованным ГОСТ 12038-84,
однако позволяет получить достоверные данные.
К всхожим относили те зерна, у которых длина
проростка за 7 суток инкубации составляла не ме-
нее 1 см.

Количество колоний темноокрашенных мик-
ромицетов подсчитывали спустя 8–10 суток инку-
бации, их принадлежность к грибам родов Alter-
naria и Bipolaris sorokiniana устанавливали по сум-
ме макро- и микроморфологических признаков
(Ellis, 1971; Simmons, 2007). Зараженность зерна
определенным таксоном рассчитывали как число
зерен, из которых были выделены грибы данного
таксона к общему числу анализируемых зерен,
выраженное в процентах.

Для последующей экстракции ДНК и микоток-
синов зерно каждого образца (20 г) гомогенизиро-
вали в стерильных контейнерах на мельнице Tube
Mill Control (IKA, Германия). Размолотую муку
хранили при –20°C до последующей экстракции
ДНК и микотоксинов.

Экстракцию ДНК из 200 мг зерновой муки, а
также из активно растущего мицелия типовых
штаммов Alternaria spp. и B. sorokininana из коллек-
ции лаборатории микологии и фитопатологии
ФГБНУ ВИЗР проводили с помощью набора для
выделения геномной ДНК (Thermo Fisher Scientif-
ic, Литва) по адаптированному протоколу.

Концентрацию ДНК, выделенной из муки и
штаммов, определяли, используя флуориметр Qubit
2.0 с набором реагентов Quant-iT dsDNA HS Assay
Kit (Thermo Fisher Scientific, США). ДНК штаммов
грибов разбавляли до концентрации 10 нг/мкл и ис-
пользовали для построения калибровочной кри-
вой в десятикратных последовательных разведе-
ниях от 10–1 до 10–6 нг/мкл. ДНК из образцов муки
разводили до концентрации 10–50 нг/мкл.

Содержание ДНК представителей двух секций
грибов рода Alternaria – Alternaria и Infectoriae, а
также ДНК B. sorokiniana определяли методом
кПЦР с красителем SYBR Green. Реакции про-
водили в объеме 20 мкл, содержащем 4 мкл
5×qPCRmix-HS SYBR мастер-микса (Евроген,
Россия), 500 нМ каждого праймера (Евроген, Рос-
сия) и 2 мкл раствора ДНК (20–100 нг). Для выяв-
ления ДНК грибов секции Alternaria использовали
праймеры AAF2/AAR3 (Konstantinova et al., 2002)
и следующий протокол амплификации: 50°, 2 мин;
95°, 10 мин; 40 циклов [95°, 15 с; 67°, 60 с; 72°, 5 с].
Содержание ДНК грибов секции Infectoriae опреде-
ляли с помощью праймеров AinfF3/AinfR4 (Ganni-
bal, Yli-Mattila, 2007) и протокола амплификации:
50°, 2 мин; 95°, 10 мин; 40 циклов [95°, 15 с; 65°,
60 с; 72°, 3 с]. ДНК гриба B. sorokiniana выявляли с
использованием праймеров COSA_F/COSA_R и
протокола амплификации: 95°, 3 мин; 40 циклов
[95°, 10 с; 68°, 20 с; 72°, 45 с] (Matusinsky et al., 2010).
Реакции проводили на термоциклере CFX96 Real-
Time System (BioRad, США) минимум в двух по-
вторностях, обработку первичных данных – с по-
мощью программного обеспечения Bio-Rad CFX
Manager 1.6.

Количество ДНК грибов выражали в виде доли
от общей ДНК, выделенной из зерновой муки
(пг/нг общей ДНК). Нижний достоверный предел
выявления содержания ДНК грибов в пробе был
установлен на уровне 5 × 10–4 пг/нг.

Экстракцию вторичных метаболитов проводи-
ли раствором ацетонитрил:вода:уксусная кислота
(79 : 20 : 1). К 5 г навески зерновой муки добавляли
20 мл раствора и встряхивали на роторном шейкере
PSU-20 (Biosan, Латвия) в течение 90 мин. Затем
экстракт центрифугировали 2 мин при 3000 об/мин
на центрифуге ЦЛн-16 (Поликом, Россия). Без
какой-либо очистки 500 мкл полученного экс-
тракта переносили в стеклянные виалы и разводи-
ли 500 мкл раствора ацетонитрил:вода:уксусная
кислота (20 : 79 : 1). Затем виалы запечатывали и
встряхивали в течение 30 с на Vortex Genius3 (IKA,
Германия). Отбор 5 мкл раствора экстракта для
анализа проводили автоматическим автосампле-
ром Agilent (Agilent Technologies, Germany).

Детектирование и количественное определе-
ние микотоксинов выполняли методом высоко-
эффективной хроматографии в сочетании с масс-
спектрометрией (ВЭЖХ-МС/МС) на комплексе
оборудования, состоящего из масс-спектрометра
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AB SCIEX Triple Quad ™ 5500 (Applied Biosystems,
USA), оснащенного источником ионизации с
электрораспылением TurboV (ESI) и системой
ВЭЖХ 1290 Agilent Infinity (Agilent Technologies,
Germany). Хроматографическое разделение про-
водили при 25°С на колонке Gemini® C18, 150 ×
× 4.6 мм (Phenomenex, USA). Валидацию методи-
ки для изучения восстановления аналитов при
анализе различных матриц (пшеница, ячмень,
овес) и количественный анализ содержания мико-
токсинов проводили согласно общепринятым ру-
ководствам (Matuszewski et al., 2003; Sulyok et al.,
2006; Malachová et al., 2014). В экстрактах анализи-
ровали содержание четырех микотоксинов, обра-
зуемых грибами Alternaria: АОЛ, АМЭ, ТЕН, ТК, с
лимитами обнаружения 2.0, 1.5, 2.0 и 6.3 мкг/кг,
соответственно.

Расчет средних значений и доверительного ин-
тервала при уровне значимости р < 0.05 проводили
в программе Microsoft Excel 2010. В программе Sta-
tistica 10.0 проводили проверку статистической
значимости разницы между средними анализиро-
ванных показателей с помощью дисперсионного
анализа (различия считали достоверными при
р < 0.05), а также корреляционный анализ связей
между количественными признаками – рассчиты-
вали коэффициент Пирсона (r).

РЕЗУЛЬТАТЫ

Всхожесть зерна на питательной среде. Всхо-
жесть зерна варьировала от 20 до 98% и не имела
достоверной связи с географическим происхожде-
нием и культурой, однако образцы пшеницы из
Тюменской и Челябинской областей в среднем ха-
рактеризовались лучшей всхожестью, чем образ-
цы из других регионов (табл. 1). В среднем всхо-

жесть зерна овса составила 55.8%, ячменя – 73.5%
и была достоверно ниже, по сравнению с пшени-
цей – 87.0% (p = 0.04), что вероятно обусловлено
наличием пленки, которая тормозит набухание
зерновки на питательной среде.

Зараженность зерна микромицетами. Основны-
ми представителями микобиоты проанализиро-
ванных образцов зерна являлись грибы рода Alter-
naria, тогда как зараженность грибами B. sorokini-
ana всех образцов была значительна ниже (рис. 1).
Грибы других таксономических групп, которые
являются типичными представителями микобио-
ты зерна (Fusarium Link, Epicoccum Link, Cladospo-
rium Link, Microdochium Syd. et P. Syd., Pyrenophora
Fr., Nigrospora Zimm., Arthrinium Kunze, Phoma
Sacc. и другие), также были выделены, хотя и с ча-
стотой, безусловно, меньшей, чем грибы Alternaria
и Bipolaris.

Микологический анализ показал, что грибы
рода Alternaria встречаются в 100% образцов. Гри-
бы рода Alternaria образуют колонии с обильным
воздушным мицелием различных оттенков: от
светло-серого до темно-оливкового и черного, с
интенсивным спороношением. Зараженность
зерна этими грибами варьировала от 14 (ячмень,
Челябинская обл., 2018 г.) до 100% (пшеница, Че-
лябинская обл., 2017 г.) и в среднем составляла
74.4%. Наименьшая средняя зараженность зерна в
2018 г. (36.5 ± 3.1%) выявлена в образцах овса из
Свердловской обл., а наибольшая (92.5 ± 0.5%) –
в образцах пшеницы из Курганской обл. В 2017 г.
максимальная зараженность этими грибами обна-
ружена в образцах пшеницы из Челябинской обл. –
95.1 ± 1.4%. Выявлена достоверно более высокая
зараженность зерна пшеницы грибами рода Alter-
naria (80.7 ± 5.1%) по сравнению с овсом и ячме-
нем (60.2 ± 7.8% и 63.8 ± 10.7%, соответственно).

Анализ видового состава грибов рода Alternaria в
образцах урожая 2018 г. показал, что в зерне встре-
чаются представители двух секций: Alternaria и In-
fectoriae. Частота встречаемости видов секции Al-
ternaria составила 93% от всех выделенных изоля-
тов Alternaria, а зараженность зерна варьировала в
зависимости от области (табл. 2). Средняя зара-
женность зерна овса представителями секций Al-
ternaria и Infectoriae оказалась достоверно более
низкой (40.8 ± 5.6% и 2.0 ± 1.1%, соответственно)
по сравнению с зерном пшеницы (72.2 ± 2.5% и
6.7 ± 0.9%) и ячменя (65.9 ± 4.6% и 4.5 ± 1.1%).
Установлена слабая положительная связь между
зараженностью образцов зерна представителями
двух секций Alternaria (r = 0.37, при p = 0.02).

Гриб B. sorokiniana образует компактные черные
бархатистые колонии с обильным спороношением.
Они были выявлены в 58.9% образцов, а заражен-
ность зерна в среднем составила 6.2 ± 2.2%. Наи-
меньший средний показатель отмечен в образцах
пшеницы из Курганской, Тюменской, Челябин-
ской областей вне зависимости от вида культуры и

Таблица 1. Всхожесть зерна из различных областей
Уральского федерального округа

Примечание. Условия эксперимента: КСА, 24°С, в темноте,
7 суток. *ДИ – доверительный интервал при уровне значимо-
сти p < 0.05.

Область, год 
урожая

Культура
(число образцов)

Средняя всхожесть 
± ДИ* (диапазон), 

%

Курганская, 2018 пшеница (2) 89; 95
Свердловская, 

2018
пшеница (3) 62.7 ± 12.2 (41–84)
овес (4) 55.5 ± 15.4 (20–88)
ячмень (4) 80.0 ± 6.2 (62–92)

Тюменская, 2017 пшеница (4) 92.5 ± 2.0 (88–96)
Челябинская, 

2017
пшеница (9) 91.0 ± 2.8 (74–98)

Челябинская, 
2018

пшеница (18) 87.3 ± 2.5 (65–98)
овес (1) 57
ячмень (11) 71.1 ± 6.1 (33–92)
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года урожая – от 0.2 ± 0.1% до 1.1 ± 0.4%. Заражен-
ность зерна B. sorokiniana отмечена во всех анали-
зированных образцах ячменя и в среднем состав-
ляла 8.9 ± 2.1%, что оказалось выше, чем у других
культур. В образцах ячменя из Челябинской обл.
доля зерен, инфицированных грибами B. sorokini-
ana, достигала 25%. Также, высоко зараженным яв-
лялось зерно ячменя из Свердловской обл. – в сред-
нем 9.5 ± 3.8% (максимум зараженных зерен со-
ставлял 21%).

Количество ДНК грибов Alternaria в зерне. ДНК
грибов рода Alternaria секций Alternaria и Infectoriae
выявлена во всех образцах (рис. 2), кроме того,
установлена достоверная положительная связь
(r = 0.49, р = 0.001) между содержанием их биомас-
сы в зерне. Однако, в среднем содержание ДНК гри-
бов секции Alternaria (1999 ± 137) × 10–4 пг/нг превы-
шало содержание ДНК грибов секции Infectoriae
(723 ± 88) × 10–4 пг/нг, а в отдельных образцах это
различие достигало 20 раз. В то же время распре-

Рис. 1. Средняя зараженность грибами образцов зерна из различных областей Уральского федерельного округа, 2017–2018 гг.
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Таблица 2. Зараженность грибами Alternaria spp. и Bipolaris sorokiniana образцов зерна из различных областей Ураль-
ского федерального округа, 2017–2018 гг.

Примечание. *Анализировали зараженность грибами секций Alternaria и Infectoriae зерна двух образцов пшеницы и трех овса уро-
жая 2018 г. из Свердловской области; **н.а. – не анализировали.

Область, год урожая Культура (число 
образцов)

Доля зараженных образцов / диапазон зараженности, %

секции Alternaria
B. sorokiniana

Alternaria Infectoriae

Курганская, 2018 пшеница (2) 100/80; 88 100/5; 12 50/1
Свердловская, 2018 пшеница* (3) 67/34; 39 0 67/3–15

овес* (4) 100/30–43 67/1; 2 75/5–15
ячмень (4) 100/46–72 50/1–2 100/4–21

Тюменская, 2017 пшеница (4) н.а.** н.а. 75/1–2
Челябинская, 2017 пшеница (9) н.а. н.а. 67/1–3
Челябинская, 2018 пшеница (18) 100/53–85 100/1–15 11/1–2

овес (1) 100/62 100/6 100/4
ячмень (11) 100/14–83 91/2–16 100/1–25
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деление содержания ДНК грибов секции Alternaria
между образцами было более равномерным (ко-
эффициент вариации составил 52.3%), тогда как
содержание ДНК грибов секции Infectoriae оказа-
лось более неоднородным (коэффициент вариа-
ции оказался 93.3%).

Содержание ДНК грибов секции Alternaria в
зерне образцов пшеницы урожая 2017 г. в среднем
составило (2079 ± 182) × 10–4 пг/нг и достоверно
не отличалось от средних показателей, выявлен-
ных для образцов зерна пшеницы – (1811 ± 476) ×
× 10–4 пг/нг, и ячменя – (2315 ± 345) × 10–4 пг/нг
урожая 2018 г., тогда как в зерне овса среднее со-
держание ДНК грибов этой секции было ниже –
(1272 ± 176) × 10–4 пг/нг. В среднем содержание
ДНК грибов секции Alternaria было достоверно
ниже в зерне пшеницы из Тюменской обл. (2017 г.) –
(1256 ± 168) × 10–4 пг/нг и в зерне овса из Сверд-
ловской обл. (2018 г.) – (1272 ± 176) × 10–4 пг/нг,
по сравнению с образцами из других областей.

В зерне пшеницы урожая 2017 г. содержание
ДНК грибов секции Infectoriae составило в сред-
нем (957 ± 181) ×10–4 пг/нг за счет высоких коли-
честв, обнаруженных в образцах из Челябинской
обл. В 2017 г. средние значения ДНК грибов секции
Infectoriae для всех образцов зерна из Челябинской обл.
составили (1232 ± 200) × 10–4 пг/нг, а в 2018 г. − (751 ±
± 80) × 10–4 пг/нг и были достоверно выше, по срав-
нению со средними количествами ДНК этих грибов
в зерне образцов из других областей, которые ва-
рьировали в диапазоне от (268 ± 131) × 10–4 пг/нг до
(338 ± 84) × 10–4 пг/нг. Сравнение зерновых куль-
тур урожая 2018 г. по содержанию ДНК грибов
секции Infectoriae показало, что в зерне ячменя их
количество в среднем было достоверно выше −

(968 ± 236) × 10–4 пг/нг, чем в зерне пшеницы –
(476 ± 70) × 10–4 пг/нг и овса – (207 ± 117) × 10–4 пг/нг.

Количество ДНК B. sorokiniana в зерне. ДНК
гриба B. sorokiniana выявлена в 48.2% образцов в
количестве от 6 × 10–4 до 381 × 10–4 пг/нг (рис. 3).
В зерне 39% образцов пшеницы и 80% образцов
ячменя была обнаружена ДНК гриба. В среднем,
зерно ячменя содержало ДНК B. sorokiniana в ко-
личестве (109 ± 32) × 10–4 пг/нг, что достоверно
больше по сравнению с зерном овса – (4.7 ± 4.0) ×
× 10–4 пг/нг и пшеницы – (7.4 ± 2.3) × 10–4 пг/нг
(р = 0.000). Только в зерне одного образца овса из
Пышминского р-на Свердловской обл. обнаружена
ДНК этого патогена в количестве 23.3 × 10–4 пг/нг.
При этом влияние географического происхожде-
ния образцов было несущественным. Установле-
на достоверная положительная связь (r = 0.43, р =
= 0.006) между зараженностью грибом B. sorokini-
ana и содержанием его биомассы в зерне, а также
между содержанием биомассы гриба B. sorokiniana
и представителей рода Alternaria в зерне: r = 0.66 при
р = 0.000 для секции Alternaria и r = 0.70 при p = 0.000
для секции Infectoriae.

Содержание вторичных метаболитов грибов рода
Alternaria в зерне. Микотоксины грибов рода Alter-
naria не были выявлены только в двух образцах
зерна ячменя из Свердловской обл. Одновремен-
но все четыре анализированных микотоксина
(АОЛ, АМЭ, ТЕН, ТК) обнаружены в пяти образ-
цах из Челябинской обл. (2018 г.), по два из кото-
рых – образцы зерна пшеницы и ячменя из Крас-
ноармейского р-на и один – образец овса из Ет-
кульского р-на.

Из четырех анализированных микотоксинов,
образуемых грибами Alternaria, в образцах зерна

Рис. 2. Содержание биомассы грибов рода Alternaria в образцах зерна из различных областей Уральского федерального
округа, 2017–2018 гг.
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чаще выявляли ТЕН и ТК. В 2017 г. этими мико-
токсинами были загрязнены 100% образцов зерна
пшеницы (табл. 3). Выявленные количества ТЕН
в среднем составляли 27 ± 4 мкг/кг (диапазон 4–
48 мкг/кг), а количества ТК были выше – в сред-
нем 111 ± 19 мкг/кг (15–226 мкг/кг). В зерне пше-
ницы из Тюменской обл. содержание этих двух
микотоксинов было достоверно ниже (ТЕН – 16 ±
± 7 мкг/кг и ТК – 47 ± 20 мкг/кг), по сравнению с
образцами зерна из Челябинской обл. (ТЕН – 31 ±
± 4 мкг/кг и ТК – 139 ± 20 мкг/кг). В 2018 г. ТЕН
был найден в зерне 91% образцов, его количество
в среднем составило 23 ± 3 мкг/кг (диапазон 3–
82 мкг/кг), а ТК была выявлена в 77% образцов в
количествах в среднем 127 ± 21 мкг/кг (диапазон
39–593 мкг/кг). В образцах из Челябинской обл.
средние количества ТЕН были достоверно выше
(26 ± 4 мкг/кг), по сравнению с образцами зерна

из Свердловской обл. (6 ± 3 мкг/кг), а средние ко-
личества ТК в зерне образцов из этих двух обла-
стей были сходными и составили 117 ± 48 мкг/кг в
Свердловской обл. и 134 ± 24 мкг/кг в Челябин-
ской обл. Между количеством ТЕН и ТК выявлена
положительная связь (r = 0.72, при р = 0.001).

В зерне урожая 2017 и 2018 гг. АОЛ обнаружен
соответственно в 15 и 23% образцов, его мономе-
тиловый эфир выявлен только в зерне 14% образ-
цов урожая 2018 г. Количества этих двух микоток-
синов были существенно ниже, по сравнению с
ТЕН и ТК. АМЭ обнаружен, за исключением од-
ного образца, в зерне только тех образцов, где
встречался АОЛ (диапазон количеств составил
2.4–25.6 мкг/кг), и по сравнению с исходным ме-
таболитом, его количества всегда были ниже (3.1–
5.4 мкг/кг). Между содержанием АОЛ и АМЭ в

Рис. 3. Содержание биомассы гриба Bipolaris sorokiniana в образцах зерна из различных областей Уральского федерального
округа, 2017–2018 гг.
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Таблица 3. Количество вторичных метаболитов грибов Alternaria в образцах зерна из различных областей Уральского
федерального округа, 2017–2018 гг.

Область, 
год урожая

Культура 
(число образцов)

Процент контаминированных образцов/диапазон количеств, мкг/кг

АОЛ АМЭ ТЕН ТК

Курганская, 2018 пшеница (2) 50/0; 3.4 0 100/2.9; 9.7 100/100.2; 39.5
Свердловская, 2018 пшеница (3) 0 0 100/6.0–79.4 100/53.4–388.1

овес (4) 25/4.9 0 75/6.4–39.9 75/61.4–471.3
ячмень (4) 0 0 50/5.4; 6.7 25/84.8

Тюменская, 2017 пшеница (4) 75/2.4–4.1 50/0.7; 1.1 100/4.4–35.0 100/14.7–105.1
Челябинская, 2017 пшеница (9) 0 0 100/16.8–48.0 100/56.7–226.5
Челябинская, 2018 пшеница (18) 22/7.5–19.0 18/3.1–5.4 100/13.2–79.9 89/61.8–593.4

овес (1) 100/4.6 100/4.0 100/82.2 100/257.2
ячмень (11) 27/3.1–25.6 18/4.6; 5.1 91/4.5–27.9 64/42.6–177.2
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зерне установлена достоверная связь (r = 0.72, при
р = 0.001).

Сравнение контаминации зерна разных куль-
тур урожая 2018 г. выявило различия по содержа-
нию микотоксинов Alternaria. АОЛ, также как и
АМЭ, чаще встречался в образцах овса (40% об-
разцов), чем пшеницы (22%) и ячменя (20%), од-
нако без достоверных различий между средним
содержанием микотоксинов, которые были низ-
кими – 1.9 ± 1.1 – 2.5 ± 1.1 мкг/кг для АОЛ и 0.5 ±
± 0.3 – 0.8 ± 0.8 мкг/кг для АМЭ. Распределение
ТЕН в зерне разных культур урожая 2018 г. было
сходным, выявлена 100%-я встречаемость этого
микотоксина в зерне пшеницы и 80% – как в зер-
не овса, так и ячменя. В то же время, ТК чаще вы-
являли в зерне пшеницы (91% образцов) и овса
(80%), чем ячменя (53%). Средние количества ТЕН
и ТК в зерне ячменя были достоверно ниже – соот-
ветственно 7 ± 2 мкг/кг и 50 ± 16 мкг/кг, по сравне-
нию с другими культурами. В зерне овса выявлены в
среднем 27 ± 15 мкг/кг ТЕН и 180 ± 83 мкг/кг ТК, а
в зерне пшеницы количества этих двух микоток-
синов составили в среднем 32 ± 4 мкг/кг ТЕН и
165 ± 30 мкг/кг ТК.

Достоверная положительная связь между зара-
женностью зерна и количеством микотоксина вы-
явлена для секции Infectoriae и ТЕН (r = 0.40, при
р = 0.012). В то же время, связи между зараженно-
стью зерна B. sorokiniana, а также содержанием
биомассы этого патогена и ТЕН оказались отри-
цательными (r = –0.42, при p = 0.009 и r = –0.33,
при p = 0.04, соответственно).

ОБСУЖДЕНИЕ
Анализ урожая зерна позволяет определить его

целевое назначение – продовольственное, кормо-
вое или семенное. Если в случае использования
зерна в качестве семян одним из определяющих
показателей является его всхожесть, то для продо-
вольственного и фуражного зерна на первый план
выходит его контаминация микотоксинами.

Полученные результаты выявили существен-
ную разницу изученных образцов трех зерновых
культур по всхожести зерна на питательной среде.
Выявлена положительная связь между всхоже-
стью зерна и его зараженностью наиболее обиль-
ными представителями микобиоты – грибами ро-
да Alternaria секции Alternaria (r = 0.65, при р =
= 0.000) и, в меньшей степени, секции Infectoriae
(r = 0.45, при р = 0.039). Достоверная отрицатель-
ная связь установлена между всхожестью зерна и
его зараженностью B. sorokiniana (r = –0.64 при
р = 0.000).

В то же время количественное содержание био-
массы (ДНК) грибов из двух разных секций Alter-
naria и B. sorokiniana не оказывало достоверного
влияния на всхожесть и связей между этими пока-
зателями не выявлено. По всей видимости, воз-

действие данных грибов обусловлено, прежде все-
го, их наличием, а не количественным присут-
ствием.

Если мнение исследователей о негативном
влиянии гриба B. sorokiniana на проростки едино-
душно, то дискуссия о влиянии грибов Alternaria
на семенные качества зерна до сих пор продолжа-
ется, и мнения высказываются часто противопо-
ложные (Kosiak et al., 2004; Gannibal, 2014;
Castañares et al., 2020). Наши многолетние наблю-
дения показывают, что из зерен, зараженных гри-
бами Alternaria, как правило, развиваются здоро-
вые проростки, внешне не отличимые от пророст-
ков из неинфицированных семян (Gannibal, 2007,
2014; Gagkaeva et al., 2012).

Большой интерес представляют исследования
по выявлению эффекта вторичных метаболитов
грибов Alternaria на прорастание зерна. Оценка
фитотоксического действия культуральной жид-
кости разных видов Alternaria показала, что Alter-
naria infectoria и близкородственные виды в сред-
нем меньше влияли на рост корней и проростков
семян пшеницы, чем A. tenuissima и A. alternata
(Gannibal, 2007). В другой работе, при обработке
семян культуральной жидкостью штаммов A. te-
nuissima, в 16% случаев отмечался стимулирую-
щий эффект на рост корней и проростков зерно-
вых культур (Toropova et al., 2015). В нашей работе
влияние присутствия какого-либо из четырех аль-
тернариотоксинов на всхожесть зерна не выявле-
но. По всей видимости, роль способствующего
прорастанию фактора могут играть другие вторич-
ные метаболиты грибов Alternaria.

Анализ грибов Alternaria выявил представите-
лей, относящихся к двум секциям этого рода – Al-
ternaria и Infectoriae. Общее число изолятов, по
микроморфологическим признакам отнесенных к
секции Alternaria, превышало в 11.5 раза число
изолятов, относящихся к секции Infectoriae. В ре-
зультате кПЦР с праймерами, специфичными к
этим двум группам грибов, установлено, что сред-
ние количества ДНК грибов секции Alternaria бы-
ли выше в 5.1 раза, по сравнению со средними ко-
личествами ДНК грибов секции Infectoriae. Виды
секции Alternaria растут и образуют спороношение
быстрее на питательной среде и, как правило, бо-
лее пигментированы, чем представители секции
Infectoriae, которые, в связи с этим, часто остаются
незамеченными (Gannibal, 2018). Применение
кПЦР в нашем исследовании позволило выявить
истинную зараженность зерна видами грибов Al-
ternaria, относящимися к разным секциям.

Соотношение видов секций Alternaria и Infecto-
riae в микобиоте зерновых культур во многом за-
висит от погодно-климатических факторов и мо-
жет существенно варьировать в разные вегетаци-
онные сезоны (Kosiak et al., 2004; Gannibal, 2018).
Однако влияние конкретных погодных условий
(температура, влажность, осадки) в течение веге-
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тационного сезона на распространение грибов ро-
да Alternaria в посевах зерновых относят к недоста-
точно изученным факторам (Gannibal, 2018).

Согласно ранее опубликованной информации
о распространении A. infectoria и близкородствен-
ных видов на территории России, эти грибы часто
встречаются в западной части страны, редко – на
Урале и в Сибири, и отсутствуют на востоке (Gan-
nibal, 2014). В нашем исследовании выявлено мас-
совое распространение представителей секции In-
fectoriae на территории Уральского ФО и установ-
лена достоверная положительная связь между
зараженностью ими зерна и количествами ТЕН.
Поскольку сведения о токсинопродуцирующей
способности грибов секции Infectoriae противоре-
чивы (Andersen et al., 2002; Ovideo et al., 2013), то
природа выявленной связи требует дальнейшего
изучения.

Сообщалось, что зерно разных зерновых куль-
тур (пшеницы, овса, ржи и ячменя) заражается
грибами рода Alternaria секций Alternaria и Infecto-
riae почти в равной степени независимо от сорта
(Gannibal, 2018). Наши результаты не выявили
различий по зараженности грибами двух секций
Alternaria зерна пшеницы и ячменя, однако зара-
женность зерна овса была достоверно ниже. Та же
ситуация наблюдалась при сравнении зерновых
культур по содержанию биомассы грибов секции
Alternaria – в зерне овса среднее количество их
ДНК было достоверно более низким, чем в зерне
пшеницы и ячменя, контаминация которых была
сходной. В то же время в зерне ячменя среднее ко-
личество ДНК грибов секции Infectoriae было до-
стоверно выше, по сравнению с зерном пшеницы
и особенно овса.

Кроме того, выявлено существенное различие
анализированных образцов по зараженности зер-
на и содержанию биомассы гриба Bipolaris sorokin-
iana – зерно ячменя было инфицировано интен-
сивнее и среднее количество ДНК патогена было
выше, в сравнении с зерном пшеницы и овса. На-
ши результаты согласуются с полученной ранее
информацией о более высокой зараженности зер-
на ячменя (Kazakova et al., 2016) и более высоких
содержаниях биомассы B. sorokiniana в зерне яч-
меня (Orina et al., 2018) в сравнении с другими зер-
новыми культурами. Высокая чувствительность
этой культуры к поражению B. sorokiniana связана
с более низким содержанием фенольных соедине-
ний в клеточной стенке и активностью некоторых
ферментов, отвечающих за первичный иммунный
ответ (Bashyal et al., 2011).

Из четырех анализированных микотоксинов,
продуцируемых грибами рода Alternaria, в зерне
наиболее часто и в большом количестве выявлены
ТЕН и ТК, что согласуется с результатами других
исследователей (Müller, Korn, 2013; Xu et al., 2016;
Topi et al., 2018). Обнаружено достоверное разли-
чие между культурами по накоплению этих мико-

токсинов в зерне: при сходной встречаемости в
зерне ячменя содержания ТЕН и ТК в среднем
были в 4.5 и 2.9 раза меньше, чем в зерне пшеницы
и овса. Раннее так же было установлено, что ТЕН
и ТК в зерне ячменя встречается с меньшей часто-
той, чем в зерне пшеницы (Uhlig et al., 2013). Су-
щественное влияние типа зернового субстрата на
уровни накопления микотоксинов штаммами Al-
ternaria alternata также было показано в лаборатор-
ных экспериментах (Li et al., 2001). Недавно было
выявлено преобладание АОЛ по частоте обнару-
жения и накапливаемому количеству в зерне яч-
меня по сравнению с ТК и АМЭ, однако авторами
также отмечалось существенное влияние погод-
ных условий на встречаемость альтернариотокси-
нов в зерне (Castañares et al., 2020). Между тем,
оценка накопления токсинов штаммами A. alter-
nata, выделенными из зерна пшеницы, показала,
что продуцирование AOЛ при культивировании
на зерновых субстратах начиналось раньше, чем
других анализированных микоксинов: АМЭ, ТК,
альтенуена и альтертоксина I (Li et al., 2001). Уста-
новлена взаимосвязь между содержанием АОЛ и
его метилированным производным АМЭ, как от-
мечалось ранее – накопление этих двух микоток-
синов в субстрате взаимосвязано (Ovideo et al., 2013;
Zhao et al., 2015; Xu et al., 2016). Положительная
связь между содержанием ТЕН и ТК в зерне также
отмечалась другими исследователями (Li et al., 2001;
Ovideo et al., 2013; Zhao et al., 2015; Xu et al., 2016) и
может указывать на неспецифичное совместное
продуцирование этих микотоксинов грибами рода
Alternaria. Продуцирование разнообразных вто-
ричных метаболитов служит грибам для адапта-
ции в окружающей среде и, несмотря на генетиче-
скую детерминированность, способность к их об-
разованию реализуется в зависимости от
сложившихся конкретных условий.

Выявлена достоверная отрицательная связь
между зараженностью зерна грибами рода Alter-
naria, относящимися к секции Alternaria, и Bipolar-
is sorokiniana (r = –0.51, при р = 0.001), а также
между грибами секции Infectoriae и B. sorokiniana
(r = –0.35, при р = 0.027). В ранних наблюдениях
показано негативное влияние присутствия B. soro-
kiniana на зараженность зерна грибами рода Alter-
naria (Gannibal, 2018). В другом исследовании был
показан сходный антагонистический характер
биотических отношений между Alternaria spp. и
B. sorokiniana, выделенных из зерна ячменя, что,
по мнению авторов, является характерным для ви-
дов с максимальным перекрытием экологических
ниш (Kazakova et al., 2016). В то же время, выявле-
на достоверная положительная связь между со-
держанием ДНК гриба B. sorokiniana и ДНК пред-
ставителей двух секций Alternaria в зерне, тогда
как связь между биомассой B. sorokiniana и содер-
жанием ТЕН, продуцируемым грибами Alternaria,
была достоверно отрицательная. Известно, что
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продуцирование микотоксинов грибами Alternaria
вариабельно и чрезвычайно чувствительно к усло-
виям среды, особую роль среди которых играют
взаимодействия с другими организмами, входя-
щими в состав сообщества (Lee et al., 2015; Müller
et al., 2015). Нами не найдена информация о взаи-
мовлиянии грибов Alternaria и B. sorokiniana в кон-
тексте продуцирования вторичных метаболитов.
Однако, установление сроков и механизмов зара-
жения растений грибами, а также их взаимоотно-
шения друг с другом и с растениями представляют
значительный практический и научный интерес.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Нами показано, что грибы Alternaria и Bipolaris
встречаются повсеместно в зерне, выращенном в
Уральском ФО. Впервые с использованием кПЦР
выявлено содержание ДНК грибов двух секций
рода Alternaria, подтверждающее превалирование
представителей секций Alternaria над грибами сек-
ции Infectoriae в составе микобиоты, продемон-
стрированное при микологическом анализе об-
разцов. Показано, что зараженность грибами дан-
ных секций рода Alternaria не только не снизила
всхожесть зерна, но и стимулировала его прорас-
тание. Таким образом, значительная заражен-
ность этими грибами не является ограничением
для использования зерна на семенные цели. Ис-
пользование ВЭЖХ-МС/МС позволило оценить
содержание вторичных метаболитов грибов в зер-
не разных культур. В настоящее время, из-за от-
сутствия официальных документов, нормирую-
щих содержание микотоксинов грибов Alternaria в
зерне и продуктах его переработки, даже их значи-
тельное количество не является основанием для
ограничения использования зерна на пищевые
цели. С использованием как микологического
анализа, так и кПЦР, нами выявлено значитель-
ное распространение B. sorokiniana в зерне всех
трех анализированных культур. Высокая вредо-
носность этого гриба определяет необходимость
дальнейшего углубленного изучения видового
разнообразия и мониторинга встречаемости гри-
бов, относящихся к роду Bipolaris, в регионах вы-
ращивания зерновых культур. Чтобы минимизи-
ровать риски получения некачественного зерна,
необходимы детальные исследования не только
таксономического состава грибов, но и спектра
микотоксинов, особенно тех, информация о рас-
пространении которых до настоящего времени
была ограничена.

Авторы благодарят сотрудников компаний
ООО “Сингента” и АО “Байер” за предоставлен-
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“ВНИТИП” РАН) за анализ микотоксинов. Ис-
следование выполнено при поддержке Россий-
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Micromycetes Alternaria spp. and Bipolaris sorokiniana and Mycotoxins 
in the Grain from the Ural Region

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

a All-Russian Institute of Plant Protection, 196608 St. Petersburg, Russia
#e-mail: orina-alex@yandex.ru

##e-mail: olgavrilova1@yandex.ru
###e-mail: t.gagkaeva@mail.ru

####e-mail: fgannibal@vizr.spb.ru

Alternaria and Bipolaris fungi are widely represented in the grain of wheat, barley, and oat harvested in the Ural
Region. For the first time, the ubiquity of Alternaria fungi belonging to sections Alternaria and Infectoriae was
confirmed using quantitative PCR. High Alternaria spp. infection (average infection rate 74%, the DNA content
of section Alternaria 1999 × 10–4 pg/ng, the DNA content of section Infectoriae 723 × 10–4 pg/ng) led to con-
tamination of grain with mycotoxins produced by these fungi. Among Alternaria mycotoxins tentoxin (up to
82 μg/kg) and tenuazonic acid were detected more often in grain samples compared to alternariol and its
monomethyl ether. All analyzed mycotoxins were simultaneously identified in 12.5% of the samples. Alternariol
was more frequently detected in the oat grain (40% of all samples; up to 5 μg/kg) than in the grain of wheat (22%;
19 μg/kg) and barley (20%; 26 μg/kg). Whereas, tenuazonic acid significantly more often contaminated samples
of wheat (91%; up to 593 μg/kg) and oat (80%; 471 μg/kg) grain than barley (53%; 177 μg/kg). A positive rela-
tionship of the Alternaria sect. Infectoriae infection rate and tentoxin amount was found (r = 0.40, p = 0.01). The
grain infection with Bipolaris sorokiniana was detected in 58.9% of samples while average infection rate was 6.4%.
The infection rate and biomass content of B. sorokiniana in barley grain were significantly higher (8.9%
and 109 × 10–4 pg/ng, respectively) than in grain of wheat and oat. Between the grain germination and the per-
centage of Alternaria fungi infection a positive relationship was revealed, and, conversely, a significant negative
relationship was established between B. sorokiniana infection and the grain germination.

Keywords: fungi, germination, mycotoxins, quantitative PCR, small grain cereals, Ural Region
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