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Систематика микроскопических грибов всегда испытывала ряд специфических трудностей. Для си-
стематики грибов важным достижением двух последних десятилетий явилось развитие молекуляр-
ной филогении. Использование мультилокусного секвенирования в связке с филогенетическим
анализом технически наиболее удобно и методологически оправдано для определения границ ви-
дов в рамках эволюционной концепции вида, которая в настоящее время является наиболее попу-
лярной у микологов и, очевидно, будет оставаться таковой в ближайшем будущем. Наиболее подхо-
дящий инструмент для делимитации видов – филогенетическое распознавание. Однако этот уже
хорошо отработанный подход не всегда дает возможность однозначно структурировать биоразнооб-
разие и впоследствии с легкостью проводить идентификацию таксонов. Возникшая в 1970-е годы в
среде бактериологов так называемая полифазная таксономия с конца 2000-х приобрела некоторую
популярность и среди микологов. В настоящее время под ней подразумевают консенсусную таксо-
номию – выделение таксономических групп в результате сравнительного анализа всевозможных
доступных признаков. В статье рассмотрен процесс формирования полифазного подхода и практи-
ка его применения в современной микологии. Отдельный раздел обзора посвящен разнообразию
признаков, доступных для миколога, и целесообразности их использования в таксономии, в част-
ности в рамках полифазного подхода. Сделано заключение, что полифазный подход необходим в
случаях, когда филогенетическое распознавание не дает удовлетворительного результата. Напри-
мер, при небольшом количестве секвенированных генов или при анализе недавно дивергировав-
ших видов. Кроме того, рассматриваемый подход пригоден для формирования таксономических
гипотез, которые будут проверены филогенетическими методами и, опираясь на которые, могут
быть сделаны подходящие выборки штаммов (образцов).

DOI: 10.31857/S0044459621020032

Идеологический и методический багаж биоло-
гической систематики весьма богат и разнообра-
зен. Свой след в биологии оставил большой ряд
таксономических практик, каждая из которых
прошла через серию стадий преобразования:
рождение, формирование, популярность и порой
забвение. Постепенно менялся тип используемых
данных (признаков), методы их получения (на-
блюдения) и представления о разрешенных спо-
собах их интерпретации (концепции).

Систематика микроорганизмов, и в том числе
микроскопических грибов, всегда испытывала
особенные трудности как теоретического, так и
практического толка. Основными причинами яв-
ляются, пожалуй, две. Во-первых, дефицит легко
наблюдаемых стабильных признаков, в первую
очередь из-за морфологической бедности микро-
организмов. Большинство же концепций форми-
ровалось с расчетом на более сложные многокле-
точные организмы. Во-вторых, для многих мик-

роорганизмов, включая значительную часть
видов грибов, характерно отсутствие полового
размножения, самооплодотворение или техниче-
ские трудности при изучении полового процесса,
что делает биологическую концепцию вида (Dob-
zhansky, 1937; Mayr, 1963) для них неприложимой
либо непродуктивной.

Для систематики грибов важным достижением
двух последних десятилетий явилось развитие
молекулярной филогении – дисциплины, позво-
ляющей генерировать большое количество дан-
ных о молекулярных маркерах (признаках) и про-
водить их компьютерную обработку, нацеленную
на реконструкцию филогенеза. Возможность
оперировать бóльшими объемами данных и све-
сти к минимуму субъективность их интерпрета-
ции была сразу оценена микологами.

Молекулярная систематика (систематика, в
основе которой лежит анализ молекулярной фи-
логении) внесла и продолжает вносить колос-
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сальный вклад в развитие знаний о таксономиче-
ском разнообразии грибов. Количество работ,
вышедших с конца 1990-х годов и посвященных
молекулярной систематике отдельных групп гри-
бов, не поддается подсчету. Однако и этот подход
быстро показал, что не представляет собой пана-
цею, не всегда давая возможность однозначно
структурировать биоразнообразие и впослед-
ствии с легкостью проводить идентификацию
таксонов.

Возникшая в 1970-е годы (Colwell, 1970) в сре-
де бактериологов так называемая полифазная
таксономия с конца 2000-х приобрела некоторую
популярность и среди микологов. В последние
полтора десятилетия появилось несколько десят-
ков работ по таксономии грибов, апеллирующих
к полифазному подходу. Наиболее интересные из
них будут рассмотрены ниже. Многие работы по
полифазной систематике грибов предваряются
молекулярно-филогенетическим анализом и ока-
зываются его надстройкой.

В данном обзоре предпринята попытка разо-
браться в сути полифазного подхода, рассмотреть
уже имеющийся опыт его применения для систе-
матики микроскопических грибов и оценить так-
сономическую ценность признаков, которые в
настоящий момент могут быть использованы ми-
кологами.

ФОРМИРОВАНИЕ ПОЛИФАЗНОГО 
ПОДХОДА

Автор термина “полифазная таксономия”
(polyphasic taxonomy) – американский микробио-
лог Рита Колвелл, которая ввела его в своей работе,
посвященной нумерической таксономии бактерий
р. Vibrio (Colwell, 1970). Первоначально термин ис-
пользовался микробиологами (бактериологами) в
значении, сходном с фенетической системати-
кой. Отличием являлось то, что полифазная так-
сономия стремилась объединить много уровней
информации, от молекулярного до экологиче-
ского. Всем дискретным признакам придавался
примерно равный вес и равное значение при по-
строении системы.

Впоследствии понятие полифазной таксоно-
мии приобрело несколько иной смысл. С опреде-
ленных пор под ним подразумевают консенсус-
ную таксономию – выделение таксономических
групп в результате сравнительного анализа все-
возможных доступных признаков (Vandamme
et al., 1996). Суть подхода заключается в незави-
симом анализе множества признаков и свойств у
большого числа штаммов, по возможности полно
представляющих изучаемую группу (например,
род). По результатам анализа каждого признака
строятся частные таксономические системы, ко-
торые затем сравниваются, и выделяются таксо-

ны, статус которых в большинстве частных си-
стем оказался одинаков. Для штаммов с дискус-
сионным статусом продолжается анализ на
основе новых признаков.

Методология использования данного подхода
в таксономии и набор признаков, рекомендуе-
мый для обязательного изучения, в бактериоло-
гии достаточно хорошо отработаны (Vandamme
et al., 1996; Gillis et al., 2001; Prakash et al., 2007).
В микологической литературе чаще аккуратно го-
ворится не о полифазной таксономии, а о поли-
фазном подходе к характеристике (Aveskamp
et al., 2010), изучению (Cai et al., 2009) или иден-
тификации (Frisvad, 2011) того или иного таксона.
В некоторых работах (Schmidt et al., 2004, р. 341)
авторы наряду с полифазной таксономией ис-
пользуют термин “интегрированная таксономия”
(“integrated taxonomic study… based on the use of
composite datasets”), подчеркивая комплексность
подхода и разнообразие используемых данных.

В макросистематике полифазный подход не
используется. Основной точкой приложения по-
лифазного подхода является род с целью распо-
знавания в нем отдельных видов. В связи с этим
необходимо обратить внимание на важный се-
мантический нюанс. Отмечают путаницу между
понятием концепции вида, т.е. описанием типа
сущности, представляющей собой вид, и поняти-
ем критериев вида, которые отграничивают от-
дельный вид, т.е. практическими стандартами
распознавания принадлежности индивидуума к
тому или иному виду (Cai et al., 2011). Ранее ука-
зывалось, что под многими видовыми концепци-
ями на самом деле скрываются видовые критерии
(Taylor et al., 2000; Hey, 2006; Queiroz, 2007). Не-
смотря на существующий плюрализм мнений от-
носительно концепции вида, большинство био-
логов пользуются эволюционной концепцией
(Cai et al., 2011), представляющей вид как сегмент
эволюционной линии, который развивается не-
зависимо от других (Queiroz, 1998). Биологиче-
ская концепция тоже обладает популярностью,
но из-за определенных сложностей, уже упомя-
нутых выше, применение данной концепции в
микологии сильно ограничено (Taylor et al., 2000).
Тем более что предлагается ее рассматривать не
как самостоятельную, а как один из способов рас-
познавания видов в рамках эволюционной кон-
цепции (Avise, Wollenberg, 1997; Mayden, 1997),
хотя эта позиция и дискуссионная.

Таким образом, на наш взгляд, имеет смысл
говорить не о полифазной таксономии, а о поли-
фазном подходе к определению критериев вида.
Сутью подхода является практика использования
всей имеющейся информации (филогенетиче-
ской, гено- и фенотипической) для выделения
консенсусных таксономических групп. Базовым
принципом, апеллирующим к эволюционной
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концепции вида, остается то, что деление на так-
соны не должно противоречить филогении. Виды
должны оставаться монофилетичными.

Если для построения филограмм при распо-
знавании видов бактерий и архей c 1990-х годов
неизменно используются в основном гены рибо-
сомальной РНК (Ludwig, Schleifer, 1994; Maidak
et al., 1996), то для грибов информативность ана-
лиза этого участка зачастую недостаточна. Секве-
нирование генов большой и малой субъединиц
РНК часто и успешно выполняется для диффе-
ренциации на уровне родов и семейств, реже –
групп видов. Секвенирование межгенных спейсе-
ров ITS1 и ITS2 крайне популярно для исследова-
ний на видовом уровне. Недавно они были при-
знаны основным баркодом для грибов (Seifert,
2009; Schoch et al., 2012).

Немало было сказано о том, что для надежной
реконструкции филогении и идентификации не-
обходим анализ нуклеотидных последовательно-
стей нескольких генов, поскольку генеалогия лю-
бого одного гена может значительно отличаться
от истории организма в целом, что справедливо
для любых групп организмов (Nichols, 2001).

Для делимитации видов с использованием
мультилокусной филогении применяют два ос-
новных метода (Matute, Sepúlveda, 2019). Наибо-
лее распространен среди микологов метод, осно-
ванный на генеалогической согласованности – ge-
nealogical concordance phylogenetic species
recognition, GCPSR (Taylor et al., 2000), или strict
genealogic concordance, SGC (Matute, Sepúlveda,
2019). При его использовании необходимо рекон-
струировать серию генных генеалогий и оценить
их совпадение. Точка, выше которой на филоге-
нетическом дереве не будет наблюдаться согласо-
ванности генеалогий отдельных генов, должна
быть отмечена как граница вида. Второй подход –
коалесцентная делимитация (coalescent-based de-
limitation, CBD; Fujita et al., 2012) – использует
группу методов для вероятностно-математиче-
ского моделирования генеалогической истории
индивидуумов (штаммов) назад к общему предку
и также позволяет выявить эволюционно незави-
симые линии.

Ряд авторов рассматривают возможность опи-
сания видов исключительно на основании срав-
нения сиквенсов (sequence-based classification and
identification, SBCI), по крайней мере в будущем
(Hibbett et al., 2016). Особенно это актуально для
изучения некультивируемых и труднокультиви-
руемых видов и для исследования сложных сооб-
ществ микроорганизмов, таких как почвенные,
когда выделить в чистую культуру абсолютно все,
даже только культивируемые виды, часто не
представляется возможным. На настоящий мо-
мент этот подход не практикуется и не узаконен

международным кодексом номенклатуры водо-
рослей, грибов и растений (ICN).

Использование общепризнанных баркодов
или мультигенной филогении с GCPSR не дает
полной гарантии получения надежного дерева с
возможностью его непротиворечивого членения.
Гомоплазия, неполнота выборки, гибридизация
и горизонтальный перенос генов способны при-
водить к трудно интерпретируемым результатам и
ошибочным выводам. Для разрешения дискусси-
онных вопросов необходимо применение альтер-
нативных подходов или модификация существу-
ющих.

Один из возможных вариантов усовершен-
ствования мультигенной филогении – геномная
филогения. Бурное развитие технологий полно-
геномного секвенирования и методов биоинфор-
матической обработки геномов не оставляет сомне-
ний в том, что сравнение полных геномов через ка-
кое-то время станет рутиной для систематиков.
Но исследователям придется решить ряд концеп-
туальных вопросов, связанных с разной филоге-
нетической информативностью разных частей ге-
нома. Но уже сейчас сравнительный анализ гено-
мов позволяет усовершенствовать мультигенную
филогению.

До момента расцвета полногеномного анализа
(если таковой произойдет) для решения таксоно-
мических вопросов, оставшихся после рекон-
струкции филогении, имеет смысл использовать
полифазный подход. С его помощью могут быть
получены дополнительные основания для уста-
новления видовых границ или определены грани-
цы для эволюционно молодых, недавно диверги-
ровавших видов. В первую очередь помощь могут
оказать признаки, подверженные влиянию есте-
ственного отбора либо сцепленные с таковыми.

Но еще раз необходимо подчеркнуть, что по-
строение консенсусной таксономической систе-
мы в рамках полифазного подхода должно согла-
совываться с филогенией. То есть полифазный
подход в его современном виде характеризуется
комплексностью (разнотипностью рассматривае-
мых признаков), принципом консенсусности и
ориентированностью на филогению.

Идея комплексного подхода, интегрирующего
данные разных типов, для систематики грибов са-
ма по себе не нова. Подобные идеи выдвигались
еще с начала прошлого века, допуская возмож-
ность одновременного использования морфоло-
гических, физиологических, цитологических,
биохимических, анатомических, серологических,
экологических признаков, особенностей жиз-
ненного цикла и т.д. (Ячевский, 1927; Хохряков,
1955). Причем призывы к разностороннему экс-
периментальному исследованию грибов в целях
систематики подкреплялись ссылками на мико-
логов XIX в. – А. де Бари и М.С. Воронина (Хох-
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ряков, 1951). Однако данный подход не часто нахо-
дил широкое применение и не всегда оказывался
продуктивным, главным образом из-за инстру-
ментальной ограниченности проводимых тогда
исследований. На наш взгляд, в последние годы
можно наблюдать более перспективную попытку
создания такой комплексной методологии, бла-
годаря объединению филогенетических течений
в систематике с полифазным подходом и исполь-
зованием развитых молекулярных, биохимиче-
ских и биоинформатических методов.

Существование полифазной таксономии не
ограничивается микробиологией. Некоторыми
систематиками-зоологами пропагандируется
аналогичный подход, получивший название ин-
тегративной таксономии (integrative taxonomy)
(Dayrat, 2005; Schlick-Steiner et al., 2010). Подход
предполагает при выявлении границ видов объ-
единение данных филогеографии, морфологии,
популяционной генетики, экологии, онтогенети-
ческих и поведенческих характеристик. Исполь-
зование разноплановых признаков можно обна-
ружить и в работах по систематике растений, но
ботаники чаще не обозначают такой подход ка-
ким-то специальным термином, иногда все же
упоминая интегративную таксономию (Rouhan,
Gaudeul, 2014; Erst et al., 2020).

УСПЕХИ ПОЛИФАЗНОЙ
СИСТЕМАТИКИ ГРИБОВ

Первыми среди микологов полифазный под-
ход стали использовать специалисты по базидио-
мицетным дрожжам. Сравнение филогении, ре-
конструированной по сиквенсам двух локусов,
ДНК-фингерпринтов, морфологических и фи-
зиологических признаков и свойств изолятов
Rhodotorula glutinis привело к описанию нового
вида – Rhodosporidium azoricum (Gadanho et al.,
2001). Впоследствии сходный набор данных
(ДНК-фингерпринты, сиквенсы 26S и ITS обла-
стей рДНК, информация о типах спаривания,
морфологические и физиологические характери-
стики) был использован для анализа более сотни
изолятов предварительно идентифицированных
как Rh. glutinis (Gadanho, Sampaio, 2002). Изоляты
были переопределены, и часть из них оказалась
представителями трех видов Rhodosporidium. Для
вида Rh. glutinis были предложены новые крите-
рии.

Одно из первых упоминаний полифазного
подхода в исследованиях мицелиальных грибов
было сделано Лю с соавторами (Liou et al., 2007),
изучавшими комплекс Rhizopus stolonifer. Филоге-
ния, реконструированная с использованием од-
ного локуса, была сравнена лишь с долей G + C в
геноме и несколькими традиционными морфо-
логическими признаками.

Работы по полифазной таксономии были
успешно выполнены для ревизии подрода Penicil-
lium рода Penicillium (Frisvad, Samson, 2004; Коз-
ловский и др., 2009). Были использованы микро-
и макроморфологические признаки, рост при
разной температуре, рост на питательных средах с
высокими концентрациями хлорида натрия, са-
харозы и пропионовой кислоты, рост на средах с
мочевиной, нитритами и креатином, спектр вто-
ричных метаболитов. При аналогичных ревизиях
р. Aspergillus секций Usti (Houbraken et al., 2007) и
Sparsi (Varga et al., 2010), помимо молекулярной
филогении, учитывали морфологические при-
знаки, рост при разных температурах на несколь-
ких средах и профили вторичных метаболитов.

Наиболее основательным образом полифаз-
ный подход был применен для исследования
р. Colletotrichum (Cai et al., 2009). Был составлен
обзор различных подходов к изучению видовых
комплексов этого рода, включая морфологию, па-
тогенность, физиологию, культуральные свойства,
вторичные метаболиты и филогению. Авторы убе-
дились, что в идеале систематика Colletotrichum
должна основываться на мультигенной филоге-
нии, а хорошо обособленные филогенетические
линии должны совпадать с какими-либо другими
наблюдаемыми характеристиками. Достоинства
полифазного подхода в случае данного таксона
были хорошо продемонстрированы, и он был ре-
комендован для дальнейших исследований. Сле-
дуя рекомендациям, данным Цаем с соавторами
(Cai et al., 2009), было успешно выполнено более
10 работ по систематике Colletotrichum (Sharma,
Shenoy, 2016).

В ходе исследований одной полиморфной ви-
довой группы р. Alternaria (комплекс A. infectoria,
ныне выделенный в секцию Infectoriae) было про-
ведено сравнение структуры биоразнообразия с
помощью разных методов и типов данных: моле-
кулярной филогении, классического анализа
морфологии и анализа метаболитных профилей
(Andersen et al., 2009). Изучив 51 штамм, авторы
пришли к заключению, что все три вида анализа
подтверждают разделение выборки штаммов
максимум на две группы. Надежных генетиче-
ских, морфологических и хемотаксономических
маркеров для распознавания видов выявлено не
было. Также был сделан неутешительный вывод,
что для данной группы грибов филогения не мо-
жет быть инструментом для предсказания пато-
генности, субстратной специфичности и способ-
ности к синтезу тех или иных микотоксинов. Не-
сколько других работ (Gannibal, Yli-Mattila, 2007;
Poursafar et al., 2018), посвященных этой группе,
также продемонстрировали невозможность по-
строения дерева с надежной топологией, что, оче-
видно, указывает на принадлежность всех иссле-
дованных штаммов к одному полиморфному виду,
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который, вероятно, находится в состоянии ди-
вергенции.

Другим коллективом (Stadler et al., 2014) была
построена политетическая система для базидио-
мицетного р. Daldinia. Была показана сильная
степень консенсуса между морфологическими
признаками, в том числе выявленными при по-
мощи сканирующей электронной микроскопии,
и хемотаксономическими маркерами, изученны-
ми методом высокоэффективной жидкостной
хроматографии (ВЭЖХ). Исключение составили
только пигменты, экстрагированные с участием
КОН. Полноценный молекулярно-филогенети-
ческий анализ не был проведен. При помощи се-
квенирования ITS-областей удалось только дис-
криминировать род в целом и некоторые группы
видов.

В одной из работ, посвященной внутривидо-
вому разнообразию Fusarium verticillioides (Chang
et al., 2016), был проведен одновременно класси-
ческий морфологический анализ, ПЦР с видо-
специфичными праймерами, анализ микросател-
литных ISSR-профилей и белковых профилей, по-
лученных посредством матрично-активированной
лазерной десорбции/ионизации (MALDI-TOF).

РАЗНООБРАЗИЕ ПРИЗНАКОВ
И ИХ ИСПОЛЬЗОВАНИЕ

Признаки и свойства организма, используе-
мые в классификационных целях, разнообразны
и разнородны. Традиционным является объеди-
нение их в две группы: фено- и генотипические.
Фенотипические маркеры (морфологические,
биохимические, экологические, “биологиче-
ские”, т.е. связанные с особенностями жизнен-
ного цикла, и т.д.) составляют наиболее обшир-
ную и привычную группу. Априори считается,
что фенотипические признаки связаны с приспо-
собленностью организма к условиям окружаю-
щей среды, т.е. испытывают давление естествен-
ного отбора. Однако для большинства признаков,
используемых в систематике микроскопических
грибов, этот аспект не изучался и не является оче-
видным. Также чаще всего неизвестна генетиче-
ская детерминация признака. Признаки, считае-
мые равновеликими, могут кодироваться разным
количеством генов, что сказывается на их измен-
чивости и, соответственно, на уровне таксономи-
ческой значимости такой информации. Феноти-
пические признаки могут быть простыми либо
комплексным (составными), потенциально дели-
мыми на несколько более простых признаков.
Целесообразно учитывать именно простые при-
знаки, если известно, что наследуются они неза-
висимо.

Из числа генотипических признаков в миколо-
гии наиболее популярны молекулярно-генетиче-

ские маркеры, которые чаще всего используются
аналогично фенотипическим. При их обработке
учитывается изменение структуры молекулы
ДНК без учета особенностей информации, коди-
руемой полиморфным участком. Используемые
для целей реконструкции филогении и таксоно-
мии молекулярно-генетические признаки (мар-
керы) зачастую являются нейтральными. Они от-
ражают полиморфизм нуклеотидной последова-
тельности ДНК в некодирующих областях, таких
как интроны и сателлитная ДНК, или представ-
ляют собой синонимичные замены, которые не
влияют на аминокислотную последовательность
белков. Поэтому первичную структуру ДНК
вполне можно рассматривать не как информаци-
онный (генетический) сигнал, а как фенотипиче-
ский биохимический признак. Отличием этого
типа маркеров от иных биохимических оказыва-
ется именно их селективная нейтральность. Они
не участвуют во взаимодействии организма с
окружающей средой и не сказываются на жизне-
способности. Эти признаки, используемые как
молекулярные часы, идеальны для филогенети-
ческих исследований. Они подходят для нумери-
ческой таксономии и идентификации на основе
идеи ДНК-штрихкодирования, но неинтересны
для типологической систематики.

Характер наследования молекулярных марке-
ров очевиден. Напротив, тип наследования боль-
шинства фенотипических признаков грибов не-
ясен. Множество признаков и свойств грибов, для
которых описаны генетические детерминанты, си-
стематиками не учитываются и имеют значение
для внутривидовой дифференциации. Более того,
похоже, что многие фенотипические признаки
также селективно нейтральны. Понимание степе-
ни влияния признака на адаптированность орга-
низма, информация о количестве генов, отвечаю-
щих за проявление признаков, связь этих генов с
другими жизненно важными признаками
(плейотропия), принадлежность к универсальной
(коровой) или вариабельной частям генома могли
бы дать объективные данные для определения
ценности и веса того или иного признака.

Хорошим примером таксономически ценного
генетического признака может служить MAT-ло-
кус – фактор, содержащий гены, ответственные
за спаривание. Описаны случаи, когда близкие
виды аскомицетов представлены штаммами как с
первой, так и со второй идиоморфой MAT-локуса
или только штаммами, у которых участки МАТ1-1 и
МАТ1-2 спаяны. В первом случае вид гетеротал-
личен, во втором – гомоталличен, что обуславли-
вает изоляцию и разные репродуктивные страте-
гии. Стоит упомянуть пару видов – Dendryphion
penicillatum и D. papaveris (Inderbitzin et al., 2006), а
также виды р. Stemphylium (Inderbitzin et al., 2005),
у которых этот признак был удачно использован в
целях таксономии.
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В целом случаи использования фенотипиче-
ских признаков с известной генетической детер-
минацией в систематике очень немногочисленны.
В ближайшем будущем будут становиться более
частыми и основательными попытки дифферен-
циации видов на основе сравнительной геноми-
ки, каковые начались еще с прошлого десятиле-
тия (Rokas et al., 2007). В этом случае, помимо
простого увеличения массива данных, можно бы-
ло бы “свести” ряд генотипических и фенотипи-
ческих признаков. Но идеология и методология
сравнительно-геномной систематики только на-
чинают разрабатываться. На данный момент при
сравнении геномов разных организмов использу-
ют традиционный мультилокусный (гиперлокус-
ный) филогенетический анализ и относительно
простые, сугубо статистические показатели: сред-
нее нуклеотидное сходство (average nucleotide
identity, ANI) (Figueras et al., 2014) и попарное
сравнение частот k-меров (различных последова-
тельностей с длиной k) (Hibbett et al., 2016; Cserha-
ti et al., 2019).

Для реконструкции кладогенеза более инте-
ресны нейтральные маркеры, расположенные в
той части генома, которая универсальна для
крупной таксономической единицы. Для анализа
анагенеза и очерчивания границ видов ценность
приобретают другие признаки и другие части ге-
нома. Справится ли геномика в одиночку с опре-
делением значимости геномных маркеров для си-
стематики или потребуется совместная работа
молекулярных биологов и биоинформатиков со
специалистами по морфологии, биохимии и эко-
логии грибов – пока неясно. Очевидно, до полно-
ценного применения геномного анализа в систе-
матике предстоят серьезные дискуссии.

Фенотипические признаки

Морфологические признаки наиболее попу-
лярны для целей таксономии. К таковым отно-
сятся строение органов спороношения, внешний
вид колоний при культивировании in vitro и иные
признаки. Будучи использованы отдельно от дру-
гих признаков и филогенетических реконструк-
ций, они не предоставляют возможности полу-
чить непротиворечивую систему для многих
групп грибов, особенно микромицетов. Тем не
менее они остаются самыми важными и широко
используемыми. Проблема заключается в недо-
статочном количестве таких признаков, относи-
тельной трудности их наблюдения и их неста-
бильности. Для наблюдения в чистой культуре
часто используют разные питательные среды и
условия культивирования. На примере многих
родов было показано, что состав среды (суб-
страт), температура и другие параметры суще-
ственно влияют на морфологические признаки и
культуральные свойства. Поэтому для микроми-

цетов предпочтительнее изучение морфологии в
условиях чистой культуры по сравнению с поле-
выми гербарными образцами. При этом крайне
необходима унификация условий проведения ис-
следований, по крайней мере для видов одного
рода. Подобные стандарты предложены для ро-
дов Penicillium (Frisvad, Samson, 2004), Alternaria
(Simmons, 2007), Colletotrichum (Cai et al., 2009) и др.

Биохимические и физиологические признаки у
микромицетов имеют большее адаптивное значе-
ние, чем морфологические, и поэтому потенци-
ально должны реже приводить к выделению пара-
и полифилетических таксонов. Неоднократно со-
вершались попытки найти надежные стабильные
хемотаксономические маркеры, которые позво-
лили бы разделить виды и впоследствии прово-
дить идентификацию. В качестве возможных хе-
мотаксономических признаков был предложен
состав полисахаридов клеточной стенки (Leal et al.,
2010), жирных кислот и стеролов (Müller et al.,
1994; Weete et al., 2010). Образование лактонов по-
хонинов было основанием для выделения р. Po-
chonia из р. Verticillium (Stadler et al., 2003). Мико-
токсины были использованы в систематике родов
Fusarium (Ichinoe et al., 1983) и Aspergillus (Frisvad
et al., 2007).

Метаболитные профили, включающие данные
сразу о многих экзометаболитах, полученные с по-
мощью хроматографии (преимущественно ВЭЖХ),
видятся наиболее простым способом получения
объемных данных, которые можно использовать
для целей таксономии грибов (Smedsgaard, Niel-
sen, 2005). Профили метаболитов неоднократно ис-
пользовали в таксономии Fusarium (Schmidt et al.,
2004), Alternaria (Andersen et al., 2005, 2008, 2009),
Aspergillus, Penicillium, Talaromyces (Frisvad et al.,
2007; Frisvad, 2015) и других грибов.

Проблема заключается в том, что синтез мно-
гих вторичных метаболитов, среди которых стоит
искать видоспецифичные особенности, нестаби-
лен. Появление одного метаболита зависит от не-
скольких генов, экспрессия которых может инду-
цироваться или модулироваться внешними фак-
торами (Smedsgaard, Nielsen, 2005). Наблюдаемая
в итоге сильная модификационная изменчивость
не дает преимуществ метаболитным маркерам пе-
ред другими признаками, используемыми в си-
стематике. Поиск отдельных стабильных хемо-
таксономических маркеров трудозатратен при
невысокой информативности. Для выявления та-
ких признаков необходимо провести сравнение
большого количества штаммов разной степени
родства, причем используя недешевые методы в
надежде найти один или несколько маркеров без
гарантии на успех.

Ряд таксономических микологических работ в
1990–2000-х гг. был выполнен на основе анализа
состава жирных кислот методами газовой или га-
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зожидкостной хроматографии. Несмотря на со-
общения о потенциальной продуктивности дан-
ного подхода (например, Shiosaki et al., 2001; Fra-
ga et al., 2008), он не стал популярным. Одной из
сложностей является изменчивость жирнокис-
лотного состава в зависимости от условий куль-
тивирования и возраста культуры (Stahl, Klug,
1996). При сравнении разных биохимических
подходов, например, нескольких видов р. Fusari-
um, данный подход показал себя не самым ин-
формативным в сравнении с анализами профиля
вторичных метаболитов и аминокислотного со-
става (Zain, 2010).

Более успешно используют протеомное про-
филирование, проводя сравнение микроорганиз-
мов по белковым фингерпринтам c помощью
матрично-активированной лазерной десорб-
ции/ионизации с времяпролетной масс-спектро-
метрией (MALDI-TOF MS). Данный метод
предоставляет возможность получить специфич-
ные для конкретного штамма масс-спектры, что
создает основу для его использования в целях
идентификации и внутривидового типирования
микроорганизмов (Aebersold, 2003; Domon, Ae-
bersold, 2006; Pinel et al., 2011). В качестве досто-
инств метода отмечают простоту препаративных
процедур, краткое время анализа (несколько ми-
нут) и невысокую стоимость (Dickinson et al.,
2004). Проблемным моментом остается воспро-
изводимость результатов и, соответственно, их
надежность. Данный метод используется преиму-
щественно медицинскими микологами (Ranque
et al., 2014), в том числе в нашей стране (Евстигне-
ева и др., 2015; Шаров и др., 2018), для идентифи-
кации изолятов клинических мицелиальных и
дрожжеподобных грибов. Метод позволяет давать
правильное определение до уровня вида пример-
но для 90% изолятов (Putignani et al., 2011; Ranque
et al., 2014). Единичные работы касаются фитопа-
тогенных микромицетов (Santos et al., 2010). Ши-
рокого распространения метод не получает, так
как требует создания базы данных со спектрами
(библиотеки), что в отношении не клинических
грибов сложно сделать из-за их большого видово-
го разнообразия, а также из-за того, что пока не
достигнута достаточная надежность и разрешаю-
щая способность. Так, при исследовании четырех
видов р. Alternaria изоляты только одного вида
оказалось возможным надежно идентифициро-
вать (Brun et al., 2013).

К протеомным методам, используемым для
внутривидовой дифференциации, также относят
мультилокусный энзим-электрофорез (МЭЭ). На
основании анализа электрофоретической по-
движности аллозимов можно не только охаракте-
ризовать фенотип, но и сделать предположение
об особенностях наследования этих признаков.
Метод использовался, например, для идентифи-
кации клинических дрожжеподобных грибов

р. Candida (Caugant, Sandven, 1993; Rosa et al.,
2000).

Примерно полвека назад одним из инструмен-
тов систематики и популяционной генетики гри-
бов стал изоферментный анализ (Micales et al.,
1992). Метод основан на определении ферментов,
кодируемых разными аллелями, по электрофоре-
тической подвижности. Появление разных форм
фермента связано с изменениями нуклеотидной
последовательности в кодирующей части соот-
ветствующего гена. С массовым введением в ла-
бораторную практику секвенирования изофер-
ментный анализ утратил актуальность как срав-
нительно малоинформативный.

Помимо синтезируемых веществ, грибы могут
быть дифференцированы по потребляемым ис-
точникам углеводов. Этот признак был использо-
ван для таксономии Penicillium (Bridge, 1985) и
Colletotrichum (Waller et al., 1993; Prihastuti et al.,
2009). Например, вид C. kahawae может быть
идентифицирован по неспособности усваивать
соли лимонной и винной кислот, в отличие от
других видов Colletotrichum, паразитирующих на
кофе.

Цвет колоний – стандартный признак, обыч-
но используемый как морфологический, хотя в
той же мере его можно считать и биохимическим.
Колонии некоторых грибов имеют характерный
запах, который может помочь при идентифика-
ции. Наиболее известными примерами являются
грибы р. Trichoderma из клады T. viride, которые
обладают запахом кокоса (Gams, Bissett, 2002), и
фруктовый аромат Fusarium poae (Schmidt et al.,
2004). Во многих случаях вариабельность этих
признаков оказывается высокой, поэтому цен-
ность их не должна завышаться.

Для целей полифазной систематики могут
быть использованы и физиологические парамет-
ры, несмотря на часто наблюдаемую их вариатив-
ность от штамма к штамму. Относительная ско-
рость роста в культуре оказалась полезным крите-
рием, например, для дифференциации отдельных
видов Alternaria (Andersen et al., 2005), Aspergillus
(Samson, Varga, 2007) и Colletotrichum (Sutton,
1992; Prihastuti et al., 2009).

Паразитизм. Патогенность, агрессивность и
специализация – характеристики, которым, без-
условно, всегда уделяют большое внимание при
работе с фитопатогенными грибами. Ранее суб-
стратное происхождение сильно переоценива-
лось. Многие грибы получили видовые эпитеты
по названиям растений, на которых они были
впервые обнаружены и, соответственно, подразу-
мевалось, что такое видовое название гриба до-
стоверно отражает субстратную приуроченность.
Впоследствии у специалистов, проводящих иден-
тификацию, подсознательно возникал соблазн
считать информацию о субстрате ключевой и до-
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статочной для идентификации. Например, вид
гриба, обнаруженный на картофеле, мог быть
идентифицирован как “Х. solani”, с яблони – как
“Х. mali” (при существовании в роде “Х” видов с
этими эпитетами) без тщательного анализа мор-
фологии. Такое заблуждение стало причиной по-
явления в литературе, в том числе отечественной,
большого количества неверных данных по геогра-
фии и экологии фитопатогенных микромицетов.

Тем не менее немалое число видов, в первую
очередь биотрофных, имеет действительно отно-
сительно узкую специализацию. Поэтому пато-
генность вообще и специализация в частности
могут быть пригодны для разграничения близко-
родственных видов. Субстратная (филогенетиче-
ская) и органотропная специализации могут от-
ражать начальный этап дивергенции видов. Зача-
стую у некротрофных и гемибиотрофных грибов
такая специализация не является очень строгой.
Поэтому эксперименты по изучению патогенных
свойств грибов должны ставится с большой акку-
ратностью.

Способность к скрещиванию. Тестирование
штаммов на способность давать половое потом-
ство потенциально могло бы быть идеальным для
определения границ видов в рамках биологиче-
ской концепции. Но практическая ценность это-
го способа делимитации в микологии, как уже
упоминалось, низка из-за технической сложно-
сти выполнения этой задачи или отсутствия спо-
собности к половому размножению в принципе.

Генотипические признаки
ДНК-маркеры. В настоящее время для изуче-

ния биоразнообразия используется множество
генетических маркеров, отличающихся инфор-
мативностью. Для их изучения отсутствует необ-
ходимость наличия у исследователя специфиче-
ских навыков, которыми обладают опытные
классические систематики. ДНК-маркеры мож-
но поделить на моно- и мультилокусные, на ис-
следуемые с помощью блот-гибридизации, ПЦР
и ДНК-чипов (Хлёсткина, 2013). Полный пере-
чень подходов и методов достаточно велик, чтобы
его перечислять в данной статье. Ранее для диф-
ференциации таксонов микроорганизмов, для ха-
рактеристики которых недостаточно морфологи-
чески признаков, широко использовали методы,
ставшие классикой: полиморфизм длин рестрик-
ционных фрагментов (RFLP), случайно (произ-
вольно) амплифицируемую полиморфную ДНК
(RAPD), полиморфизм длин амплифицирован-
ных фрагментов (AFLP-PCR) и ДНК-фингер-
принтинг. К настоящему моменту методический
арсенал еще более расширился и стало очевид-
ным, что многие методы хорошо подходят для
изучения внутривидового разнообразия и попу-
ляционной биологии, но не эффективны для це-

лей систематики. Для разделения таксонов на
уровне видов в последние годы не без успеха при-
меняют AFLP и, несколько реже, другие методы.
Данные, полученные с помощью AFLP, могут не-
сти филогенетический сигнал, но только при ана-
лизе близкородственных видов (Bakkeren et al.,
2000; Koopman, 2005).

Нуклеотидные последовательности

Как упоминалось выше, для дифференциации
видов грибов и ДНК-баркодинга наиболее попу-
лярно секвенирование межгенных спейсеров
ITS1 и ITS2 (Seifert, 2009; Schoch et al., 2012). Бла-
годаря мультикопийности этот участок легко ам-
плифицируется, а сравнительно высокая измен-
чивость делает его ценным и удобным источни-
ком информации. Накоплено много данных по
последовательностям ITS-областей генома гри-
бов, депонированных в базе данных GenBank, что
предоставляет богатый материал для сравнитель-
ного анализа и делает наиболее привлекательным
секвенирование этих же областей у всех новых
объектов исследований. Однако при использова-
нии рДНК как единственного источника филоге-
нетической информации для грибов, полученные
филогенетические деревья часто не имеют доста-
точного разрешения, характеризуются низкой
бутстреп-поддержкой или политомией, что было
продемонстрировано еще более 20 лет назад (Ber-
bee, 1996; Landvik et al., 1997; Silva-Hanlin, Hanlin,
1999). Убедительно было показано, что использо-
вание белок-кодирующих генов может суще-
ственно увеличить разрешение филогенетиче-
ских реконструкций для грибов и усилить под-
держку топологии для деревьев, полученных с
использованием рДНК (Matheny et al., 2002; Ta-
nabe et al., 2004; Cai et al., 2009). По этой причине
в настоящее время нормальной практикой для
распознавания видов и популяций грибов счита-
ется мультигенный филогенетический анализ,
или мультилокусное секвенирование-типирова-
ние (multilocus sequence typing, MLST) (Taylor,
Fisher, 2003). Для ряда таксонов ITS или другие
области рДНК теперь не считаются основным
филогенетическим маркером (Hibbett et al., 2016),
а используются только в предварительных иссле-
дованиях и для приблизительной идентифика-
ции.

Любопытно и очень важно, что иногда, напри-
мер, для грибов р. Fusarium (Schmidt et al., 2004),
самые часто используемые наборы признаков –
фенотипические признаки и сиквенсы ITS-обла-
стей – оказались наименее конгруэнтны осталь-
ным типам маркеров и абсолютно не согласовы-
вались друг с другом (табл. 1). Но в данном случае
набор фенотипических признаков был неболь-
шим и включал только характеристики, которые
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могли быть зафиксированы в бинарной форме
(+/–).

Еще одной важной проблемой является при-
сутствие в GenBank некоторой доли сиквенсов
неверно идентифицированных видов. Это каса-
ется любых участков генома, но в первую очередь
наиболее популярных ITS-областей, которые се-
квенируются огромным количеством коллекти-
вов с разной квалификацией. Для отдельных так-
сономических групп процент ошибочно этикети-
рованных последовательностей может быть очень
большим. Например, по мнению Цая и соавторов
(Cai et al., 2009) большинство сиквенсов р. Colle-
totrichum принадлежат неверно определенным ви-
дам. Поэтому в любых таксономических и фило-
генетических исследованиях предпочтительно
использовать сиквенсы эталонных (желательно
ex-type) штаммов, а ITS-области при идентифи-
кации посредством сравнения с сиквенсами Ген-
банка в норме пригодны для определения рода и
лишь предварительного определения вида (Hib-
bett et al., 2016).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Очевидно, в ближайшее время наиболее вос-
требованной концепцией вида у грибов останется
эволюционная. Использование мультилокусного
секвенирования в связке с филогенетическим
анализом технически наиболее удобно и методо-
логически оправдано для определения границ ви-
дов в рамках упомянутой концепции. Скорее все-
го, в среднесрочной перспективе анализ отдель-
ных нуклеотидных последовательностей будет
вытеснен полногеномным секвенированием. Для
полноценного использования последнего необ-
ходимо значительно более детальное по сравне-

нию с тем, что существует сейчас, представление
о структуре и эволюции генома грибов: понима-
ние состава корового генома и его вариативной
части, представление о скорости изменения раз-
ных частей генома и о границе внутри- и межви-
дового полиморфизма по признакам, связанным
со структурой генома.

Наиболее подходящий инструмент для дели-
митации филовидов – филогенетическое распо-
знавание с применением методов наложения ге-
неалогий и коалесценции, поскольку последние
имеют относительно четкие правила и математи-
ческий аппарат для проведения формальной про-
цедуры. Однако далеко не всегда филогенетиче-
ское распознавание дает удовлетворительный ре-
зультат. Например, при небольшом количестве
секвенированных генов или при анализе недавно
дивергировавших видов. Именно в этих случаях
целесообразно применение полифазного подхо-
да. Кроме того, полифазный подход пригоден для
формирования таксономических гипотез, кото-
рые будут проверены филогенетическими мето-
дами, и опираясь на которые, могут быть сделаны
подходящие выборки штаммов (образцов).

В отдельных случаях полифазный подход мо-
жет оказаться продуктивным для таксономиче-
ских исследований на уровне рода, но это потре-
бует использования несколько иного спектра
признаков.

Полифазный подход может занять свое место
и в практике идентификации. Есть основания на-
деяться, что будут найдены признаки и техноло-
гии, которые позволят проводить определение
видов быстрее и дешевле по сравнению с секве-
нированием ДНК или которые послужат хотя бы
хорошим дополнением к определению генетиче-
ского баркода. Но для этого необходимо продол-

Таблица 1. Анализ согласованности дендрограмм, полученных с использованием разных наборов данных для
109 изолятов трех близкородственных видов Fusarium (по: Schmidt et al., 2004)

Примечание. AFLP – AFLP-фингерпринты, включающие 20 фрагментов. Tub, Tef, IGS и ITS – сиквенсы генов бета-тубулина
и фактора элонгации трансляции 1-альфа, IGS и ITS-областей рибосомальной ДНК соответственно. Хром. – метаболитные
профили, включающие 18 вторичных метаболитов, определенных методами ВЭЖХ и газовой хроматографии с масс-спектро-
метрическим детектированием (ГХ-МС). Фенотип – восемь качественных бинарных признаков (форма микроконидий, на-
личие/отсутствие макроконидий, монофиалид, хламидоспор, мучнистых колоний, быстрого роста колоний, высокого воз-
душного мицелия и фруктового запаха).

Наборы признаков
Степень сходства топологий дендрограмм, %

Все признаки AFLP Tub Tef IGS Хром. ITS

AFLP 74

Tub 63 56
Tef 74 60 96
IGS 68 52 88 78
Хром. 56 47 73 48 64
ITS 14 34 55 23 43 38
Фенотип 57 1 16 29 14 8 0
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жение масштабной скрупулезной работы по под-
бору информативных, надежных и удобных при-
знаков, которые генетически закреплены и не
связаны с онтогенетической, модификационной
и комбинативной изменчивостью. Широкому ис-
пользованию хроматографических и масс-спек-
трометрических методов в микологической си-
стематике препятствует в первую очередь высо-
кий уровень внутривидовых (штаммовых)
отличий, сильное влияние среды и недостаточная
изученность этого влияния. Классические мор-
фологические признаки в этом плане остаются
по-прежнему весьма востребованными, несмотря
на недостаточно объективное отражение ими
эволюционных событий.

В любом случае можно согласиться с тем мне-
нием (Лухтанов, 2019), что для правильной интер-
претации данных любого сорта и принятия обос-
нованного таксономического решения, как и
раньше, необходим практикующий систематик,
хорошо знающий свою группу.

Работа выполнена при поддержке Российско-
го научного фонда (проект РНФ № 14-26-00067).
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Polyphasic approach in fungal taxonomy
Ph. B. Gannibal*
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Podbelskogo, 3, Saint Petersburg, 196608 Russia
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Taxonomy of micromycetes continuously experienced a number of specific difficulties. Advances in molec-
ular phylogeny were an important achievement for fungal taxonomy during the last two decades. Usage of
multilocus sequencing in combination with phylogenetic analysis is technically convenient and methodolog-
ically reasonable for species delimitation. They work within the frames of evolutionary species concept which
is the most popular in mycology now and obviously will save popularity in the nearest future. The most proper
tool to define species boundaries is phylogenetic species recognition. However, this well-developed approach
sometimes gives no opportunity to clearly recover biodiversity structure and then perform easy taxa identifi-
cation. Arising in the 1970th in bacteriology, polyphasic taxonomy became in 2000th fairly popular in mycol-
ogy. Nowadays it is comprehended as consensus taxonomy performing definition of taxa extension based on
comparative analysis of all available characters. This approach is not absolutely new. Similar concepts have
been utilized in mycology and other biological disciplines earlier. In the article we review the modern practice
of polyphasic approach application in the mycology. A special part of the review is dedicated to diversity of
features available for a mycologist and to appropriateness of their usage in taxonomy in particular within the
scope of the polyphasic approach. This approach is reasonable to apply when phylogenetic recognition gives
no satisfactory results, for instance, in case of insufficient number of sequenced loci or in case of analysis of
recently diverged species. Furthermore, polyphasic approach is proper for making the taxonomic hypotheses
to test them with phylogenetic methods and to create appropriate sample strain sets.
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