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ОПРЕДЕЛЕНИЕ ВИДОВОГО РАЗНООБРАЗИЯ ПОЧВЕННОГО САПРОТРОФА ФУЗАРИУМ,  
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DETERMINATION OF THE SPECIES DIVERSITY OF THE SOIL SAPROTROPH FUSARIUM ASSOCIATED  
WITH THE GROWING AREA OF DAUCUS CAROTA SUBSP. SATIVUS 
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Грибы из рода Fusarium широко распространены в 

природе и встречаются повсеместно. Представители 
данного рода – почвенные сапротрофы, обитающие на 
мертвых растительных остатках, в ризосфере расте-
ний, на поверхности корней. Они вызывают гниль кор-
ней, семян, плодов, клубней, корнеплодов. В настоя-
щее время наряду с традиционной визуальной диагно-
стикой патогенов необходимо использовать и ПЦР-
анализ. Этот метод позволяет быстро и точно опреде-
лять таксономическую принадлежность. При анализе 
образцов почвы главная задача – выделение ДНК из 
различных микроорганизмов, находящихся в почвен-

ном образце, а затем специфичное обнаружение и мо-
ниторинг интересующего фитопатогена. Цель: опреде-
лить in vito оптимальные условия для получения спо-
роносящего мицелия из почвенной ризосферы; изучить 
видовой состав и частоту встречаемости почвенных 
грибных организмов, в зависимости от региона проис-
хождения. В результате проведенных исследований по 
получению спороносящего мицелия выявлены два оп-
тимальных метода: нанесение 50 мкл суспензии мик-
родозатором на питательную среду Чапека с последу-
ющим распределением по поверхности среды шпате-
лем Дригальского и метод предметного стекла. Опре-
делены наиболее пораженные слои ризосферы пато-
генным грибом рода Fusarium – это 10, 15 и 20 см. С 
помощью ПЦР-анализа выявлены виды рода Fusarium 
из ризосферы трех эколого-географических зон возде-
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лывания моркови столовой, определена частота их 
встречаемости. Так, встречаемость Fusarium oxysporum 
на полях Московской и Ростовской областей составила 
16,7%; Fusarium sporotrichioides – Московская область – 
15,2%; Fusarium culmorum – Ростовская и Воронежская 
области – 10,1%; Fusarium poae – Московская и Воро-
нежская области – 10,2%. Также определена частота 
встречаемости и других патогенов, которые присут-
ствуют в почве во всех трех регионах: Aspergillus – 
13,6%; Penicillium – 6,1; Mucor – 3,6; Alternaria sp. – 
10,0%. 

 
Keywords: rhizosphere, soil, pathogens, identification, 

polymerase chain reaction (PCR), Fusarium, frequency of 
occurrence. 

 
Fungi from the genus Fusarium are widely distributed in 

nature and are found everywhere. The representatives of 
this genus are soil saprotrophs that live on dead plant re-
mains, in the rhizosphere of plants, on the surface of roots. 
They cause rots of roots, seeds, fruits, tubers, and root 
crops. Currently, along with the traditional visual diagnosis 
of pathogens, PCR analysis should be used. This test ena-
bles quick and accurate determination of the taxonomic 
affiliation. When testing soil samples, the main task is to 
isolate DNA from various microorganisms in the soil sam-

ple, and then, specific detection and monitoring of the phy-
topathogen of interest. The research goal was to determine 
in vitro optimal conditions for obtaining spore-bearing my-
celium from the soil rhizosphere and to study the species 
composition and frequency of occurrence of soil fungal 
organisms depending on the region of origin. The studies 
to obtain spore-bearing mycelium identified two optimal 
techniques: the application of 50 µL of suspension with a 
microdoser on Czapek’s medium with subsequent distribu-
tion over the surface of the medium with Drigalski spatula, 
and the glass slide technique. The layers of the rhizo-
sphere most affected by a pathogenic fungus of the genus 
Fusarium were identified: 10, 15 and 20 cm. By using PCR 
test, the species of the genus Fusarium from the rhizo-
sphere of three ecological and geographical zones of gar-
den carrot cultivation were identified and the frequency of 
their occurrence was determined. Fusarium oxysporum 
occurrence in the fields of the Moscow and Rostov Regions 
was 16.7%; Fusarium sporotrichioides - Moscow Region, 
15.2%; Fusarium culmorum - Rostov and Voronezh Re-
gions, 10.1%; Fusarium poae - Moscow and Voronezh 
Regions, 10.2%. The frequency of occurrence of other 
pathogens present in the soil in all three regions was also 
determined: Aspergillus - occurrence of 13.6%; Penicillium 
- 6.1%; Mucor - 3.6%; Alternaria sp. - 10.0%. 
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Введение 
Практически все сельскохозяйственные куль-

туры подвержены поражению патогенными 
грибными болезнями, агрессивность которых 
меняется в зависимости от погодных условий, 
сезонных изменений, применяемой технологии 
выращивания, толерантности растений и других 
факторов [1-3]. Грибы из рода Fusarium широко 
распространены в природе и встречаются по-
всеместно. Представители данного рода – поч-
венные сапротрофы, обитающие на мертвых 
растительных остатках, в ризосфере растений, 
на поверхности корней. Они вызывают гниль 
корней, семян, плодов, клубней, корнеплодов 
[4, 5]. 

В настоящее время наряду с традиционной 
фитопатологической диагностикой необходимо 
использовать серологические методы: иммуно-
ферментный анализ, иммуноблотинг, дот-
блотгибридизация, иммунохроматография [6], 
серологически специфичная электронная мик-
роскопия [7]. 

Методы, использующие ДНК, включают флу-
оресцентную гибридизацию in situ [8], различные 
варианты полимеразной цепной реакции (ПЦР). 
Эти методы позволяют быстро и точно детекти-
ровать патоген и определять его таксономиче-
скую принадлежность. При анализе образцов 
почвы главной задачей является выделение 
ДНК из различных микроорганизмов, находя-
щихся в почвенном образце, а затем специфич-
ное обнаружение и мониторинг интересующего 
фитопатогена [9].  

Кроме того, хорошим и надёжным способом 
контроля прохождения ПЦР является использо-
вание внутреннего контроля. Подобный подход 
используется в мультиплексном [10], парал-
лельном или методом добавления экзогенной 
ДНК и соответствующих праймеров для нее в 
каждую реакцию [11].  

Исходя из вышеизложенного, целью иссле-
дований было определить in vito оптимальные 
условия для получения спороносящего мицелия 
из почвенной ризосферы; изучить видовой со-
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став и частоту встречаемости почвенных гриб-
ных организмов, в зависимости от региона про-
исхождения.  

 
Объекты исследований 

Почвенные пробы, взятые с разных слоев 
залегания: 0, 5, 10, 15 и 20 см; мицелий гриба 
рода Fusarium, выделенный из почвенной ризо-
сферы; моноспоровая культура, выделенная из 
спороносящего мицелия.  

 
Методика исследований 

Исследования проводились во ВНИИО – фи-
лиал ФГБНУ ФНЦО с 2014 по 2017 г. Отбор проб 
почвенной ризосферы проводили во ВНИИ 
Овощеводства (Московская область), на Воро-
нежской овощной опытной станции (Воронеж-
ская область), а также на Бирючекутской овощ-
ной опытной станции (Ростовская область).  

Выемка почвенных проб. Перед взятием 
проб выкапывалась ямка глубиной 30 см (на  
2 штыка лопаты) в нее ставилась линейка. Ла-
бораторной лопаткой с каждого слоя отбиралось 
по 20 г почвы. Выемка почвенных образцы осу-
ществлялась рендомизированно с 0, 5, 10, 15 и 
20 см. 

На первом этапе работы нужно было подо-
брать оптимальные способы получения споро-
носящего мицелия из почвы.  

Метод приготовления суспензии. В лабора-
торный стакан наливаем 20 мл стерильной ди-
стиллированной воды. Навеску 1 г почвы поме-
щаем в стакан и встряхиваем на качалке в тече-
ние 15 мин., после чего процеживаем суспензию 
через 3 слоя фильтровальной бумаги [12, 13].  

Способы нанесения суспензии на питатель-
ную среду:  

1) микродозатором набираем 50 мкл (микро-
литров) суспензии и вливаем в чашку Петри. 
Нанесенную жидкость распределяем по поверх-
ности питательной среды шпателем Дригальско-
го;  

2) медицинской пипеткой набираем суспен-
зию и капаем 1 каплю на поверхность среды и 
шпателем Дригальского распределяем по всей 
поверхности; 

3) бактериальную петлю (у нас диаметр пет-
ли 3 мм) опускаем в суспензию и методом штри-
ха наносим на питательную среду (в наших ис-
следованиях мы делали два опускания бактери-
альной петли в суспензию с последующим рас-

пределением по поверхности питательной сре-
ды); 

4) метод предметного стекла. В стерильную 
чашку Петри без среды помещаем 1 г измель-
ченной почвы, увлажняем водой в объеме  
0,5-0,7 мл и накладываем на субстрат предмет-
ное стекло.  

Заложенные опыты в in vitro размещаем в 
термостате при температуре 250С. На пятые 
сутки делаем учет проявления мицелия.  

Микроскопирование выросшего мицелия 
проводили микроскопом «Биомет-6» при увели-
чении 40/0.65 (160/0.17). Идентификацию прово-
дили по «Определителю патогенных и условно 
патогенных грибов», 2001 [14]. 

Выделение моноспоровой культуры. Мате-
риалом для выделения моноспоровой культуры 
служит 20-суточная чистая культура патогенов 
[15].  

Микросателлитный анализ. В работе ис-
пользовалось 8 микросателлитных маркеров. 
Праймеры синтезированы в ЗАО «Синтол». 
Программа амплификатора при ПЦР-анализе: 
при температуре 940C – 5 мин. необходимо  
35 циклов (920C – 30 с, Тотж 0C – 30 с (ожида-
ние), 720C – 1 мин.), 720C – 30 мин., хранение 
после цикла амплификации – 4°C [16].  

 
Результаты исследований 

В ходе проведенных опытов в in vitro по спо-
собу нанесения суспензии на питательную среду 
нами выявлены оптимальные способы: 50 мкл 
суспензии с последующим распределением по 
поверхности шпателем Дригальского, и метод 
предметного стекла. Обильное образование ми-
целия в данных вариантах наблюдалось на 5-е 
сут. от момента закладки опыта. В остальных 
вариантах мицелий развивался слабо и нерав-
номерно. Наибольшее количество уникальных 
колоний мицелиев было в вариантах проб почвы 
с глубины залегания 10, 15 и 20 см. 

После микроскопирования выросшего разно-
образного мицелия были сделаны пересевы до 
получения чистых культур колоний. В результа-
те сформирована «палитра» уникальных поч-
венных мицелиев из трех зон возделывания 
моркови столовой. На рисунке 1 показана «па-
литра» почвенных патогенов.  

В данной «палитре» присутствуют патогены 
рода Fusarium, Aspergillus, Penicillium, Mucor, 
Alternaria sp. и др. 
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Для идентификации видовой принадлежно-
сти фитопатогенных грибов рода Fusarium из 
чистой культуры мы выделили моноспоровую 
культуру, используемую в ПЦР-анализе, кото-
рый проводили в РГАУ МСХА им. К.А. Тимиря-
зева.  

В таблице 1 представлены фрагменты и 
определяемые виды грибов рода Fusarium.  

В результате анализа были получены следу-
ющие результаты, фрагменты которых пред-
ставлены на рисунках 2-5.  

На рисунке 2 представлен ПЦР по определе-
нию вида Fusarium poae. Данный вид выделился 
в образцах почвы из Московской области –  
4, 5 м.  

На рисунке 3 вид F. sporotrichioides выделил-
ся только у одного образца – 124 из Московской 
области. 

На рисунке 4 электрофоретического разде-
ления продуктов ПЦР был определен вида 
Fusarium oxysporum в образцах 6 и 7 из Ростов-
ской области.  

 

 
а 

 
б 

Рис. 1. Палитра уникальных колоний, полученных: 
а – в Московской области; б – в Ростовской области 

Таблица 1 
Фрагменты определения видов Fusarium 

 

Фрагменты 
Определяемый вид Программа амплификатора 

Размер целевого 
ПЦР-продукта, п.н. прямой обратный 

IGS CNL12 F. poae ITS 306 

FSPO, f FSPO, r F. sporotrichioides ITS 300 

FuzOxF FuzOxR F. oxysporum ITS 520 

Fc01 f Fc01 r F. culmorum ITS60 300 

 
 

 
Рис. 2. Разделение продуктов ПЦР для вида Fusarium poae (IGS/CNL12):  

Р – Ростов; М – Москва; без аббревиатуры – Воронеж 

  

 
Рис. 3. Разделение продуктов ПЦР для вида Fusarium sporotrichioides (FsporF1/lanspoR1) 
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Рис. 4. Разделение продуктов ПЦР для вида Fusarium oxysporum (FuzOxF/FuzOxR) 

 

 
Рис. 5. Разделение продуктов ПЦР для вида Fusarium culmorum (Fc01f/Fc01r) 

 
Fusarium culmorum (рис. 5) выделен только с 

одного образца – 108 Воронежская область. 
В ходе наших исследований была составле-

на таблица по видовому составу и частоте 
встречаемости Fusarium и других патогенов 
(табл. 2). 

Fusarium oxysporum в Московской и Ростов-
ской областях с частотой встречаемости его в 
почве 16,7% характеризуется белым пушистым 
мицелием; F. sporotrichioides в Московской об-

ласти – 15,2%, имеет бело-серый цвет мицелия; 
F. culmorum в Ростовской и Воронежской обла-
стях – 10,1%, бело-желтый мицелий; F. poae – в 
Московской и Воронежской областях – 10,2% 
характеризуется как белый, но имеет слегка ро-
зоватый оттенок мицелия. 

Также в ходе исследований нами были вы-
делены Aspergillus – встречаемость 13,6%; Peni-
cillium – 6,1%; Mucor – 3,6%; Alternaria sp. – 
10,0%. 

Таблица 2 
Видовой состав и частота встречаемости эпифитных микромицетов из ризосферы 

 

Вид 
Московская 

область (поля 
ВНИИО) 

Ростовская об-
ласть (Бирючекут-

ская ООС) 

Воронежская 
область (Воро-
нежская ООС) 

Окраска мицелия 
Частота  

встречаемости, 
% 

Fusarium  
oxysporum 

+ + - Белая 16,7 

F. sporotrichi-
oides 

+ - - Бело-серая 15,2 

F. culmorum - + + Бело-желтый 10,1 

F. poae + - + 
Белый с розовым от-

тенком 
10,2 

Aspergillus sp. + + + 
Светло-зеленая с раз-

личными оттенками 
13,6 

Penicillium sp + + + 
Светло-зеленая с 
серым оттенком 

6,1 

Mucor + + + Бело-серый 3,6 

Alternaria sp. + + + Оливково-черная 10,0 

 
Заключение 

Проведенные исследования по способу 
нанесения суспензии на питательную среду 
Чапека позволили выделить оптимальную дози-
ровку – 50 мкл с последующим распределением 

по поверхности среды шпателем Дригальского. 
Данный способ способствует равномерному ро-
сту мицелия, результат на 15-е сут. Хорошие 
результаты по наращиванию мицелия дает ме-
тод предметного стекла. В данном варианте от-
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мечается рост мицелия (если считать от начала 
закладки 10 сут.). Определены наиболее пора-
женные слои ризосферы патогенным грибом 
рода Fusarium – 10, 15 и 20 см.  

С помощью ПЦР-анализа определены виды 
патогенного гриба рода Fusarium, выделенного 
из ризосферы разной удаленности эколого-
географических зон произрастания моркови сто-
ловой и определена частота их встречаемости. 
Так, частота встречаемости Fusarium oxysporum 
на полях Московской и Ростовской областей со-
ставляет 16,7%; Fusarium sporotrichioides – Мос-
ковская область – 15,2%; Fusarium culmorum – 
Ростовская и Воронежская область – 10,1%; 
Fusarium poae – Московская и Воронежская об-
ласть – 10,2%. Также определена частота 
встречаемости и других патогенов, которые при-
сутствуют в почве во всех трех регионах: Asper-
gillus – встречаемость – 13,6%; Penicillium – 
6,1%; Mucor – 3,6%; Alternaria sp. – 10,0%.  

На основании данных была составлена «па-
литра» с фотографиями мицелиев доминирую-
щих фитопатогенных грибов, выделяющихся из 
почвы мест произрастания моркови столовой.  
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