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Грибы рода Alternaria являются продуцентами биологически активных соединений, среди которых па-
тоген редиса и некоторых других крестоцветных вид Alternaria japonica изучен недостаточно, а имеющи-
еся данные литературы о токсических метаболитах этого фитопатогена противоречивы. Возможно,
они связаны с использованием узкого набора питательных субстратов для культивирования гриба, ли-
бо с неточной видовой идентификацией использованных штаммов. Цель представленной работы –
провести точную идентификацию российских штаммов A. japonica и определить токсигенный потен-
циал этого гриба. На основе полифазного подхода – оценки комплекса морфологических признаков
(диаметр и морфология недельных колоний на диагностических агаризованных средах КМА и YES,
размеры конидий, наличие хламидоспор), анализа нуклеотидных последовательностей ДНК-маркеров
(участков ITS и EF1α) и хемотаксономических данных (образование микотоксинов) – идентифициро-
вано 4 российских штамма A. japonica. Выход биомассы и экстрактивных веществ из культур A. japonica
существенно зависел от состава жидкой питательной среды. Анализ метаболитных профилей экстрак-
тов при помощи ВЭЖХ/МС-УФ показал слабые различия между штаммами A. japonica. Экстракты из
культур этих грибов обладали фитотоксической активностью в отношении листьев редиса и цитоток-
сичностью в отношении клеток инфузории-туфельки на уровне действия экстрактов гриба A. tenuissi-
ma. В экстрактах A. japonica идентифицированы известные у некоторых видов рода Alternaria брассици-
колин А, дигидробрассициколин А, фоменин А и фоменин Б. Микотоксины (альтернариол, его мети-
ловый эфир, тентоксин, тенуазоновая кислота, альтенуен), характерные для космополитного вида
A. tenuissima, в культурах штаммов A. japonica не обнаружены. Анализ токсичности экстрактов и выхода
экстрактивных веществ у различных штаммов A. japonica показал, что штамм MFP244011 может быть
использован для продукции как известных, так и предположительно новых токсинов при культивиро-
вании на синтетической среде М1Д и полусинтетических жидких питательных средах (например, среде
Сабуро).
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ВВЕДЕНИЕ

Грибы рода Alternaria Nees хорошо известны
как продуценты биологически активных соедине-
ний, прежде всего, микотоксинов. Многие из вы-
явленных у различных видов альтернариоидных
грибов метаболиты обладают полезными свой-
ствами, благодаря которым они могут быть ис-
пользованы в медицине и защите растений (Lou et al.,

2013; Dalinova et al., 2020). Скрининг экстрактов из
культур различных малоизученных видов этого
рода выявил, что штамм MFP181011 A. japonica
Yoshii образует при культивировании в жидкой
культуре фитотоксические и инсектицидные мета-
болиты (Berestetskiy et al., 2018, 2019). Вид A. japonica
широко распространен в мире и вызывает болезни
ряда крестоцветных культур (рапс, канола, редис,
редька, турнепс, кресс-салат, гулявник и другие),
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являясь, как правило, наиболее патогенным в
комплексе альтернариоидных грибов, поражаю-
щих указанные растения (Corlett, Corlett, 1999; Gi-
lardi et al., 2014; Gannibal, 2015; Al-lami et al., 2018,
2019a, 2019b; Gilardi et al., 2018; Blagojević et al.,
2020). Иногда этот вид встречают на растениях
других семейств, однако высокую патогенность
гриб проявляет при заражении представителей се-
мейства Brassicaceae (Nishikawa, Nakashima, 2020).
Кроме того, A. japonica предложен в качестве по-
тенциального микогербицида против дикой редь-
ки (Raphanus raphanistrum, Brassicaceae) в Австра-
лии (Scott, 2012), водяного гиацинта (Eichhornia
crassipes, Pontederiaceae) в Индии (Dutta et al.,
2015), а также в качестве продуцента гербицидных
метаболитов для борьбы с партениумом поздне-
плодным (Parthenium hysterophorus, Asteraceae) в
Пакистане (Javaid et al., 2017).

Метаболиты Alternaria japonica и их токсиген-
ные свойства изучены недостаточно. Проведено
предварительное изучение летучих метаболитов
A. japonica, среди которых выявлены хорошо из-
вестные вещества, способные проявлять биологи-
ческую активность (Javaid et al., 2019). Имеется
информация, что этот вид, наряду с некоторыми
другими видами рода Alternaria, образует тентоксин –
хорошо известный олигопептидный фитотоксин
(Suemitsu et al., 1992). Изучение образования пяти
основных микотоксинов альтернариоидных гри-
бов (тенуазоновой кислоты, альтернариола, его ме-
тилового эфира, альтенуена и тентоксина) в чи-
стой культуре 10 штаммов A.  japonica показало,
что у 8 штаммов эти вещества не выявлены, у од-
ного – обнаружены все указанные токсины, за ис-
ключением тентоксина, у одного – выявлена
только тенуазоновая кислота (Siciliano et al., 2015,
2017). Таким образом, имеющиеся данные литера-
туры о токсических метаболитах A.  japonica про-
тиворечивы. Возможно, они связаны с использо-
ванием различными авторами разных питатель-
ных субстратов (либо узкого их набора) для
культивирования грибов либо с неточной видовой
идентификацией использованных культур. Сле-
дует отметить также, что морфолого-культураль-
ные и физиолого-биохимические свойства рос-
сийских штаммов этого гриба не изучены.

Цель представленной работы – охарактеризо-
вать штаммы A.  japonica как продуценты биологи-
чески активных соединений и определить токси-
генный потенциал метаболитов этого гриба.
Для этого уточнена видовая принадлежность че-
тырех российских штаммов A. japonica при помо-
щи микологических и молекулярно-генетических
методов, оценен выход экстрактивных веществ из
культур микромицетов, полученных на различных
жидких и твердых питательных средах, проанали-
зированы метаболитные профили экстрактов по
их комплексности и составу, а также определена
токсигенность полученных экстрактов.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Объекты исследований. В работе использованы

4 штамма A. japonica из коллекции чистых культур
Лаборатории микологии и фитопатологии Все-
российского института защиты растений, кото-
рые были выделены и предварительно идентифи-
цированы Ф.Б. Ганнибалом: MFP181011 (далее
181), MFP239011 (далее 239), MFP244011 (далее
244) и MFP 259011 (далее 259). Штамм наиболее
распространенного вида рода Alternaria – A. tenuis-
sima MFP253011 (далее 253) использован для срав-
нения (табл. 1). Культуры сохраняли на стандарт-
ной среде КГА (картофельно-глюкозный агар)
при температуре 5°С.

Видовая идентификация. Для описания морфо-
лого-культуральных свойств штаммы выращива-
ли на двух стандартных агаризованных средах
(КМА и YES) при температуре 24°С при постоян-
ном освещении лампами дневного света (4 по-
вторности) и при постоянной темноте (4 повтор-
ности). Анализировали диаметр и морфологию
недельных колоний, длину и ширину конидий,
наличие хламидоспор, согласно рекомендациям
по определению грибов рода Alternaria (Gannibal,
2011). Экстракцию ДНК из воздушного мицелия
грибов проводили с помощью набора Genomic
DNA Purification Kit (Thermo Fisher Scientific,
Литва) либо как описано ранее (Sokornova et al.,
2018). Таксономически значимые участки гена
фактора элонгации 1α (EF1α) и транскрибируе-
мого внутреннего спейсера (ITS) были амплифи-

Таблица 1. Происхождение штаммов Alternaria japonica и A. tenuissima, использованных в работе и номера нуклеотид-
ных последовательностей, депонированных в базе данных NCBI

Штамм Вид Происхождение
Номер в NCBI

ITS EF1α

MFP181011 A. japonica плод редьки, Московская обл. MT895504 MT904295
MFP 239011 A. japonica семена редиса, место сбора неизвестно MT895505 MT904296
MFP 244011 A. japonica семена редиса, место сбора неизвестно MT895503 MT904294
MFP 259011 A. japonica семена капусты, Республика Дагестан MT895502 MT904293
MFP253011 A. tenuissima плод редьки, Республика Дагестан MT895501 MT904292
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цированы с помощью праймеров EF1-728f/EF1-986r
(Carbone, Kohn, 1999) и ITS1/ITS4 (White et al.,
1990). В состав смеси для ПЦР входили Dream-
Taq™ Green Master Mix (2X) (Thermo Scientific,
США), по 5 пикомоль каждого праймера и 1 мкл
препарата ДНК. Очистку продуктов ПЦР из ага-
розного геля осуществляли с помощью набора
diaGene (Диаэм, Россия). Нуклеотидную последо-
вательность определяли на секвенаторе ABIPrism
3500 (Applied Biosystems-Hitachi, США) с исполь-
зованием набора реактивов BigDye Terminator v3.1
Cycle Sequencing Kit (ABI, США). Выравнивание и
редактирование нуклеотидных последовательно-
стей проводили с помощью программы Vector NTI
Advance 10 (Thermo Fisher Scientific, США) или в
свободной программе BioEdit. Полученные си-
квенсы депонированы в базе данных NCBI (табл.
1) и сопоставлены с имеющимися в ней последо-
вательностями нуклеотидов грибов.

Культивирование грибов. В работе использова-
ны две синтетические и две полусинтетические
стандартные жидкие питательные среды: среда
Чапека с витаминами (ЧАВ) (20 г глюкозы, 2 г NaNO3,
1 г KH2PO4, 0.5 г MgSO4, 0.5 г KCl, 100 мкг тиами-
на, 5 мкг биотина, вода до 1 л, рН 6), М1D [0.45 г
Ca(NO3)2, 0.15 г KNO3, 0.15 г KCl, 0.03 г NaH2PO4,
45 г сахарозы, 7.5 г виннокислого аммония, 0.003 г
FeCl3 · 6 H2O, 0.0375 г ZnSO4 · 7 H2O, 0.003 г H3BO3,
0.015 г KJ, 0.75 г MnSO4, 5.25 г MgSO4 · 7 H2O, вода
до 1 л, рН6], ДМГ (20 г глюкозы, 10 г мальтозного
экстракта, 4 г дрожжевого экстракта, вода до 1 л),
среда Сабуро (10 г пептона, 40 г глюкозы, вода до
1 л) в литровых конических колбах с 300 мл среды.
Грибы культивировали также на твердом субстра-
те: 100 г перловой крупы, 60 мл воды в 500-милли-
литровых конических колбах. Субстраты стерили-
зовали автоклавированием при температуре 121°С
в течение 20 мин. В качестве посевного материала
использовали блоки 5 мм в диам. из края двухне-
дельных колоний грибов, полученных на КМА
при 24°С. Инкубацию микромицетов осуществля-
ли при постоянной температуре 24°С в темноте в
течение трех недель. Для улучшения аэрации и
предотвращения комкования твердых культур
колбы ежедневно тщательно встряхивали. Куль-
тивирование грибов выполнили в трех повторно-
стях.

Получение экстрактов. Экстракцию грибных
экзометаболитов из фильтрата культуральной
жидкости проводили растворителями разной по-
лярности и при разном значении рН культураль-
ного фильтрата: 300 мл фильтрата подщелачивали
раствором 0.1 Н NaOH до нейтрального значения
и экстрагировали в делительной воронке двумя
150-миллилитровыми порциями хлористого ме-
тилена; оставшуюся водную фазу концентриро-
ванной муравьиной кислотой доводили до рН 3,
после чего грибные метаболиты извлекали двумя
150-миллилитровыми порциями этилацетата. Эн-

дометаболиты изучаемых микромицетов экстра-
гировали из сухого измельченного мицелия сна-
чала гексаном, затем этилацетатом двумя 100-мл
порциями каждого растворителя. Растворители
отгоняли из экстрактов при помощи ротационно-
го испарителя при температуре водяной бани
40°С, после чего определяли массу сухого остатка.

Анализ метаболитного профиля экстрактов. Су-
хой остаток экстрактов растворяли в ацетонитри-
ле до концентрации 5 мг/мл. Использована хро-
матографическая система Acella с трехквадру-
польным масс-спектрометрическим детектором
TSQ Quantum Access™ (Thermo Scientific, США).
Условия хроматографирования: колонка Acquity
UPLC BEH C18 2.1 × 100 мм с зернением 1.7 мкм
(Waters, США). Разделение экстрактов (объем
вводимой пробы – 2 мкл) осуществляли на колон-
ке Zorbax CB-С18 150×2.1 мм с зернением 1.8 мкм
(Agilent, США) при скорости подачи элюента
250 мкл/мин в градиентном режиме в системе аце-
тонитрил–0.1%-я муравьиная кислота в градиент-
ном режиме: концентрация ацетонитрила повы-
шалась от 1 до 95% в течение первых 17 минут; 95%
ацетонитрила с 18-й минуты в течение трех минут;
с 20-й минуты до 20.01 минуты концентрация аце-
тонитрила понижалась до 1% и поддерживалась
еще 5 минут на этом уровне. Тип ионизации масс-
детектора – термоэлектрораспыление, диапазон
сканирования 100–1000 m/z c частотой 0.8 секунды
в режиме положительно заряженных ионов. Хро-
матограммы анализировали с помощью открытой
программы MZmine 2.4 (Pluskal et al., 2010). Для
сравнения метаболитных профилей экстрактов на
хроматограммах определяли время удерживания
(tR) и значения m/z пиков основных метаболитов.
Для идентификации веществ в экстрактах исполь-
зовали также стандарты тенуазоновой кислоты,
альтернариола и его метилового эфира.

Биологическая активность экстрактов. Фито-
токсическую активность экстрактов оценивали на
надколотых острой иглой листовых высечках из
листьев редиса (Raphanus sativus var. sativus, сорт
Заря). Цитотоксичность экстрактов оценивали на
культуре инфузории-туфельки (Paramecium caudatum),
предоставленной Д.О. Виноходовым (Санкт-Пе-
тербургский технический университет) и поддер-
живаемой на среде Лозина–Лозинского при ком-
натной температуре. Методики биопроб были по-
дробно изложены ранее (Berestetskiy et al., 2020).

Статистическая обработка данных. Статистиче-
ские расчеты проводили с помощью программы
SigmaPlot 12.5. Однофакторный и многофактор-
ный дисперсионный анализ проводили с помо-
щью программы Statistica 10 (StatSoft, США)
функции ANOVA. Достоверность различий между
средними устанавливали на основе критерия наи-
меньшей средней разности (Fisher’s LSD Method)
на уровне значимости Р = 0.05.
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РЕЗУЛЬТАТЫ

Видовая идентификация. Анализ нуклеотидных
последовательностей участка ITS (табл. 1) позво-
лил отнести изученные штаммы к роду Alternaria.
Сиквенсы участка EF1α штаммов 181, 239, 244 и
259 (табл. 1) были высокогомологичны (>99.7%)
сиквенсам различных штаммов A. japonica, вклю-
чая типовой штамм CBS 118390 (Woudenberg et al.,
2013).

Наблюдали существенную вариабельность ро-
ста штаммов Alternaria spp. на агаризованных сре-
дах (табл. 2, рис. 1). Штаммы 181 и 244 Alternaria ja-
ponica отличались относительно медленным ро-
стом на КМА (диаметр недельных колоний около
60 мм), тогда как штаммы 239, 259, 253 A. japonica
и A. tenuissima росли быстрее (диаметр недельных
колоний около 70–75 мм). На среде YES рост ко-
лоний A. japonica (181, 239, 244 и 259) был более
слабым (35–45 мм) по сравнению с A. tenuissima
253 (60 мм).

На КМА цвет колоний изученных Alternaria
spp. варьировал от беловатого до серовато-олив-
кового, на YES – также имел желтоватые оттенки
в центре колоний. Заметных различий между изу-
ченными штаммами не обнаружено. На КМА ко-
лонии штаммов 239, 259, 253 характеризовались
хорошо развитым воздушным мицелием, тогда
как периферия колоний медленнорастущих
штаммов 181 и 244 имела паутинистый слабораз-
витый воздушный мицелий. На среде YES воз-
душный мицелий изученных микромицетов был
хорошо развит без существенных различий между
штаммами (рис. 1).

В культуре на КМА конидии A. japonica (181,
239, 244 и 259) образовывались в коротких цепоч-
ках (2–4 конидии) и были визуально крупнее (рис. 3),
чем конидии A. tenuissima 253, которые образовы-
вались в виде длинных цепочек. Длина корпуса
конидий изученных Alternaria spp. варьировала в
диапазоне 32–50 мм, различия между штаммами
были несущественными. Ширина корпуса кони-
дий A. japonica (181, 239, 244 и 259) была примерно

Таблица 2. Морфолого-культуральные признаки исследованных штаммов Alternaria spp.

Примечание: 1Nishikawa, Nakashima (2020); 2Gannibal (2011); 3Rahimloo, Ghosta (2015); 4здесь и далее в таблицах приведены сред-
ние значения со стандартным отклонением (р = 0.05).

Штамм
Диаметр недельных колоний, мм Размеры корпуса конидий, мкм Наличие 

хламидоспорКМА YES длина ширина

181 60 ± 0.4 4 39 ± 0.4 49 ± 12.3 21 ± 5.4 +

239 67 ± 1.9 31 ± 0.6 46 ± 6.9 18 ± 3.4 +
244 59 ± 2.0 35 ± 1.7 39 ± 8.2 17 ± 3.6 +
259 74 ± 0.7 44 ± 0.8 40 ± 7.6 23 ± 4.5 +
253 78 ± 0.4 59 ± 0.7 32 ± 6.6 9 ± 1.2 –

A. japonica1 58–601 35–702 18–242 +

A. tenuissima2 62–663 20–45 8–12 –

Рис. 1. Морфология недельных колоний Alternaria japonica (a – 181, б – 239, в – 244, г –259) и A. tenuissima (д – 253) на КМА
(верхний ряд) и YES (нижний ряд).

(a) (б) (в) (г) (д)
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в 2 раза больше ширины корпуса конидий A. te-
nuissima 253 (табл. 2, рис. 2). В воздушном и суб-
стратном мицелии A. japonica (181, 239, 244 и 259)
обнаружены хламидоспоры – округлые или вытя-
нутые темноокрашенные клетки в виде цепочек
(рис. 3), в культуре штамма 253 хламидоспоры не
выявлены (табл. 2).

Сопоставление совокупности полученных дан-
ных с информацией из литературы (табл. 2) позво-
лило идентифицировать штаммы 181, 239, 244 и
259 как A. japonica.

Выход биомассы и экстрактивных веществ. Состав
жидкой питательной среды оказал существенное
влияние (P < 0.01) на накопления биомассы изучен-
ных штаммов A. japonica и A. tenuissima. Наименее
благоприятной для роста микромицетов была среда
Чапека с витаминами (выход биомассы до 2 г/л).
На более комплексной синтетической среде М1Д
рост альтернариоидных грибов был существенно
лучше (5.6–8.6 г/л). Примерно такой же уровень
накопления биомассы наблюдали при культиви-
ровании грибов на полусинтетических средах ДМГ
и Сабуро за исключением штамма 239 A. japonica,
у которого выход биомассы на этих средах был от-
носительно низким (2.5–3.7 г/л). В целом, поверх-
ностный рост различных штаммов A. japonica на
комплексных жидких питательных средах (М1Д,
ДМГ и Сабуро) заметно варьировал, при этом уро-

вень накопления биомассы был ниже, чем у A. te-
nuissima 253 (табл. 3).

Выход экстрактивных веществ (ВЭВ) из куль-
туральной жидкости изученных альтернариоид-
ных грибов существенно зависел от всех изучен-
ных факторов на уровне р < 0.01: экстрагента, со-
става жидкой питательной среды и штамма гриба.
В зависимости от состава среды ВЭВ из культу-
ральной жидкости A. japonica при использовании
этилацетата в качестве экстрагента был в 3–20 раз
выше (на уровне 130–591 мг/л), чем ВЭВ при ис-
пользовании хлористого метилена (5–115 мг/л).
Выход липофильных метаболитов, извлекаемых
из культуральной жидкости хлористым метиле-
ном, был наиболее высоким (40–115 мг/л) при
культивировании на полусинтетических средах
ДМГ и Сабуро, тогда как при росте A. japonica на
синтетических средах М1Д и ЧАВ он был низким
(до 20 мг/л). Максимальный выход соединений,
извлекаемых этилацетатом, выявлен при культи-
вировании A. japonica на среде ДМГ (275–590 мг/л),
тогда как при культивировании грибов на осталь-
ных средах ВЭВ в среднем был примерно на одном
уровне 130–260 мг/л. Максимальный ВЭВ (80–
100 мг/л) неполярной природы отмечен у штам-
мов 181 и 244 A. japonica при культивировании на
ДМГ, максимальный выход этилацетатных экстрак-
тов из культуральной жидкости (более 500 мг/л) от-

Рис. 2. Типичные конидии Alternaria japonica (a – 181, б – 239, в – 244, г –259) и A. tenuissima (д – 253) при культивировании
на КМА. Масштаб – 10 мкм.

(a) (б) (в) (г) (д)

Рис. 3. Морфология хламидоспор Alternaria japonica на КМА (a – 181, б – 239, в – 244, г –259). Масштаб – 10 мкм.

(a) (б) (в) (г)
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мечен у A. japonica 244 при культивировании на
среде Сабуро (табл. 3).

Происхождение штамма гриба и состав жидкой
питательной среды оказали достоверный эффект
(p < 0.01) на накопление их эндометаболитов, то-
гда как влияние экстрагента на ВЭВ из мицелия
было несущественным. В целом, ВЭВ из мицелия
Alternaria spp. был более высоким (примерно в
2 раза) при их культивировании на полусинтети-
ческих средах ДМГ и Сабуро, чем на синтетиче-
ских средах ЧАВ и М1Д. Штамм 239 A. japonica от-
личался не только слабым ростом, но и низким
уровнем накопления эндометаболитов (до 23 мг/л),
тогда как штамм 181 A. japonica – максимальным
ВЭВ (до 234 мг/л на среде Сабуро). Существенно
меньше был ВЭВ экстрактов из мицелия A. japoni-
ca 244 и A. tenuissima 253 (табл. 3).

Метаболитные профили экстрактов. Анализ
хроматограмм, полученных методом ВЭЖХ–МС,
показал высокую степень схожести компонентно-
го состава хлористометиленовых и этилацетатных
экстрактов из культуральной жидкости, а также
этилацетатных экстрактов из обезжиренного гек-

саном мицелия различных штаммов A. japonica.
Примеры хроматограмм приведены на рис. 4. Гек-
сановые экстракты имели бедный ВЭЖХ-про-
филь; их анализ методом нормально-фазовой
ТСХ показал наличие неполярных соединений и
высокое сходство компонентного состава, не-
смотря на штамм и вид гриба. В таблице 4 приве-
дены некоторые физико-химические свойства
компонентов экстрактов, характерных для изуча-
емых штаммов A. japonica.

Основными метаболитами хлористометилено-
вых экстрактов из культуральной жидкости A. japon-
ica были пики с m/z 721 [М + Н]+, 576 [М – 127]+ и
685 [М + Н]+, соответствующие молекулярной массе
веществ 720, 702 и 684 Да соответственно (табл. 4,
рис. 4). Два последних соединения, очевидно, отли-
чаются от первого на одну и две гидроксильные
группы, что подтверждается их хроматографиче-
ской подвижностью (tR 11.7, 13.6 и 15.3 мин). При
этом, все они схожи фрагментным ионом [M–127]+

и отсутствием поглощения в УФ. Соединение с
молекулярной массой 684 Да может быть иденти-
фицировано как брассициколин А, соединение с

Таблица 3. Продуктивность изученных штаммов Alternaria japonica и A. tenuissima при культивировании на различ-
ных жидких питательных средах

Среда Штамм Сухая 
биомасса, г/л

Выход экстрактивных веществ, мг/л

Культуральная жидкость Сухой мицелий

Хлористый 
метилен Этилацетат Гексан Этилацетат

ЧАВ 181 1.7 ± 0.2 11.1 ± 0.8 200.2 ± 29.9 17.3 ± 6.7 16.1 ± 1.0
239 1.7 ± 0.3 10.2 ± 3.0 266.6 ± 69.0 5.0 ± 1.2 7.2 ± 1.6
244 1.9 ± 0.6 17.1 ± 4.7 226.2 ± 55.3 23.5 ± 8.8 6.8 ± 0.8
259 1.8 ± 0.1 17.7 ± 13.7 242.9 ± 26.9 15.5 ± 7.4 22.0 ± 5.4
253 2.0 ± 0.1 7.4 ± 0.5 208.1 ± 69.9 259.6 ± 6.0 8.1 ± 3.8

М1Д 181 7.1 ± 1.3 14.2 ± 4.9 155.7 ± 4.8 54.2 ± 3.5 51.6 ± 9.5
239 5.6 ± 1.1 15.0 ± 8.1 180.1 ± 13.8 6.2 ± 2.4 15.3 ± 6.9
244 7.3 ± 0.4 20.0 ± 6.3 159.1 ± 22.5 89.2 ± 28.7 110.3 ± 21.8
259 5.9 ± 0.6 5.8 ± 2.8 202.0 ± 43.0 6.1 ± 1.8 39.7 ± 10.2
253 8.6 ± 0.1 38.0 ± 3.2 595.1 ± 75.1 44.8 ± 4.6 95.8 ± 19.9

ДМГ 181 4.9 ± 1.8 43.5 ± 7.0 275.2 ± 35.0 149.3 ± 79.6 268.5 ± 136.4
239 3.7 ± 0.1 46.6 ± 6.1 480.1 ± 75.0 9.0 ± 1.1 23.9 ± 6.8
244 5.1 ± 0.6 67.9 ± 11.3 591.8 ± 90.4 151.6 ± 65.1 53.4 ± 12.1
259 6.5 ± 1.4 47.2 ± 8.6 371.5 ± 75.8 74.9 ± 36.2 42.3 ± 7.9
253 7.4 ± 0.5 35.6 ± 3.1 643.3 ± 165.8 30.1 ± 11.9 75.0 ± 10.0

Сабуро 181 7.7 ± 0.9 105.1 ± 16.2 192.7 ± 9.3 221.9 ± 13.7 234.9 ± 28.3
239 2.5 ± 0.1 49.0 ± 10.8 130.9 ± 15.8 2.5 ± 0.5 8.8 ± 1.0
244 5.8 ± 0.7 84.9 ± 8.3 188.3 ± 32.3 211.9 ± 71.8 82.1 ± 23.4
259 6.4 ± 0.4 48.2 ± 9.5 222.4 ± 26.4 36.3 ± 2.2 71.7 ± 18.1
253 8.5 ± 1.0 56.5 ± 17.1 506.9 ± 99.3 30.7 ± 1.5 111.7 ± 40.4

НСР0.05 1.29 26.4 106.4 47.0
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молекулярной массой 720 Да – как дигидробрас-
сициколин А, – метаболиты гриба A. brassicicola
(Schwein.) Wiltshire (Gloer et al., 1988; Pedras, Park,
2015).

В этилацетатных экстрактах из культуральной
жидкости A. japonica мажорными были метаболи-
ты с молекулярной массой 186 (tR 5.4 мин), 283
(tR 7.0 мин), 542 (tR 8.7 мин), 520 (tR 9.5 мин), 459 Да
(tR 14.3 мин, m/z 415 [M – 45]+, 460 [M + H]+).
В этилацетатных экстрактах обезжиренного ми-
целия из культуральной жидкости преобладали
уже отмеченные соединения с m/z 721 и 415, а так-
же два вещества с m/z 235 [M + H]+ (tR 14.6 и
15.0 мин), характеризующиеся в УФ-спектре не-
сколькими полосами поглощения в диапазоне
220–225, 255–260 и 330–340 нм. Эти два соедине-
ния с молекулярной массой 234 Да могут быть
идентифицированы как фоменин А (= фомапи-
рон А) и фоменин Б, известные у A. brassicicola,
A. infectoria E.G. Simmons, Phoma lingam (Tode)

Desm. и Ph. tracheiphila (Petri) L.A. Kantsch. et Gi-
kaschvili (Tringali et al., 1993; Pedras et al., 1999; Iva-
nova et al., 2010; Pedras, Park, 2015).

Окончательную идентификацию четырех ука-
занных соединений (брассициколина А, дигидро-
брассициколина А, фоменинов А и Б) в экстрактах
Alternaria japonica можно провести с использова-
нием аналитических стандартов либо дополнитель-
ных спектральных методов после очистки (рис. 5).
Другие метаболиты A. japonica нами не идентифи-
цированы. 

В экстрактах A. tenuissima 253 выявлены ряд из-
вестных микотоксинов – тентоксин, дигидротен-
токсин, тенуазоновая кислота, метиловый эфир
альтернариола (соединения с молекулярной мас-
сой 414, 416, 197, 272 Да, соответственно), а также
соединения, предположительно относящиеся к
группе меротерпеноидов, такие как ACTG-токси-
ны и трициклоальтенарены (пики веществ с моле-
кулярной массой 320, 344, 348, 362, 376 Да), точная

Рис. 4. Типичные хроматограммы некоторых экстрактов из жидких культур различных штаммов Alternaria japonica, полу-
ченные методом ВЭЖХ–МС: а – хлористометиленовые экстракты из фильтрата культур на среде М1Д; б – этилацетатные
экстракты из обезжиренного мицелия из культур на среде М1Д; в – хлористометиленовые экстракты из фильтрата куль-
тур на среде Сабуро; г – этилацетатные экстракты из фильтрата культур на среде Сабуро. Над мажорными пиками указа-
ны молекулярные массы соответствующих веществ.
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идентификация которых затруднена из-за нали-
чия изомеров (Kono et al., 1986; Liebermann et al.,
1997; Ostry, 2008; Wang et al., 2019). Эти метаболи-
ты не были обнаружены даже в качестве минор-
ных в экстрактах различных штаммов A. japonica.

Фитотоксическая активность. Изученные экс-
тракты из фильтрата жидких культур, использо-
ванных в работе Alternaria spp., проявили фитоток-
сическую активность при тестировании на ли-
стьях редиса. В целом, независимо от состава
среды и экстрагента экстракты из культуральной
жидкости A. tenuissima 253 (при р = 0.05), были до-
стоверно более фитотоксичными, чем экстракты
штаммов A. japonica. По данным ВЭЖХ–МС вы-
сокотоксичные этилацетатные экстракты из куль-
туральной жидкости A. tenuissima 253 содержали
преимущественно тенуазоновую кислоту (культу-
ры на М1Д, ДМГ), в хлористометиленовых экс-

трактах гриба на М1Д обнаружена сложная смесь
неидентифицированных веществ (рис. 6а).

По данным дисперсионного анализа проис-
хождение штамма A. japonica не оказывало суще-
ственного влияния на фитотоксичность экстрак-
тов из культуральной жидкости. Достоверный эф-
фект (р < 0.01) на этот параметр оказывали состав
среды и экстрагент. В целом фитотоксическая ак-
тивность экстрактов из фильтрата культур на
синтетических средах была выше (примерно в
1.2 раза), чем фитотоксичность экстрактов, полу-
ченных из культуральной жидкости грибов, выра-
щенных на полусинтетических средах. Этилаце-
татные экстракты из культуральной жидкости
A. japonica были в среднем на 25% более токсич-
ными, чем хлористометиленовые. Взаимодей-
ствие факторов “среда” и “экстрагент” было несу-
щественным (р = 0.08), тогда как остальные взаи-

Таблица 4. Физико-химическая характеристика компонентов экстрактов Alternaria japonica

Примечание: 1m/z доминирующего в пике иона, представляющего протонированный молекулярный ион, за исключением 2m/z
576 [M – 127] +, m/z 703 [M + H] +; 3m/z 415 [M – 45] +, m/z 460 [M + H]+; 4М – мицелий, КЖ – культуральная жидкость,
Г – гексан, ХМ – хлористый метилен, ЭА – этилацетат.

Характеристики 
хроматографического пика

Штамм Среда: способ получения экстракта4

tR, мин m/z1 УФ
λ макс, нм

5.4 187 –2 181, 244, 259 ДМГ и ЧАВ: КЖ/ЭА

7 284 277 181, 239, 244, 259 Сабуро: КЖ/ЭА
7.4 318 271 181,239,244 Сабуро: КЖ/ЭА
7.7 501 – 181, 239, 244, 259 ДМГ и Сабуро: КЖ/ЭА
8.1 198 – 181, 239, 244, 259 ЧАВ, М1Д и Сабуро: М/Г
8.7 543 – 181, 239 ДМГ, Сабуро: КЖ/ЭА
9.1 269 273, 318 239, 244, 259 ЧАВ: КЖ/ХМ
9.5 521 – 181, 239, 244, 259 ДМГ: КЖ/ХМ
9.7 461 – 181, 239, 244, 259 ДМГ: КЖ/ХМ
9.8 223 – 181, 239, 244, 259 ЧАВ: КЖ/ХМ, М1Д: М/Г

10.6 503 – 181, 239, 244, 259 М1Д, ДМГ, Сабуро: КЖ/ХМ
11.7 721 – 181, 239, 244, 259 ЧАВ, М1Д, ДМГ: КЖ/ХМ М1Д, ДМГ, Сабуро: КЖ/ЭА, 

ЧАВ, М1Д, ДМГ Сабуро: М/ЭА
12.3 603 – 181, 239, 244, 259 ЧАВ, М1Д, ДМГ, Сабуро: КЖ/ХМ
12.7 661 – 181, 239, 244, 259 М1Д, ДМГ: КЖ/ХМ
13.6 5762 – 181, 239, 244, 259 ЧАВ, М1Д, ДМГ, Сабуро: КЖ/ХМ, Сабуро М/ЭА

14.2 429 – 181, 239, 244, 259 Сабуро: КЖ/ХМ
14.3 4153 – 181, 239, 244, 259 ЧАВ, М1Д, ДМГ, Сабуро: КЖ/ЭА, М1Д М/ЭА

14.3 643 – 181, 239, 244, 259 ЧАВ, М1Д, ДМГ: КЖ/ХМ,
14.6 235 220, 265, 323 239, 244, 259 ЧАВ: КЖ/ХМ, ЧАВ: М/Г, ЧАВ, М1Д: М/ЭА
15.0 235 220, 260, 348 181, 239, 244, 259 ЧАВ: КЖ/ХМ, ЧАВ: М/Г, ЧАВ, М1Д: М/ЭА
15.3 685 – 181, 239, 244, 259 ЧАВ, М1Д, ДМГ, Сабуро: КЖ/ХМ
15.9 699 – 181, 239, 244, 259 ДМГ, Сабуро: КЖ/ХМ
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модействия экспериментальных факторов были
достоверными (р < 0.01).

Среди экстрактов A. japonica максимальную фи-
тотоксичность (диаметр некроза около 4.7–5 мм)
показали хлористометиленовые и этилацетатные
экстракты из фильтрата культур соответственно
штаммов 239 и 244, выращенных на синтетиче-
ских средах ЧАВ и М1Д. При культивировании на
полусинтетических средах (в частности, на среде
Сабуро), на которых обнаружен высокий выход
экстрактивных веществ, максимальную токсич-
ность показали этилацетатные экстракты из куль-
туральной жидкости штаммов 244 и 259 (табл. 5).

Гексановые экстракты из мицелия изученных
грибов были нефитотоксичными, тогда как неко-
торые этилацетатные экстракты проявили слабую
фитотоксическую активность, среди которых пре-
имущественно были экстракты из мицелия A. te-
nuissima 253 (табл. 5).

Цитотоксичность. С использованием однокле-
точного организма Parametium caudatum оценили
цитотоксичность метаболитных комплексов Alter-
naria japonica. Хлористометиленовые экстракты из
культуральной жидкости изученных грибов были
нетоксичными или проявили лишь слабую цито-
токсичность (экстракты из фильтрата жидких
культур штаммов 239 и 259 на среде М1Д). Слабую
токсичность проявили также хлористометилено-
вые экстракты A. tenuissima 253 на М1Д, ДМГ и

среде Сабуро. Этилацетатные экстракты Alternaria
spp. в исследованной концентрации были неток-
сичными (табл. 6).

Экстракты, полученные гексаном из высушен-
ного мицелия изученных грибов, не проявили ци-
тотоксичности или проявили лишь слабую актив-
ность (из мицелия жидкой культуры штаммов 181
и 259 A. japonica на ЧАВ, 239 – на среде Сабуро).
Гексановые экстракты из мицелия A. tenuissima
253 также проявили преимущественно слабую сте-
пень цитотоксичности: среднюю – при культивиро-
вании на среде Сабуро, слабую – на ЧАВ, остальные
экстракты были нетоксичными (табл. 6).

Этилацетатные экстракты из мицелия Alternar-
ia spp. были высокотоксичными в исследуемой
концентрации. Некоторые из них проявили
острую токсичность, вызывая немедленную ги-
бель инфузорий, как, например, экстракты из ми-
целия A. japonica 259 из культур, выращенных на
синтетических средах ЧАВ и М1Д, а также 239 –
на среде Сабуро. Этилацетатные экстракты из ми-
целия A. tenuissima 253 также были высокотоксич-
ными в отношении инфузории-туфельки (табл. 6).

ОБСУЖДЕНИЕ

Выделение, очистка и идентификация природ-
ных биологически активных веществ (БАВ) –
длительный, трудоемкий и дорогостоящий про-

Рис. 5. Структура метаболитов, идентифицированных в экстрактах A. japonica: а – брассициколин А; б – дигидробрасси-
циколин А; в – фоменин А, г – фоменин Б.
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цесс. Для того, чтобы избежать “бессмысленной”
работы, результатом которой являются уже из-
вестные и хорошо охарактеризованные соедине-
ния, необходима точная видовая идентификация
потенциальных продуцентов БАВ и анализ их ме-
таболитного профиля. Это позволяет на основе
направленного поиска данных литературы по ме-
таболитам родственных организмов предвари-
тельно идентифицировать вещества в экстрактах
продуцента-кандидата и предсказывать перспек-
тивность обнаружения новых соединений.

Несмотря на наличие у A. japonica таких отли-
чительных признаков как замедленный рост на
агаризованных питательных средах, спороноше-
ние в виде коротких неразветвленных цепочек ко-
нидий и образование хламидоспор, из-за высоко-
го уровня изменчивости микромицетов использо-
вание только морфологических параметров может
привести к ошибочной видовой идентификации.
Так, диаметр и морфология недельных колоний
некоторых штаммов A. japonica на среде КМА, а

также длина их конидий перекрывалась с этими
показателями альтернариоидных грибов секции
Alternaria, в частности, A. tenuissima 253 (табл. 2).
Молекулярно-генетический метод, основанный
на анализе таксономически значимых последова-
тельностей ДНК, хорошо дифференцирует A. ja-
ponica от других Alternaria spp. (Woudenberg et al.,
2013; Siciliano et al., 2017; Nishikawa, Nakashima,
2020). В данной работе анализ участка гена EF1α
позволил уверенно отнести изучаемые штаммы
181, 239, 244 и 259 к A. japonica.

Сравнительный анализ метаболитных профи-
лей экстрактов из культур изучаемых культур, по-
лученных на различных жидких питательных сре-
дах, показал, что A. japonica не образует характер-
ные микотоксины мелкоспоровых Alternaria spp.
секции Alternaria, в частности: альтернариол, его
монометиловый эфир, тенуазоновую кислоту,
тентоксин и альтенуен. При этом в культурах A. te-
nuissima 253 эти микотоксины были обнаружены.
Таким образом, A. japonica и A. tenuissima различа-

Рис. 6. Хроматограммы некоторых экстрактов из жидких культур Alternaria tenuissima 253, полученные методом ВЭЖХ–
МС: а – хлористометиленовые экстракты из фильтрата культур на среде М1Д; б – этилацетатные экстракты из обезжи-
ренного мицелия из культур на среде М1Д; в – хлористометиленовые экстракты из фильтрата культур на среде Сабуро,
г – этилацетатные экстракты из фильтрата культур на среде Сабуро.

201510
tR, мин

50

6e+7

(a) (б)

(в) (г)

414

348
348

362
348

Усл. ед.

4e+7

2e+7

0

201510
tR, мин

50

2e+7

414

396
376

271
376

344

Усл. ед.

2e+7

1e+7

5e+6

0

201510
tR, мин

50

3e+7

4e+7

5e+7

416
414

344330

Усл. ед.

2e+7

1e+7

0

201510
tR, мин

50

5e+7
197

272

Усл. ед.

4e+7

3e+7

2e+7

1e+7

0



МИКОЛОГИЯ И ФИТОПАТОЛОГИЯ  том 55  № 3  2021

ИДЕНТИФИКАЦИЯ И ТОКСИКОЛОГИЧЕСКАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА 213

ются также и по составу образуемых метаболитов.
Результаты нашего исследования подтвердили
эффективность использования полифазного под-
хода, основанного на анализе комплекса морфо-
логических, молекулярно-генетических и хемо-
таксономичеких данных, для дифференциации
видов рода Alternaria (Andersen et al., 2008; Da Cruz
Cabral et al., 2017; Iturrieta-González et al., 2020).
Обнаружение рядом авторов указанных микоток-
синов в культурах A. japonica с высокой долей ве-
роятности связано с неправильной видовой иден-
тификацией рабочих штаммов.

К настоящему моменту токсические свойства
метаболитов A. japonica только начинают изучать-
ся: получены первые данные по фитотоксично-
сти, цитотоксичности, а также акарицидной и ин-
сектицидной активности экстрактов A. japonica
MFP181011, полученных из культур на среде ДМГ
(Berestetskiy et al., 2018, 2019). В представленной
работе показано, что экстракты из культуральной
жидкости всех четырех изученных штаммов A. ja-
ponica были фитотоксичными для листьев редиса,
но нетоксичными или слаботоксичными для ин-
фузории-туфельки. Этилацетатные экстракты из

мицелия различных штаммов A. japonica, напро-
тив, проявили высокий уровень цитотоксичности –
на уровне экстрактов из культур A. tenuissima 253.

Культуры одноклеточных простейших, таких
как инфузории, используются как индикаторы за-
грязненности кормов и воды ксенобиотиками, а
также как биомаркеры токсичности пестицидов,
микотоксинов и метаболитов продуцентов биопе-
стицидов (Altomare et al., 2012; Аndreev et al., 2019).
Данных по действию микотоксинов грибов Alter-
naria на инфузории недостаточно. Известно, что
мицелиальные экстракты и культуральная жид-
кость A. alternata (Fr.) Keissl. токсичны для клеток
Paramecium caudatum (Domsch et al., 2007; Pankova
et al., 2018). С другой стороны, более десяти поли-
кетидных метаболитов, выделенных из твердой
культуры A. sonchi J.J. Davis, были нетоксичными
для инфузорий (Dalinova et. al., 2020).

На основании анализа ряда физико-химиче-
ских характеристик (хроматографическая по-
движность, УФ и масс-спектры) и данных литера-
туры в экстрактах A. japonica идентифицированы
некоторые мажорные метаболиты, характерные
для A. brassicicola и A. infectoria: брассициколин А,

Таблица 5. Фитотоксическая активность 0.5%-х экстрактов из культур штаммов Alternaria japonica и A. tenuissima при
культивировании на различных жидких питательных средах на листьях редиса

Примечание: 1НСР0.05 = 1.4.

Среда Штамм

Диаметр некроза, мм

Культуральная жидкость1 Сухой мицелий

хлористый метилен этилацетат гексан этилацетат

ЧАВ 181 3.2 ± 0.8 3.5 ± 0.5 0 0
239 4.8 ± 0.8 4.5 ± 0.5 0 0
244 3.2 ± 1.2 4.7 ± 0.5 0 3.2 ± 0.8
259 2.2 ± 1.2 4.7 ± 0.5 0 0
253 5.0 ± 0.6 4.7 ± 0.5 0 1.8 ± 0.4

М1Д 181 4.3 ± 1.0 3.8 ± 2.0 0 0
239 4.8 ± 2.5 3.8 ± 1.3 0 1.5 ± 1.0
244 1.2 ± 1.0 5.0 ± 0.9 0 0
259 3.3 ± 0.5 4.5 ± 0.5 0 0
253 5.7 ± 0.8 5.5 ± 1.0 0 1.2 ± 0.8

ДМГ 181 3.3 ± 1.5 2.1 ± 1.0 0 0
239 2.3 ± 1.9 3.2 ± 1.5 0 0
244 1.5 ± 1.0 3.5 ± 1.0 0 0
259 3.3 ± 1.2 4.2 ± 1.0 0 0
253 2.3 ± 0.8 6.3 ± 2.2 0 0

Сабуро 181 2.5 ± 0.8 2.5 ± 1.4 0 0
239 2.8 ± 1.0 3.3 ± 2.0 0 0
244 3.3 ± 1.4 4.5 ± 0.8 0 0
259 3.2 ± 1.0 4.5 ± 1.2 0 0
253 4.0 ± 1.3 4.3 ± 0.5 0 1.3 ± 0.5



214

МИКОЛОГИЯ И ФИТОПАТОЛОГИЯ  том 55  № 3  2021

САЛИМОВА и др.

дигидробрассициколин А, фоменин А (= фомапи-
рон А) и фоменин Б. Известно, что брассицико-
лин А обладает фитотоксическими свойствами в
отношении горчицы Brassica juncea (Pedras et al.,
2009). Данные по фитотоксичности фоменинов
пока противоречивы: фоменин А вызывал увяда-
ние срезанных стеблей томатов в концентрации
200 мкг/мл, в то время как фоменины А и Б были
нетоксичны для листьев крестоцветных. При
этом, фоменины А и Б токсичны для рачков вида
Artemia salina с ЛД50 38 и 31 мкг/мл соответственно
(Tringali et al., 1993; Pedras, Yu, 2009). Смесь фоме-
нинов А и Б в соотношении 10 : 1 обладала слабой
токсичностью в отношении линии клеток челове-
ка MRC-5 (Ivanova et al., 2010); структурно близ-
кие пироны из Xylaria hypoxylon – слабой цитоток-
сичностью (ЛД50 > 50 мкг/мл) в отношении ряда
линий опухолевых клеток человека (Schüffler et al.,
2007). Таким образом, можно предположить, что
фитотоксические свойства хлористометиленовых
экстрактов из культуральной жидкости Alternaria
japonica могут быть частично обусловлены доми-

нирующим в них брассициколином А, а токсич-
ность этилацетатных экстрактов из мицелия в от-
ношении инфузорий – за счет фоменинов А и Б.

В экстрактах гриба осталось много неиденти-
фицированных минорных соединений, которые,
обладая биологической активностью, также могут
играть определенную роль в развитии их проду-
цента. Вполне вероятно, что они могут являться
родственными структурами обнаруженных ве-
ществ из групп изоцианидов и пиронов: об этом
свидетельствуют как молекулярные массы хрома-
тографических пиков, так и УФ-спектры (табл. 4).
Как уже упоминалось выше, экстракты A. japonica
обладают инсектицидной и акарицидной актив-
ностью. В связи с этим, в дальнейшей работе пред-
ставляется интересным выделение и очистка из-
вестных и неидентифицированных метаболитов
этого гриба с последующим определением спек-
тра их биологической активности, включая биоте-
сты с использованием различных видов членисто-
ногих.

Таблица 6. Токсичность 0.01%-х экстрактов из культур штаммов Alternaria japonica и A. tenuissima при культивирова-
нии на различных жидких питательных средах в отношении Parametium caudatum

Примечание: ”–“ – через 180 мин инкубации клетки сохранили подвижность; “+” – гибель 100% клеток через 180 мин инкуба-
ции; “++” – через 30 мин; “+++” – через 3 мин. В контроле инфузории сохраняли 100%-ю жизнеспособность не менее 3 ч.

Среда Штамм

Степень токсичности экстрактов

Культуральная жидкость Сухой мицелий

хлористый метилен этилацетат гексан этилацетат

ЧАВ 181 – – + ++
239 – – – +

244 – – – +
259 – – + +++
253 – – + +++

М1Д 181 – – – ++
239 + – – ++
244 – – – ++
259 + – – +++
253 + – – ++

ДМГ 181 – – – ++
239 – – – ++
244 – – – ++
259 – – – ++
253 + – – ++

Сабуро 181 – – – ++
239 – – ++ +++
244 – – – ++
259 – – – ++
253 + – ++ ++
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Выход экстрактивных веществ из культураль-
ной жидкости и мицелия, комплексность и состав
полученных экстрактов определяют объем пита-
тельной среды, а также перспективность препара-
тивного выделения и очистки БАВ из культур
микромицетов. В данном исследовании показано,
что выход хлористометиленовых экстрактов из
фильтрата культур A. japonica на синтетических
питательных средах (ЧАВ и М1Д) достаточно низ-
кий (около 20 мг/л); при культивировании штам-
мов A. japonica на полусинтетических питательных
средах ДМГ и Сабуро 2–4 раза выше (до 100 мг/л).
Выход этилацетатных экстрактов, в которых со-
держатся неидентифицированные нами соедине-
ния, был выше – на уровне около 200 мг/л. Таким
невысоким выходом экстрактивных веществ при
культивировании на жидких питательных средах
характеризуется и A. brassicicola. Так, для выделе-
ния минорных метаболитов этого гриба объем пи-
тательной среды достигал 50 л, мажорных – 20 л
(Pedras et al., 2009; Pedras, Park, 2015; Hu et al.,
2018). Поскольку гексановые экстракты из мице-
лия A. japonica не проявили заметной биологиче-
ской активности, обработку этим растворителем
можно включить как стадию его обезжиривания.
Как показали данные по выходу экзометаболитов
и оценке фитотоксичности экстрактов для полу-
чения брассициколина А и неизвестных более по-
лярных соединений из культуральной жидкости,
может быть использован штамм 244 A. japonica при
его культивировании на среде Сабуро. Этот же
штамм может быть потенциальным продуцентом
фоменинов при культивировании на среде М1Д,
на которой выход эндометаболитов достигал
уровня 100 мг/л среды.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
На основе полифазного подхода – оценки

комплекса морфологических признаков, анализа
молекулярных и хемотаксономических данных
идентифицировано 4 российских штамма A. ja-
ponica. Показано, что экстракты из культур этих
грибов обладают фитотоксической активностью в
отношении листьев редиса и цитотоксичностью в
отношении клеток инфузории-туфельки на уров-
не действия экстрактов гриба A. tenuissima. В экс-
трактах A. japonica идентифицированы известные
у некоторых видов рода Alternaria брассициколин А,
дигидробрассициколин А, фоменин А и фоменин
Б. Выявленные у A. tenuissima микотоксины (аль-
тернариол, его метиловый эфир, тентоксин, тену-
азоновая кислота, альтенуен) в культурах штам-
мов A. japonica не обнаружены. Анализ токсично-
сти экстрактов и выхода экстрактивных веществ у
различных штаммов A. japonica показал, что
штамм 244 (MFP244011) может быть использован
для продукции как известных, так и предположи-
тельно новых токсинов при культивировании на
синтетической среде М1Д и полусинтетических

жидких питательных средах (например, среде Са-
буро).

Исследование выполнено при финансовой
поддержке РФФИ в рамках научного проекта
№ 19-34-90181. Благодарим студента Санкт-Пе-
тербургского технологического института А.С. Зо-
лотухину за существенную помощь в работе.
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Fungi of the genus Alternaria are producers of biologically active compounds, including A. japonica, which is the
pathogen of radish and some other cruciferous species. This species was not studied enough, and the available
literature data on the toxic metabolites produced by A. japonica are contradictory. The problem may be related
to the use of a narrow set of nutrient substrates for the cultivation of the fungi, or to inaccurate species identifi-
cation of the strains used. The purpose of this paper is to accurately identify Russian strains of A. japonica and to
determine the toxigenic potential of the metabolites of this fungus. Four strains of A. japonica were identified
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based on the polyphasic approach based on a complex of morphological features (diameter and morphology of
weekly colonies on diagnostic agar media PCA and YES, conidia size, presence of chlamydospores), analysis of
nucleotide sequences of DNA markers (ITS and EE1α) and chemotaxonomic data (mycotoxin production). The
yield of biomass and extractive matter from cultures of A. japonica significantly depended on the composition of
the liquid nutrient medium. Analysis of the metabolic profiles of extracts using HPLC/MS-UV showed weak dif-
ferences between A. japonica strains. Extracts from cultures of these fungi showed phytotoxic activity against rad-
ish leaves and cytotoxicity against infusoria (Paramecium caudatum) cells at the level of action of extracts from
Alternaria tenuissima cultures. In extracts of A. japonica, some compounds known in some Alternaria spp. (bras-
sicicolin A, dihydrobrassicicolin A, phomenin A and phomenin B) were identified. Identified in A. tenuissima
cultures, mycotoxins (alternariol, its methyl ether, tentoxin, tenuazonic acid, altenuene) were not detected in
cultures of A. japonica strains. Analysis of the toxicity of extracts and the yield of extractive matter in cultures of
A. japonica has shown that the MFP244011 strain can be used to produce both known and presumably new toxins
when cultured on synthetic M1D medium and semi-synthetic liquid nutrient media (for example, Saburo medium).

Keywords: Alternaria japonica, extracts, identification, metabolic profiles, productivity, toxigenicity
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