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Аннотация. На территории г. Воронежа, как и во многих других регионах России, наблюдается интен-
сивное усыхание ясеня. Однако на данный момент для г. Воронежа исследования по изучению патоге-
нов отсутствуют. Для идентификации видовой принадлежности грибов, поражающих ясень, мы куль-
тивировали их на питательной среде, выделяли и очищали ДНК с использованием сорбционных спин-
колонок, амплифицировали и секвенировали ITS участки ДНК. Анализ полученных в результате секве-
нирования хроматограмм позволил определить видовую принадлежность грибов, поражающих ясени. 
Стоит отметить, что анализ хроматограмм, полученных в результате секвенирования ДНК изучаемых 
грибов, не выявил Hymenoscyphus fraxineus, грибковый патоген, который являлся наиболее очевидным 
кандидатом на основную причину усыхания ясеня, так как данный гриб сильно сократил популяцию 
ясеня в Центральной и Северной Европе, а также был ране обнаружен в Воронежской области на тер-
ритории Теллермановского опытного лесничества. Напротив, в одном из деревьев был идентифициро-
ван Fusarium avenaceum, который считается эндофитом ясеня и, по некоторым данным, обладает анта-
гонистической активность по отношению к H. fraxineus. Но, тем не менее, на двух деревьях была опре-
делена ДНК Erysiphe salmonii, гриба вида мучнисторосяных грибов, который ранее поражал ясени на 
территории Восточной Европы. В свою очередь на хроматограммах были выявлены пики, которые со-
ответствовали нуклеотидным последовательностям ДНК Aspergillus niger, Coprinellus micaceus и C. 
ovatus. Результаты данного исследования применимы в экономико-экологической отрасли лесного хо-
зяйства Воронежской области для проектирования стратегии целенаправленной борьбы с эпидемией 
усыхания ясеня на территории г Воронежа. 
Ключевые слова: Fraxinus excelsior L.; Hymenoscyphus fraxineus; грибковый патоген; секвенирование; 
анализ хроматограмм 
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Abstract. Within the territory of the city of Voronezh, as in many other regions of Russia, intensive die-back 
of ash is observed. However, to date, the study of pathogens in the city of Voronezh have not been performed. 
For the identification of the species of ash-infecting fungi, we cultivated them on a nutrient medium, isolated 
and purified the DNA using sorption spin columns, and amplified and sequenced the ITS regions of DNA. 
Analysis of the chromatograms obtained as a result of sequencing made it possible to determine the species of 
fungi that infect ash trees. It should be noted that the analysis of chromatograms obtained as a result of DNA 
sequencing of the studied fungi did not reveal Hymenoscyphus fraxineus, a fungal pathogen that was the most 
obvious candidate for the main cause of ash die-back, since this fungus greatly reduced the population of ash 
in Central and Northern Europe, and was also found in the Voronezh region on the territory of the Tellerman 
experimental forestry. On the contrary, in one of the trees Fusarium avenaceum was identified, which is con-
sidered an endophyte of the ash tree and, according to some reports, has antagonistic activity against H. frax-
ineus. However, the DNA of Erysiphe salmonii, a powdery mildew fungus that previously affected ash trees 
in Eastern Europe, was determined on two trees. In turn, the chromatograms revealed peaks that corresponded 
to the nucleotide sequences of DNA of Aspergillus niger, Coprinellus micaceus, and C. ovatus. The results of 
this study are applicable in the economic and environmental sector of forestry in the Voronezh region for 
designing a strategy for targeted combating the epidemic of ash die-back in the city of Voronezh. 
Keywords: Fraxinus excelsior L.; Hymenoscyphus fraxineus; fungal pathogen; sequencing; chromatogram 
analysis 
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Введение 

Ясень обыкновенный (Fraxinus 
excelsior L.) – широко распространённое 
дерево на территории европейской части 
России. Его довольно часто можно встре-
тить не только в составе лесных насажде-
ний, но и на улицах, в парках, скверах. 
Считается декоративной древесной поро-
дой [1]. Обладая мощными защитными 
свойствами, ясень хорошо адаптируется к 
загрязнению атмосферы и достаточно 
устойчив к условиям городской среды, 

что позволяет использовать его в каче-
стве озеленителя [2]. Также ясень широко 
применяется при создании лесополос. В 
настоящее время значительное количе-
ство деревьев подвергается биотическим 
стрессам, вызванным интродуцирован-
ными патогенами и насекомыми-парази-
тами. В последние десятилетия во многих 
регионах наблюдаются вспышки эпиде-
мий, связанных с патогенами, что сказы-
вается на экономическом и / или экологи-
ческом состоянии стран [3].  
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Рубеж XX и XXI веков ознаменовался 
резким сокращением популяции некото-
рых видов ясеня на обоих сторонах света. 
Болезнь усыхания ясеня, вызванная гриб-
ковым патогеном Hymenoscyphus 
fraxineus, сильно сократила его популя-
цию в Центральной и Северной Европе 
[4]. Ясеневая изумрудная узкотелая 
златка (Agrilus planipennis) привела к 
сильному сокращению ясеневых лесов в 
Северной Америке [5]. Ареалы распро-
странения вредителя и патогена совпали 
в Европейской части России, что привело 
к крайне резкому сокращению ясеневых 
лесов [6]. Согласно худшему сценарию, 
оба этих вредителя могут вызвать полное 
исчезновение отдельных видов ясеня [7]. 

На территории Воронежской области 
на долю ясеня приходится около 16.1 тыс. 
га, что составляет примерно 4.5% от всех 
лесных древесных пород [8]. В основном 
ясень встречается как спутник дуба в Тел-
лермановском, Бутурлиновском, Ворон-
цовском, Воронежском и других лесниче-
ствах [9].  

В г. Воронеже A. planipennis был обна-
ружен еще в 2013 году [10], H. fraxineus 
впервые идентифицировали в 2016 г. в 
лесостепной зоне на юге области [11]. 
Данные исследования, где всего на ясене 
было выявлено более 60 видов грибов, 
35% из которых являются возбудителями 
болезней, проводились сотрудниками 
Института лесоведения РАН на террито-
рии Теллермановского опытного лесни-
чества [12]. Ввиду того, что подобные ра-
боты по изучению патогенов ясеня из 
других мест произрастания на террито-
рии г. Воронежа отсутствуют, а также в 
силу массовой гибели и деградации ясеня 
нами было инициировано настоящее ис-
следование.  

Целью работы является идентифика-
ция видовой принадлежности грибов, по-
ражающих ясени, были использованы 
молекулярно-генетические методы, кото-
рые включают в себя выделение ДНК и 
очистку с использованием сорбционных 
спин-колонок, а также получение данных 

о генетической последовательности с по-
мощью прямого секвенирования по ме-
тоду Сэнгера. Анализ полученных с по-
мощью данного метода хроматограмм 
позволил идентифицировать видовую 
принадлежность грибов, поражающих 
ясени г. Воронежа на территории Воро-
нежской нагорной дубравы. 

Экспериментальная часть 

В качестве объектов исследования 
были использованы плесневые грибы и 
плодовые тела грибов, собранных со 
взрослых деревьев ясеня из насаждения 
естественного происхождения, распола-
гающегося на территории государствен-
ного природного заказника областного 
значения «Воронежская нагорная дуб-
рава», координаты которых предостав-
лены в таблице 1. 

Культивирование плесневых грибов 
было произведено с использованием ком-
мерческой питательной среды № 2 ГРМ 
(Сабуро) (ФБУН «ГНЦ ПМБ», Россия). 
Культивирование проводилось при 37°С 
в течение 72 часов. Микробиологический 
высев на питательную среду был осу-
ществлён методом мазка-отпечатка. 

ДНК из образцов выделялась при по-
мощи коммерческого набора «diaGene 
для выделения геномной ДНК» (Диаэм, 
Россия) согласно прилагаемому прото-
колу. Принцип метода заключается в от-
чистке ДНК из биоматериала при по-
мощи микроколонок, в составе которых 
находятся силикаты, в присутствии сор-
бента. На первом этапе выделения проис-
ходило избирательное связывание ДНК с 
сорбентом в присутствии хаотропной 
соли. Далее проводилось центрифугиро-
вание микроколонок с растворами разной 
ионной силы, что позволяет очистить 
связанную с сорбентом ДНК от приме-
сей. Элюция ДНК из сорбента осуществ-
лялась путем центрифугирования после 
добавления деионизированной воды. Ви-
зуализировали полученные образцы ДНК 
при помощи метода гель-электрофореза в 
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2% агарозном геле в 1x трис-ацетатном 
буфере. 

Для последующего секвенирования по 
методу Сэнгера предварительно ампли-
фицировали ITS участки. Последователь-
ности праймеров для амплификации 
представлены в таблице 2. Полимераз-
ная-цепная реакция (ПЦР) проходила при 
следующих условиях: начальная денату-
рация при 94◦C в течение 3 мин, 35 цик-
лов: общая денатурация при 94◦C в тече-
ние 30 сек; отжиг праймеров при 54◦C в 
течение 30 сек; элонгация при 72◦C в те-
чение 45 сек; дополнительная элонгация 
при 72◦C в течение 10 мин на термоцик-
лере Eppendorf Mastercycler personal 
(Eppendorf, США). В состав реакционной 
смеси входили следующие компоненты: 
1 мкл ДНК;1 мкл смеси ITS1 и ITS4 прай-
меров (табл. 1); 4 мкл 5X окрашенной ре-
акционная смеси для ПЦР ScreenMix-HS 
(Евроген, Россия);14 мкл деионизирован-
ной воды. 

Последующую визуализацию ПЦР 
продуктов проводили при помощи ме-
тода гель-электрофореза в 2% агарозном 
геле в 1x трис-ацетатном буфере. Далее 

продукты ПЦР были механически выре-
заны из агарозного геля для последую-
щей очистки, которая проводилась с ис-
пользование коммерческого набора 
«Cleanup Standard» (Евроген, Россия). К 
фрагменту геля добавляли 3 объема «Свя-
зывающего раствора S», смесь инкубиро-
вали при 55°C до полного растворения 
геля в пробирке. Полученные раствор 
центрифугировали на сорбционной спин-
колонке, где сорбируется только двухце-
почечная ДНК, тогда как одноцепочечная 
ДНК, РНК, соли, ферменты, нуклеотиды 
и другие вещества остаются в растворе. 
Далее сорбент очищался от примесей 
промывочными растворами, а ДНК была 
элюирована для последующего секвени-
рования.  

Секвенирование по методу Сэнгера 
осуществлялось в коммерческой биотех-
нологической компании ООО «Евроген» 
(Россия). Методика секвенирования по 
Сэнгеру основана на физико-химических 
принципах капиллярного электрофореза: 
разделение веществ в жидкой полимер-
ной фазе в тонких капиллярах под воз-
действием высокого напряжения. Во 
время прогона отрицательно заряженные 

Таблица 1. Координаты расположения деревьев, с которых был собран материал для иссле-
дования 
Table 1. The coordinates of the location of the trees from which the material for the study was 
collected 

№ образца Координаты расположения дерева 
1 51°45'00.48"N / 39°13'35.9"E 
7 51°45'01.03" N / 39°13'36.14" E 
9 51°45'39.33" N / 39°13'33.35" E 
11 51°45'23.71" N / 39°11'23.92" E 

11(2) 51°45'23.55" N / 39°11'23.02" E 
16 51°44'55.71" N / 39°13'26.63" E 
33 51°45'13.04" N / 39°13'06.25" E 
36 51°45'12.36" N / 39°13'06.94" E 
37 51°45'06.52" N / 39°13'08.95" E 
38 51°45'10.53" N / 39°13'07.39" E 

Таблица 2 Последовательности праймеров ITS участков 
Table 2 Primer sequences of ITS regions 

Название праймера Последовательность 5’ – 3’ 
ITS1 (прямой) TCC GTA GGT GAA CCT GCG G 

ITS4 (обратный) TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC 
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молекулы ДНК попадали в капилляры за 
счёт миграции в сторону положительно 
заряженного электрода, тем самым созда-
валось электрическое поле между анодом 
и катодом. Данный процесс заставлял 
данные молекулы ДНК двигаться в поли-
мере к противоположному концу капил-
ляров (аноду). Более короткие фрагменты 
двигались быстрее, чем длинные; посте-
пенно фрагменты ДНК мигрировали к 
окну детекции. В процессе прогона в окне 
детекции происходило возбуждение при-
шитых к фрагментам ДНК красителей уз-
ким пучком лазера; красители испускали 
флуоресценцию. Прибор собирал флуо-
ресценцию со всех капилляров и проеци-
ровал на камеру ПЗС с помощью оптиче-
ской системы. Сигналы флуоресценции 
разных красителей с ПЗС камеры конвер-
тировался в хроматограмму, которая 
представляла собой многоцветные пики, 
которые, в свою очередь, соответство-
вали четырем видам нуклеотидов, состав-
ляющих молекулу ДНК. Объединение 
этих графиков при вторичной обработке 
позволило расшифровать нуклеотидную 
последовательность и определить длину 
фрагментов ДНК.  

Полученные хроматограммы анализи-
ровали с помощью программного обеспе-
чения Bio Edit Sequence Alignment Editor 
(version 7.0.4.1). Для множественного вы-
равнивания последовательностей была 
использована программа «Clustal Omega». 
(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) с её 
помощью каждая полученная нуклеотид-
ная последовательность была выровнена 
для дальнейшей работы с ней. После нук-
леотидные последовательности были 
проанализированы с использование про-
граммы «Basic Local Alignment Search 
Tool» (Blast) (https://blast.ncbi.nlm.nih. 
gov/Blast.cgi) для нахождения области 
сходства между биологическими после-
довательностями. Данная программа поз-
воляет сравнивать нуклеотидные или 
белковые последовательности с базами 
данных последовательностей.  

Обсуждение и результаты 

В исследовании анализировались 14 
изолятов, которые были успешно ампли-
фицированы и секвенированы. После 
чего была получена четырехцветная хро-
матограмма, демонстрирующая резуль-
таты секвенирования (рис.1).  

Стандартные ошибки, которые наблю-
даются в начале и в конце прочтений 
ДНК, были исключены из анализа. Для 
образцов под номерами 2, 11(а), 15 и 34 
наблюдалось наложение пиков хромато-
граммы, что делало невозможным опре-
деление нуклеотидной последовательно-
сти ДНК. Наиболее вероятной причиной 
наложения пиков является наличие в изо-
ляте двух или более организмов из раз-
ных таксономических групп. В некото-
рых случаях наложение пиков происхо-
дит при наличии полиморфизмов, в 
первую очередь, однонуклеотидных по-
лиморфизмов. В таком случае следует 
анализировать амплитуды пиков хрома-
тограмм, так как они могут нести инфор-
мацию о пропорциях тех или иных алле-
лей в образце [13]. Однако степень нало-
жения пиков хроматограмм в образцах 
под номерами 2, 11(а), 15 и 34 не позво-
лила идентифицировать видовую при-
надлежность грибов.  

Анализ хроматограмм для образцов 
под номерами 1, 7, 9, 11, 11(2), 16, 33, 36, 
37, 38 выявил последовательности ДНК, 
что позволяет идентифицировать видо-
вую принадлежность грибов. Ожидалось, 
что в ряде пораженных деревьев будет 
идентифицирован H. fraxineus. Данный 
гриб вызывает в Европе смертельное за-
болевание ясеня. Патоген, вероятно, был 
занесен из Восточной Азии, а болезнь 
впервые обнаружили в Польше в начале 
90-х годов [14]. Впоследствии эпидемия 
распространилась на весь естественный 
ареал произрастания деревьев-хозяев. H. 
fraxineus вызывает некротические пора-
жения всех органов, включая листья и по-
беги, что в конечном итоге приводит к 
увяданию и гибели всего дерева. [15]. На 
территории России H. fraxineus впервые 
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был обнаружен в 2005 году в Примор-
ском крае на другом виде ясеня F. mands-
hurica [16]. В Европейской части России 
H. Fraxineus впервые зарегистрирован в 
2011 году в Санкт-Петербурге [6]. Позже 
усыхания ясеня отмечали на всей протя-
женности Федеральной трассы M1 от Бе-
ларуси до Москвы [17]. 

Однако анализ хроматограмм, полу-
ченных в результате секвенирования, не 
выявил ДНК, которая принадлежала бы 
H. fraxineus. В пробах 9, 11 и 34 был иден-
тифицирован гриб Aspergillus niger – па-
тогенный гриб-сапрофит из рода 
Aspergillus. Данный вид грибов, который 
сильно влияет на здоровье людей, живот-
ных и растений во всем мире [18]. Основ-
ным субстратом для роста Aspergillus 
niger является почва, однако считается, 
что он один из наиболее распространен-
ных грибов в мире [19]. Есть данные, ко-
торые свидетельствуют о том, что споры 
гриба рода Aspergillus являются одними 
из наиболее часто определяемых грибко-
вых конидий в атмосфере [20]. По этой 
причине обнаружение колоний 
Aspergillus niger не удивительно.  

В образцах под номерами 7 и 16 был 
идентифицирован Erysiphe salmonii– 
гриб вида мучнисторосяных грибов. 
Мучнистая роса, образующаяся микро-
скопическими эктопаразитическими гри-
бами, cпоры которых легко разносятся по 
воздуху, поражает многие породы дре-
весных растений. На растении, которое 
заражено, появляется белый налет мице-
лия, на котором после вызревания спор 
образуются капли жидкости, похожей на 
росу. Обычно она распространяется 
снизу вверх по растению. Листья пора-
женных культур покрываются пятнами, 
вянут и опадают. Представители двух ро-
дов данного заболевания: Erysiphe и 
Phyllactinia, были зарегистрированы и ра-
нее у видов Fraxinus [21]. Из четырёх за-
регистрированных представителей рода 
Erysiphe на ясене наиболее распростра-
нены E. fraxinicola и E. salmonii. Оба вида 
встречаются только в Восточной Азии, 
например, в Китае, Корее и Японии, но E. 
salmonii недавно был зарегистрирован и в 
Восточной Европе [22,23], а теперь иден-
тифицирован на территории г. Воронежа.  

 
Рис. 1. Хроматограммы, полученные в результате секвенирования ДНК грибковых па-

тогенов, выделенных из исследуемых образцов Ясеня. 1. Хроматограмма последователь-
ности ДНК гриба вида Fusarium avenaceum; 7. Хроматограмма последовательности ДНК 
гриба вида Erysiphe salmonii; 9. Хроматограмма последовательности ДНК гриба вида 

Aspergillus niger; 11 (2). Хроматограмма последовательности ДНК гриба вида Coprinellus 
micaceus; 38. Хроматограмма последовательности ДНК гриба вида Coprinellus ovatus. 
Fig. 1. Chromatograms, obtained as a result of DNA sequencing of fungal pathogens isolated 

from the studied ash samples. 1. Chromatogram of the DNA sequence of fungi Fusarium aven-
aceum; 7. Chromatogram of the DNA sequence of fungi Erysiphe salmonii; 9. Chromatogram of 

the DNA sequence of fungi Aspergillus niger; 11(2). Chromatogram of the DNA sequence of 
fungi Coprinellus micaceus; 38. Chromatogram of the DNA sequence 

of fungi Coprinellus ovatus. 
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В образце под номером 1 был иденти-
фицирован вид грибов-аскомицетов 
Fusarium avenaceum. Ранее было пока-
зано, что данный гриб в большом количе-
стве встречаются на ясенях, которые усы-
хали по причине поражения H. fraxineus. 
Однако данный гриб не является силь-
ным патогеном [24]. Даже напротив, 
было показано, что грибы Fusarium sp яв-
ляются эндофитом ясеня обыкновенного 
и обладают антагонистической актив-
ность по отношению к H. fraxineus [25]. 

В образцах 11(2), 36, 37 идентифици-
рован Coprinellus micaceus – гриб семей-
ства Psathyrellaceae. Он является типич-
ным сапротрофным грибом, который 
обычно обитает на пнях и древесине 
лиственных пород деревьев [26]. Мы 
предполагали, что образец 38 является 
грибом из рода Armillaria. Наиболее ча-
сто встречаются A. gallica и A. cepistipes. 
Эти грибы обычно колонизируют камбий 
у основания дерева, что приводит к его 
постепенной гибели [27]. Однако анализ 
хроматограмм, полученных после 
сиквенса, позволил идентифицировать 
данный гриб как Coprinellus ovatus (табл. 3). 

Заключение 

Таким образом, анализ хроматограмм, 
полученных в результате секвенирования 
ДНК исследуемых грибов, не позволил 
нам выявить H. fraxineus, являющийся 
наиболее очевидным кандидатом на при-
чину усыхания ясеня на территориии г. 
Воронежа. Напротив, в одном из деревьев 
был обнаружен Fusarium avenaceum, ко-
торый считается эндофитом ясеня обык-
новенного и, по некоторым данным, об-
ладает антагонистической активность по 
отношению к H. fraxineus. Но, тем не ме-
нее, на двух деревьях была идентифици-
рована ДНК E. salmonii, гриба вида муч-
нисторосяных грибов, который поражает 
ясени на территории Восточной Европы. 
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