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CC Арбускулярная микориза (АМ) представляет собой широко распространенный симбиоз, который формируется боль-
шинством наземных растений с грибами подотдела Glomeromycotina. Одной из основных проблем в изучении АМ-грибов 
является сложность их идентификации, связанная с высоким внутри- и межвидовым генетическим полиморфизмом, 
а также с облигатным статусом АМ-грибов по отношению к растению-хозяину. Методология идентификации АМ-грибов 
постоянно претерпевает серьезные изменения. В обзоре дан анализ оптимальных методов молекулярно-генетической 
идентификации АМ-грибов. Рассматриваются этапы пробоподготовки, обсуждаются выбор маркерных участков, подбор 
праймеров и различные методы амплификации, включая применение вложенной ПЦР. Анализируется и обосновывается 
перспективность методов клонирования и секвенирования нового поколения в применении к идентификации АМ-грибов.
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CC Arbuscular mycorrhiza (AM) is a widespread symbiosis formed by most land plants with fungi from Glomeromycotina subdi-
vision. The main problem in study of AM fungi is the complication in identification, associated with high intra- and interspecific 
genetic polymorphism, as well as obligate status of AM fungi in relation to host plant. The methodology for AM fungi identifica-
tion is constantly undergoing major changes. In the review the selection of optimal methods of molecular genetic identification 
for AM fungi is carried out. The sample preparation, selection of species-specific marker DNA fragments and primers design, 
amplification including nested PCR are considered. The prospects for cloning and next generation sequencing for AM fungi 
identification are analyzed and substantiated.

CC Keywords: Glomeromycotina; arbuscular mycorrhiza; next-generation sequencing; NGS.

ВВЕДЕНИЕ
Арбускулярная микориза (АМ) повсеместно рас-

пространена в  таежных экосистемах и  встречается 
во  всех природных зонах России  — от  полярной пу-

стыни до  субтропических лесов, а  также в  регионах 
с  высотной поясностью вплоть до  альпийских лугов. 
Несмотря на это, биоразнообразие AM-грибов невели-
ко. По  разным оценкам, известно от  240 [1] до  348 [2] 
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видов, относящихся к одному отделу Glomeromycota [3], 
или, как следует из анализа 192 генов, к одному подот
делу Glomeromycotina Spatafora et Stajich в  пределах 
отдела Mucoromycota Doweld [4]. При этом АМ-грибы 
образуют микоризу с более чем 200 000 видов наземных 
растений [5]. Изучение систематики Glomeromycotina 
связано с рядом трудностей, среди которых следует от-
метить высокий генетический полиморфизм, включая 
полиморфизм на  внутривидовом уровне по  маркерам, 
которые используются для молекулярно-генетической 
идентификации, как правило, проводимой по  участ-
ку SSU – ITS1 – 5.8SrRNA – ITS2 – LSU [6, 7]. Показа-
но, что в некоторых случаях идентификация становится 
невозможной из-за высокого полиморфизма внутренних 
транскрибируемых спейсеров [6, 8]. Причинами этой 
изменчивости может быть: 1) способность АМ-грибов 
к  формированию анастомозов и  обмену генетическим 
материалом [9]; 2) формирование значительного коли-
чества ядер — от 576 до 35 000 на 1 спору [10]. Следует 
заметить, что среди АМ-грибов выявляют криптические 
виды, неразличимые по  морфологическим признакам, 
и  в  ряде случаев мы можем воспринимать межвидовой 
полиморфизм как внутривидовой [11].

С другой стороны, морфологическая идентификация 
также не  позволяет провести четкое разделение близ-
кородственных видов. Более того, сами определения 
«вид», «популяция» и  «особь» для Glomeromycotina 
не  имеют в  настоящее время ясных границ [2]. Мор-
фологическую идентификацию проводят с  учетом бо-
лее 20 параметров: цвет, прозрачность, размеры, фор-
ма внекорневых спор; цвет, размеры, прозрачность, 
плотность, форма, место расположения спорокарпов, 
или скоплений спор; форма места прикрепления спо-
ры к  несущей гифе; число, толщина, плотность, эла-
стичность или ломкость, цвет в  растворах (раствор 
Мельцера, раствор поливиниллактоглицерина, раствор 
трипанового синего и  др.) слоев оболочки споры и  не-
сущей гифы; наличие/отсутствие/исчезновение/появле-
ние слоев оболочки споры и  несущей гифы в  процессе 
онтогенеза (от  ювенильной споры к  зрелой); наличие/
отсутствие септы в  месте прикрепления споры к  несу-
щей гифе; параметры структуры АМ и внутрикорневых 
спор, описание прорастания спор [12, 13].

Ярким примером таксономических проблем с  иден-
тификацией видов и  родов Glomeromycotina слу-
жит род Glomus, многие виды которого за  последние 
20  лет были перенесены в  14 иных родов: Ambispora, 
Claroideoglomus, Corymbiglomus, Diversispora, Domi
nikia, Entrophospora, Funneliformis, Kamienskia, 
Pacispora, Paraglomus, Redeckera, Rhizophagus, 
Sclerocystis, Septoglomus [3]. Причем имеют место 
и  примеры неоднократной ошибочной идентификации 
АМ-грибов [14, 15]. Все эти особенности делают акту-
альной задачу поиска и  подбора оптимальных инструк-
ций к  идентификации родов и  видов Glomeromycotina.

Другой проблемой для точной идентификации 
АМ-грибов является то, что они не  способны расти 
на  искусственных средах, потому получить моноксе-
ничные культуры  — штаммы зачастую представляется 
весьма трудновыполнимой задачей. Например, виды 
Rhizophagus fasciculatus и  R. intraradices занимают 
в  природе одну и  ту  же экологическую нишу. При  по-
пытках выделения R. fasciculatus в  чистую культуру 
споры R. intraradices интенсивно развивались в  кор-
нях растений и  тем самым, вероятно, вытесняли мико-
ризу, формируемую видом R. fasciculatus [13, 16,  17]. 
Получение чистой культуры R. fasciculatus до  сих пор 
представляет собой актуальную проблему [13]. По этой 
причине многие виды АМ-грибов не  изучены, в  том 
числе не  идентифицированы по  морфологическим при-
знакам  [2, 18–20]. В  этих условиях  методы молеку-
лярно-генетической идентификации Glomeromycotina 
приобретают особое значение. Развитие методов при-
вело к существенному росту в базах данных количества 
последовательностей ДНК АМ-грибов (в 100 раз за по-
следние 10  лет) [21–23]. Между тем в  молекулярной 
филогении АМ-грибов остается ряд нерешенных во-
просов. Сложность идентификации АМ-грибов методом 
Сэнгера определяет необходимость тщательного под-
бора эффективных и  высокоспецифических праймеров, 
а  также использования метода вложенной ПЦР. Отме-
чено, что все известные праймеры имеют различную 
эффективность для разных семейств АМ-грибов [18]. 
Для некоторых семейств или родов большинство гриб-
ных праймеров не подходит, а в ряде случаев некоторые 
из  них работают некорректно, способствуя появлению 
химерных последовательностей [22]. До  настоящего 
времени нет общепринятого маркерного участка для 
ДНК-штрихкодирования АМ-грибов [24, 25], несмотря 
на  активное развитие методов секвенирования нового 
поколения [25–28]. Решению поставленных проблем 
идентификации посвящен настоящий обзор.

Пробоподготовка и выделение ДНК
Получение качественного генетического материа-

ла АМ-грибов во  многом зависит от  пробоподготов-
ки. Существенная проблема этого этапа заключается 
в  «низкой чистоте» ДНК АМ-грибов, обусловленной 
тем, что эти грибы являются облигатными симбионтами 
растений, а  потому не  растут на  искусственных средах 
в  чистой культуре и  должны культивироваться in vivo 
с  растением-хозяином (горшечная культура  [29–31], 
либо in vitro на  культуре ткани корня  — Root Organ 
Culture  (ROC) [30, 32]. Создано несколько мировых 
коллекций, поддерживающих АМ-грибы на  растени-
ях  (in  vivo) и  методами in vitro: в  США [13], Фран-
ции  [33], Индии  [34], Канаде [35], Швейцарии [36], 
Бельгии [37, 38], Бразилии [39] и России [7]. Обзор кол-
лекций показал, что в  большинстве случаев поддержа-
ние чистых культур АМ-грибов осуществляют in  vivo. 
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Методы получения спорового материала не ограничива-
ются горшечной культурой и ROC. К ним также относят 
аэропонную культуру с  применением вермикулита [40], 
гидропонную культуру без субстрата  [41], гидропонную 
культуру на  песке [29], Nutrient Film Technique  — 
NFT-метод с  применением перлита [42] и  траншейный 
способ in vivo на  нестерилизованной почве. Из  всех 
способов получения спор АМ-грибов существует толь-
ко один способ in vitro. Причина этого ясна — высокая 
стоимость и  трудозатраты. Так, например, стоимость 
продукции одной споры АМ-грибов методом ROC со-
ставляет $28,5–50,0 [30, 43], а  в  коммерческом ино-
кулюме, полученном на  накопительной культуре расте-
ния-хозяина, — $0,0005–0,0011 за  1  спору [44, 45], 
что на 4–5 порядков дешевле. Таким образом, выгоднее 
проводить наработку спор АМ-грибов для исследований 
методом горшечной культуры, что и  является наибо-
лее распространенным вариантом. Недостаток данной 
методики заключается в  том, что выделяемые споры 
могут быть загрязнены органическими соединениями 
из почвы и других субстратов, корневыми выделениями 
растения-хозяина и  собственно растительной корневой 
массой с  вероятными иными эндо- и  эктосимбионтами 
бактериальной и  грибной природы. Решение этой про-
блемы требует особых процедур на  этапе пробоподго-
товки ДНК.

На основании анализа литературных источников 
приведем общую схему этапов молекулярно-генетиче-
ской идентификации АМ-грибов (рис.  1). Выделение 
ДНК из  спор и  микоризованных корней имеет свою 
специфику. Для выделения генетического материала 
из корней необходимо от 30 [46] до 1000 мг [47] сухого 
веса. В случае работы со спорами АМ-грибов рекомен-
дуется не менее 50 спор на пробу по данным А. Голлот 
и др. [47].

Самым распространенным методом экстракции яв-
ляется CTAB-метод, именуемый по  компоненту буфера 
CTAB (цетилтриметиламмония бромид), в  состав ко-
торого обычно входит 2 % CTAB, 1,4 M  NaCl, 20 мМ 
ЭДТА (pH  8), 100 мМ Трис-HCl (pH  8) [48]. CTAB-
метод имеет множество модификаций. Для почвенных 
образцов в  буфер с  целью удаления гуминовых кислот, 
мешающих ПЦР, рекомендуется добавить поливинил-
пирролидон (ПВП), либо поливинилполипирролидон 
(ПВПП), либо активированный уголь [49]. Наилучшие 
результаты при очистке ДНК АМ-грибов показало при-
менение ПВПП в  сравнении с  использованием ПВП 
и  активированного угля [49]. В  ряде методов в  буфе-
рах для экстракции используют додецилсульфат натрия 
(SDS) для инактивации ферментов, например нукле-
аз  [50].

Несмотря на  частое применение CTAB-метода при 
выделении ДНК-матриц из  спор и  корней, существует 
ряд иных эффективных методов экстракции [49, 50], 
основанных на  применении буфера TE (10 мM Трис-

HCl pH 8,0 и  1 мМ ЭДТА); буфера ROSE (Rapid one-
step extraction, 10 мM Трис-HCl pH 8,0, 312,5  мM 
ЭДТА pH 8,0, 1 % лаурилсаркозинатом натрия; 
1 %  ПВПП); а  также буфера с  Chelex 100 (10 % w/w 
Chelex 100  (100–200 меш), 0,1 % w/v SDS, 1 % v/v 
Nonidet P‑40, 1 % v/v Tween 20; [51]); буфера с  про-
теиназой K 5:1 (содержащим 40 мM Трис-HCl pH 8,0; 
1 % Tween  20; 0,2 % Nonidet P‑40; 0,2 мM ЭДТА, 
1  мг/мл протеиназы K) [52]; буфера с  NaOH (200 мкл 
0,5 M NaOH; [53]).

Сравнение различных модификаций буфера CTAB 
и  TE с  добавлением β-меркаптоэтанола, ПВП, ПВПП 
и  активированного угля показало, что по  чистоте ДНК 
лучшие результаты наблюдались в  варианте использо-
вания ТЕ-буфера с  добавлением активированного угля 
вместо ПВПП [49]. С  другой стороны, T. Осмундсон 
и  др. обратили внимание на  высокую эффективность 
буфера на  основе NaOH [50]. В  то  же время буферы 
на  основе NaOH используются и  в  наборах: напри-
мер, МИНИПРЕП (Sileks) содержит 0,2 М  NaOH 
и  1 %  SDS. При сохранении высокой эффективности 
ПЦР метод экстракции на  основе NaOH отличается 
высокой скоростью и  дешевизной. Д. Редекер пред-
лагает следующие модификации методики для выде-
ления ДНК с  использованием NaOH: отбор фрагмен-
тов корней длиной 1–2  см, которые выдерживают 
10  мин в  0,25  M NaOH (20 мл); инкубация образцов 
при +90 °C 10 мин; добавление 10 мл 0,5 M  Трис-HCl 
и  20 мл 0,25 н HCl и  инкубация 10 мин; центрифуги-
рование 14000 об/мин в  течение 5 мин; разбавление 
супернатанта в  ТЕ-буфере 1 к  100 для дальнейшего 
использования образцов для ПЦР [54]. Другой эффек-
тивный способ экстракции предложили А. Голлот и др.: 
корни весом 1  г гомогенизируют в  чашках с  жидким 
азотом; ДНК выделяют в 1 мл буфера (0,2 M Трис-HCl 
pH 8,0, 0,25 M NaCl, 0,025M ЭДТА, 0,5 % SDS, 1 % 
ПВП, 29 мM β-меркаптоэтанола) [47].

Перед экстракцией растительный материал может 
быть измельчен в фарфоровой ступке или чашке с при-
менением жидкого азота и затем смыт буфером. Но если 
объем корневой массы небольшой (менее 100  мг), он 
обрабатывается в микропробирке, в этом случае закры-
тая пробирка с  корнями в  буфере на  1–2 мин погру-
жается в  жидкий азот, после чего замороженная масса 
перетирается [55]. Лизис проводят либо при комнатной 
температуре, либо при нагревании до  65–100  °C.

Измельчение материала возможно встряхива-
нием  (например, FastPrep‑24, США, диапазон ско-
рости 4,0–6,5 м/с либо Precellys‑24, Франция, 
5000–6500  об/мин) в  микропробирке с  добавлением 
шариков (стекло / металл) диаметром 0,1–3,0 мм. Дру-
гим эффективным способом является перетирание ма-
териала с оксидом алюминия в ступках или фарфоровых 
чашках. Этот метод подобен по  эффекту перетиранию 
в жидком азоте, но может и совмещаться с ним. С дру-
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Корни с АМ / Roots with АМ

Выделение ДНК / DNA extraction

ПЦР / PCR

Клонирование-секвенирование по Сэнгеру / 
Cloning-sequencing by Sanger NGS

Промывка + сушка (для корней) / без сушки (для спор) /  
Washing + drying (for roots) / without drying (for spores)

Добавление буфера экстракции /  
Extraction buffer

Эффективные для большинства видов АМ-грибов: CTAB; TE; NaOH /  
Effective for most species of AM-fungi: CTAB; TE; NaOH

Специфичные для отдельных видов АМ-грибов: ROSE; Chelex 100; Proteinase K либо из фирменных наборов /  
Specific for some species of AM-fungi: ROSE; Chelex 100; Proteinase K, or commercial sets

Условия: t экстракции ДНК в буфере 65–100  ºС; время выделения — 10–120 мин; наличие компонентов  
в растворе, способствующих удалению гуминовых кислот (например, PVPP либо активированный уголь).  

При выделении ДНК из спор необходимо использовать магнитные частицы или соосадитель для уменьшения 
потерь генетического материала / 

Conditions: extraction T – 65-100  °C; extraction time – 10-120 min; +PVPP or AC for removal of humic acids. 
When  isolating DNA from spores, it is necessary to use magnetic particles or coprecipitator to reduce the loss of  ge-

netic material

Подбор универсальных (для ПЦР и последующего NGS) или специфических (для ПЦР и последующего  
клонирования-секвенирования) праймеров. Проведение ПЦР / 

Selection of universal (for PCR and subsequent NGS)/specific primers (for PCR and subsequent cloning-sequencing). 
PCR procedure

Плюсы: длинный маркер 
(до 1500 п. н.) / Advantages: 
long reads up to 1500 b.p.)

Минусы: неэффективная 
оценка полиморфизма, 

специфические праймеры, 
дороговизна сиквенса / 

Limitations: 
1) inefficient evaluation 
of  polymorphism; 
2) specific primers;
3) expensive sequence 

Плюсы: эффективная оценка  
полиморфизма;  

универсальные праймеры /  
Advantages:

1) effective evaluation  
of  polymorphism; 
2) universal primers

Минусы:  
короткие прочтения  

(170–750 п. н.) / 
Limitations: 

short reads (170-750 b.p.)

Навеска корней 30–100  мг: расти-
рание в микропробирке с шариками 

Ø 1–3 мм / Roots (30-100 mg):  
crushing in  tubes by balls (Ø 1-3 mm)

Навеска корней 100–1000 мг: расти-
рание в чашке с жидким азотом  / 

Roots (100-1000 mg):  
crushing in cup with liquid nitrogen 

Разрушение оболочки спор в микропробирке  — иглой 
или типсом (при Ø спор > 200 мкм), стеклянными или 
металлическими шариками Ø 0,1–0,5  мм (при Ø спор 
< 200 мкм) / Crushing of spore walls by needle or tip 

(for  spore Ø > 200 µm), glass or metal balls Ø 0,1-0,5 mm 
(for spore Ø < 200 µm)

Споры АМ-грибов / Spores АМ fungi

Рис. 1.	 Схема молекулярно-генетической идентификации АМ-грибов
Fig. 1.	 The scheme of molecular genetic identification for AM fungi
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гой стороны, согласно данным Д. Редекера [54], споры 
АМ-грибов достаточно инкубировать в буфере при тем-
пературе 65  °C без жесткой механической обработки.

Дж. Ли и др. предложили новый способ повышения 
выхода ПЦР-продукта АМ-грибов путем разрушения 
прочной оболочки спор в  микропробирке иглой ма-
лого диаметра без дополнительных процедур очистки 
ДНК  [56]. Следует полагать, что разрушение оболочки 
спор тонкой медной проволокой диаметром 30–50 мкм 
будет более эффективным.

В случае отсутствия необходимого количества ма-
териала (для единичных спор либо для корней, имею-
щих сухой вес менее 30  мг) можно рекомендовать ме-
тод выделения ДНК на  магнитных частицах Dynabeads 
(Thermofisher, UK), успешно примененный Д. Швар-
цотт и  А. Шуслером [57]. Методика состоит из  следу-
ющих этапов: 1) разрушение споры в  микропробирке 
с  помощью стерильного носика пипетки в  200 мкл 
Dynabeads solution (Dynabeads DNA Direct System 1, 
Dynal A.S., Oslo, Norway); 2) проводят сорбцию ДНК 
с  использованием магнитных частиц; 3) промывание 
удерживаемого с  помощью магнита на  стенке микро-
пробирки осадка с  частицами растворами, содержащи-
ми спирт, затем чистым 75 % этанолом и  подсушива-
ние; 4) смыв ДНК с магнитных частиц с помощью воды 
или раствора Трис-HCl. Также применяют соосадители 
ДНК (например, Satellite Red, Евроген, Москва) для 
снижения ее потерь на этапе выделения. Споры, так же 
как и корни, инкубируют в буфере при комнатной тем-
пературе или чаще при нагревании. Реже споры могут 
быть заморожены в  жидком азоте и/или обработаны 
в шейкере с шариками диаметром 0,1–0,5 мм [55, 58]. 
Впервые  выделение из  единичной споры для иденти-
фикации АМ-гриба до  вида было проведено И.Р. Сан-
дерсом и  др.  [59]. Дж. Блазковски и  др. предлагают 
использовать модифицированный протокол выделе-
ния спор  [55] с  последующей их заморозкой в  1,5 мл 
пробирках и  разрушением микропестиком; к  каждому 
образцу добавляют 100 мкл буфера (200 мM Трис-HCl 
pH 7,5, 250 мM NaCl, 1 мM ЭДТА и  1 % SDS, w/v); 
образцы нагревают до  100  °C, замороживают жидким 
азотом и  снова нагревают и  инкубируют при 100  °C 
в течение 10 мин; далее образцы очищают на колонках 
(QIAquick, Qiagen); ДНК смывают нагретым до  55  °C 
раствором 1 мM Трис-HCl (pH  8).

В случае использования готовых наборов для вы-
деления ДНК пользуются протоколами, рекомендован-
ными производителем. Например, Р. Бориелло и  др. 
предлагают выделение ДНК из  10–30 спор с  исполь-
зованием FastDNA Kit (MP  Biomedicals, Solon, Ohio, 
USA): споры разрушают микропестиком в  микропро-
бирке в 100 мкл CLS-Y лизирующего буфера; суспензию 
переносят в 2 мл колонки, содержащие 400 мкл CLS-Y 
буфера, и  встряхивают 30 с  в  FastPrep120 (USA), да-
лее следуют протоколу производителя набора  [58]. 

Помимо указанных выше, часто используют следую-
щие наборы: innuPREP Plant DNA Kit (Analytik Jena, 
Jena, Germany), FastDNA Spin Kit [19], the Nucleospin® 
96 Plant kit (Macherey-Nagel, Düren, Germany) [26].

Важный результат был получен в  исследовании 
А.Г.  Дьеду и  др. Было показано, что качество продук-
тов амплификации положительно коррелирует с чисто-
той ДНК (r = +0,73, p < 0,05) и  обратно коррелирует 
с концентрацией (r = –0,74, p < 0,05) [49]. Это утвер-
ждение означает, что в ряде случаев для получения ка-
чественного продукта ПЦР ДНК требует разбавления 
в  100–1000 раз для снижения концентрации ингиби-
рующих ПЦР примесей.

Баркодинг
Одной из главных проблем идентификации АМ-гри-

бов является их высокий ядерный полиморфизм [2, 18]. 
Это касается не  только межвидовой, но  и  внутривидо-
вой изменчивости. Так, показан высокий полиморфизм 
генетического материала штаммов R. irregularis [7, 60]. 
Более того, при выделении ДНК из  разных ядер одно-
го изолята АМ-гриба получаемые нуклеотидные по-
следовательности маркерных регионов также могут 
значительно различаться [60]. Происхождение обна-
руженной высокой изменчивости АМ-грибов обсужда-
ется в  двух конфликтующих теориях. Согласно первой 
гипотезе, генетический материал разных ядер одной 
споры АМ-гриба однороден (гомокариоз), что было 
продемонстрировано на  Glomus etunicatum [61]. Со-
гласно второй гипотезе, генетический материал имеет 
существенные отличия даже внутри одной споры (ге-
терокариоз), что было продемонстрировано на  Glomus 
irregulare [62] и  Glomus etunicatum [63] (виды в  на-
стоящее время перенесены в  другие роды и  переиме-
нованы в  Rhizophagus irregularis и  Claroideoglomus 
etunicatum соответственно). Результаты М. Тиссерант 
и др. свидетельствовали в пользу первой гипотезы, по-
скольку впервые проведенное полногеномное секвени-
рование АМ-гриба (Rhizophagus irregularis) показало 
низкий уровень геномного полиморфизма — 0,43 заме-
ны на  1000 п.  н. [64]. С  другой стороны, полиморфизм 
отдельных участков ДНК существенно варьирует.

В качестве ДНК-маркеров для идентификации видов 
АМ-грибов использовали несколько участков ядерного 
и  митохондриального геномов. Это участки из  класте-
ра генов 35S рРНК генома ядра (участки генов 18S 
и  26/28S рДНК, районы ITS1 и  ITS2, 5.8S рДНК) 
[23,  65–67], ген LSU митохондриальной рРНК  [68], 
гены RPB1 и  RPB2 субъединиц I  и  II РНК полиме-
разы II [2, 69], ген PTG  — фосфатный транспортер 
[70], ген  H+  АТФазы [71], ген β-тубулина [72], а  так-
же генов, кодирующих фактор элонгации 1-альфа 
(EF  1-α)  [69,  73]. Известна и  попытка использовать 
в качестве ДНК-штрихкода АМ-грибов ген COX1 (мито-
хондриальный ген, кодирующий субъединицу I цитохром 
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с-оксидазы) [6]  — баркод, повсеместно применяемый 
для идентификации видов животных. Однако оказалось, 
что для грибов этот маркер не подходит, так как этот ген 
у  грибов имеет много интронов и  к  нему трудно подо-
брать универсальные для грибов праймеры [67]. Кроме 
того, известно, что ДНК-баркодинг на  основе малоко-
пийных консервативных генов неэффективен для близ-
ких видов из-за низкой межвидовой изменчивости  [24]. 
На  практике ITS-регион является основным участком 
для баркодинга, он наиболее представлен в  базах дан-
ных, среди которых надо выделить UNITE (User-friendly 
Nordic ITS Ectomycorrhiza) Database [66,  67], включа-
ющую сейчас 817 130 последовательностей ITS грибов, 
и  базу данных MaarjAM  [74]. Следует заметить, что 
ITS-маркер также используется в  молекулярно-фило-
генетических исследованиях высших растений [75].

Существует множество исследований, в  которых 
авторы разрабатывали новые праймеры на  разные 
информативные участки гена 35S рРНК [18, 47, 54, 
56,  76] и  сравнивали специфичность отжига прай-
меров для АМ-грибов [24, 77]. Если использовать 
универсальные праймеры ITS1F и  ITS4, то  амплифи-
цируются районы ITS1-5.8SрДНК-ITS2 не  только гри-
бов, но  и  растений  [78, 79]. Разработанные А. Голлот 
и  др.  [47] праймеры FLR3 и  FLR4 для амплификации 
вариабельного района LSU оказались разной специ-
фичности: FLR4 был специфичен исключительно для 
АМ-грибов, а  FLR3 показал низкую специфичность 
к  АМ-грибам и  отжигался на  ДНК базидиомицетов 
также хорошо. В  2008  г. Дж.  Ли и  др. [56] разработа-
ли праймеры AML1 и AML2, которые, по их утвержде-
нию, оказались на тот момент наиболее специфичными 
для последовательностей SSU АМ-грибов. Тем не  ме-
нее в  2015 г. C.  Жанг и  др. [77] указали, что эта пара 
праймеров даже менее специфична, чем универсальные 
грибные праймеры NS31 и AM1, полученные Т. Хелга-
сон и др. в 1998  г.  [80]. Таким образом, требуется про-
верка эффективности и  специфичности праймеров при 
расширении круга исследуемых объектов. Наиболее 
часто в  настоящее время используется набор прай-
меров М.  Крюгер и  др. (к  региону SSU – ITS – LSU), 
поскольку охватывает наибольшее число семейств АМ-
грибов: в  первом раунде применяется смесь прайме-
ров SSUmAf вместе с LSUmAr, а во втором — SSUmCf 
с LSUmBr [18]. Один из наиболее полных списков всех 
используемых для идентификации АМ-грибов наборов 
праймеров дан в  работе А. Крюкова и  А. Юркова [7].

Следует отметить, что последовательности цен-
трального участка SSU у  видов из  родов Ambispora, 
Diversispora, Gigaspora и  Scutellospora часто не  име-
ют видоспецифичных замен [20]. Д. Редекер и  др. от-
мечают проблемы идентификации по  коротким фраг-
ментам  SSU также и  для таксонов более высокого 
ранга, например,  на  уровне родов [81]. Напротив, 
в  ряде случаев ITS-район плохо подходит для иден-

тификации видов АМ-грибов вследствие избыточно 
высокой изменчивости [60]. К  аналогичным выводам 
пришли М. Оп де  Беек и  др. [24] в  результате анализа 
эффективности различных наборов праймеров к регио-
ну SSU – ITS – LSU.

Вложенная ПЦР
На этапе проведения ПЦР ключевой проблемой 

является загрязнение ДНК АМ-грибов чужеродны-
ми нуклеиновыми кислотами. Многократные попытки 
идентифицировать АМ-грибы с  применением универ-
сальных грибных праймеров оказались неудачными. 
Проблему загрязнения чужеродной ДНК удалось ре-
шить с  помощью проведения вложенной ПЦР в  2 или 
3 раунда со  специфическими праймерами [54, 57, 72]. 
Д. Редекер одним из первых применил вложенную ПЦР 
для идентификации АМ-грибов с разработанными прай-
мерами на  SSU и  ITS участки [54]: в  первом раунде 
вложенной ПЦР использованы универсальные прайме-
ры NS5 и ITS4 [78], во втором — специфические прай-
меры ARCH1311, ACAU1660, LETC1670, GLOM1310 
с  ITS4 [78], ITS1F [79] с GLOM5.8R и GIGA5.8R [54]. 
В  более позднем исследовании эффективной оказалась 
вложенная ПЦР, проведенная с применением праймеров 
на  SSU-регион, таких как: GlomerWT0 с  Glomer1536 
в  первом раунде [55] и  GlomerWT0 с  GlomerWT2 
во  втором раунде ПЦР [76]. Важным следствием этих 
работ стало то, что для ПЦР ДНК АМ-грибов с  даль-
нейшим секвенированием по  Сэнгеру рекомендуется 
использование специфических праймеров, поскольку 
иначе реакция идет не только на целевой ДНК, и даже 
не  только на  ДНК ризосферных грибов, но  и  также 
на  ДНК растения-хозяина. С  другой стороны, универ-
сальные праймеры удобно использовать в методах сек-
венирования нового поколения при оценке генетическо-
го полиморфизма [7].

Оптимизация ПЦР и решение  
проблемы «химерных» последовательностей

Обычно результаты ПЦР хорошо прогнозируемы 
и повторяемы. Полной неожиданностью для ряда иссле-
дователей оказалось появление «химер» [19, 22, 82], 
к  которым относят искусственные последовательности, 
непреднамеренно генерируемые в ПЦР и обычно состо-
ящие из фрагментов от двух различных организмов [83]. 
П. Кохот и  др. [22] показали, что: 1) наибольшее ко-
личество химер (19,6 %) выявляется при использова-
нии праймеров М. Крюгер и  др. [18], при  том что эти 
праймеры наиболее специфичны к  АМ-грибам; 2) при 
использовании праймеров Д. Редекера и  др. [84] было 
зарегистрировано 0,9 % химер при наличии 46,4 % не-
целевых последовательностей [22]; 3) отсутствие химер 
и  нецелевых последовательностей было выявлено при 
использовании в первом раунде вложенной ПЦР прай-
меров SSUmAf с  LSUmAr [18], а  во  втором  — моди-
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фицированного ITS7o [85] с  ITS4 [78]. Для уменьше-
ния вероятности получения химер К. Сенес-Гуэрреро 
и  др.  [19] рекомендуют использование в  ПЦР высоко-
точной Phusion ДНК-полимеразы (Finnzymes, Espoo, 
Finland). В  то  же время разработаны специальные 
компьютерные программы для обнаружения химерных 
последовательностей и  исключения их из  анализа: на-
пример, программа Mallard [86] или UCHIME [87].

На основании литературных данных можно реко-
мендовать следующие варианты оптимизации проведе-
ния ПЦР ДНК АМ-грибов. Целесообразно увеличение 
числа повторностей ПЦР в  2 раза, поскольку показа-
но, что ее эффективность не  всегда является высокой, 
снижаясь до  60 % в  ряде случаев [19]. Помимо этого, 
Т. Осмундсоном и др. отмечено, что через 2,5 года хра-
нения ДНК АМ-грибов эффективность ПЦР падает 
в  2–3 раза [50]. Для того чтобы идентифицировать 
виды из  максимального числа семейств АМ-грибов 
(например, в  образцах почвы), рекомендуется исполь-
зовать отдельные пары праймеров, описанные М. Крю-
гер и др., с проверкой результатов на наличие химерных 
последовательностей [22].

В результате исследования А. Крюкова и  А. Юр-
кова  [7] предложены следующие модификации ПЦР: 
1) увеличение числа циклов ПЦР до 40, чтобы добиться 
достаточного для секвенирования и анализа количества 
генетического материала АМ-грибов, при этом первые 
циклы следует проводить при повышенной температуре 
отжига для улучшения его специфичности (Touchdown 
PCR); 2) при проведении ПЦР длинных фрагментов 
с  использованием праймеров М. Крюгер и  др. [18] 
SSUmAf – LSUmAr и  SSUmCf – LSUmBr рекоменду-
ется увеличивать время элонгации на  30 с. В  случае 
неудачной ПЦР целесообразно оптимизировать ам-
плификацию подбором альтернативных пар праймеров 
с проведением идентификации по  ITS2-фрагменту.

Метод клонирования-секвенирования
При секвенировании по  Сэнгеру последователь-

ностей ДНК АМ-грибов по  SSU – ITS – LSU региону 
наблюдается высокая вариабельность, обусловленная 
наличием делеций и  инсерций в  генетическом матери-
але [7]. Помимо полиморфизма еще одной причиной 
высокой вероятности получения последовательностей 
с ошибками является то, что в смеси после ПЦР может 
присутствовать ДНК как растения-хозяина, так и  дру-
гих грибов, количество видов которых может состав-
лять не один десяток [28], что приводит к невозможно-
сти чтения последовательностей либо неоднозначному 
их прочтению без этапа клонирования. С  учетом вы-
сокой вариабельности и  присутствия смесей в  ПЦР-
продукте необходим анализ значительного числа кло-
нов: по  данным М. Крюгер и  др., до  48 на  одну пробу 
[18], поэтому в  рамках одного исследования может 
анализироваться более 1000 клонов, что требует зна-

чительных затрат. Клонирование последовательностей 
ДНК АМ-грибов можно проводить с применением раз-
личных наборов, таких как: 1) pCR2.1-TOPO vector, 
Invitrogen,  Netherlands [57]; 2) Zero Blunt TOPO PCR 
Cloning Kit, Invitrogen, Netherlands [18]; 3) StrataClone 
Ultra Blunt PCR Cloning Kit, Agilent Technologies, 
Mississauga, ON [88]; 4) pGEM-T Easy vector, Promega, 
Madison, WI, USA [26]. Рекомендуется после очистки 
ДНК отобранные клоны сразу секвенировать, не  при-
меняя дополнительную ПЦР с  колонии [7].

Секвенирование нового поколения
Значительный интерес в  решении проблемы иден-

тификации АМ-грибов представляют методы секве-
нирования нового поколения (NGS). На  сегодня су-
ществует несколько методов NGS: 454 Life Sciences, 
Illumina-SOLEXA, IonTorrent, SOLiD и Helicos [27, 89]. 
Одним из  наиболее ранних методов NGS был метод 
пиросеквенирования 454, с  помощью которого полу-
чали короткие прочтения (~160 п.  н.). С  2009  г. мето-
ды  NGS начали использовать в  практике идентифика-
ции АМ-грибов  [26]. С использованием универсальных 
грибных  праймеров NS31 с  AM1 М. Опик и  др. [26] 
провели анализ 179 279 последовательностей, из  ко-
торых  77,5 % принадлежали к  47 таксонам АМ-гри-
бов, выделенных из  корней 10  видов растений. Одна-
ко, по  данным Т. Хелгасон и  др., [80] эти праймеры 
не  подходят для анализа семейств Archaeosporaceae 
и  Paraglomeraceae по  участку SSU. М. Опик и  др.  [26] 
показали, что применение метода 454 позволило вы
явить в  1,5 раза больше таксонов грибов в  корнях пе-
ченочницы благородной (Hepatica nobilis Mill.), чем 
секвенирование по  Сэнгеру. Это подтвердило неэф-
фективность метода клонирования-секвенирования при 
идентификации АМ-грибов.

В работе К. Сенес-Гуэрреро и др. [28] использовали 
метод 454 GS-FLX+ для идентификации по  LSU ре-
гиону (в  первом раунде вложенной ПЦР  — праймеры 
М. Крюгер и др. [18], во втором — модифицированный 
праймер LSU-D1f [28] с  LSUmBr [18]). Интересным 
результатом этой работы стало то, что ~60 % исследо-
ванных растений образовывали симбиоз не  менее чем 
с 10 видами АМ-грибов каждое, а 2 % растений имели 
в  корневой системе более 25 видов АМ-грибов [28]. 
Применение данного протокола идентификации позво-
лило получить 698 297 последовательностей, из  кото-
рых 0,17 % целевых последовательностей АМ-грибов 
имели длину от  760 п.  н. и  были отнесены к  41  виду, 
из  которых 15  — неизвестные таксоны, не  зареги-
стрированные в  базах данных. Данная проблема яв-
ляется распространенной для царства грибов в  це-
лом, не  ограничиваясь филой АМ-грибов. По  мнению 
C. Кивлин и др., большинство грибов до сих пор никак 
не описано и не охарактеризовано [21]. В 2014 г. К. Се-
нес-Гуэрреро и др. [19] также указали, что ~50 % видов 
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АМ-грибов региона Анд не  были ранее идентифициро-
ваны молекулярно-генетическими методами.

М. Ван Гил и др. [90] провели одно из наиболее де-
тальных сравнений эффективности работы различных 
комбинаций праймеров для 454 пиросеквенирования 
с  длиной фрагментов 200–400 п.  н. Результаты по-
казали, что с  наибольшим отрывом от  остальных ли-
дирует пара FLR3 [47] с  LSUmBr4 [18] с  получением 
142 734  сиквенсов, из  которых 92,3 % обладали высо-
ким качеством для анализа при длине более 250  п.  н. 
Менее эффективными были пары AMV4.5NF [91] 
с AMDGR [91] и Glo454 [92] с NDL22 [93] с получени-
ем 156 857 и  158 003 последовательностей, из  которых 
61,3 и  61,4 % соответственно обладали высоким каче-
ством. Следует отметить, что эффективность секвени-
рования резко падала (в  4,2–12,0 раз) с  увеличением 
длины секвенируемых фрагментов c 200 до  400 п.  н.

Базы данных генных последовательностей  
грибов арбускулярной микоризы

Идентификация АМ-грибов по  полученным в  ре-
зультате секвенирования последовательностям осу-
ществляется с  применением различных баз данных: 
1) INSDC, включающая сервис NCBI, в  том числе 
ГенБанк (США) [23], EMBL-EBI (ЕС) [94] и  DDBJ 
(Япония) [95], при этом номера сиквенсов АМ-грибов 
в базах ГенБанка NCBI, EMBL и DDBJ совпадают [18]; 
2) база данных последовательностей ДНК АМ-грибов 
MaarjAM  [22,  65, 74], предназначенная для работы 
с «виртуальными таксонами»; 3) база данных по ITS для 
эктомикоризных и АМ-грибов UNITE [22, 66]. С 2009 г. 
развитие методов NGS в  идентификации АМ-гри-
бов  [26] ведет к  значительному росту в  базах данных 
количества их сиквенсов. На  начало 2018 г. общее ко-
личество последовательностей ДНК АМ-грибов только 
в базе ГенБанка уже составило 233 580, из которых бо-
лее 18 000  сиквенсов имеют размер 1350–1900 п.  н., 
то  есть получены по  целому региону SSU – ITS – LSU 
(в  подавляющем числе случаев) [23]. Очевидно, что 
методы NGS будут способствовать существенному 
развитию таксономии грибов АМ, причем они продол-
жат совершенствоваться. Так, стоимость секвенирова-
ния 1  млн п.  н. относительно новым методом Illumina 
MiSeq составляет $0,5 [27], что в  20 раз дешевле, 
чем методом 454 GS FLX [89]. При этом оба метода 
демонстрируют высокую эффективность в  определе-
нии таксонов АМ-грибов [96]. Однако проблемы, свя-
занные с  морфологической оценкой спор АМ-грибов, 
с  неспособностью их роста на  искусственных средах, 
привели к  опережающему развитию филогенетических 
исследований над морфологическими методами иденти-
фикации и  таксономии. В  работе А. Беррути и  др. [97] 
описано сравнение двух филогенетических схем отдела 
Glomeromycota (ныне Glomeromycotina), которое пока-
зало, что в настоящее время идет активное построение 

всей филогении АМ-грибов от вида и до отдела. С дру-
гой стороны, создание базы данных последовательно-
стей ДНК АМ-грибов MaarjAM связано с  накоплени-
ем значительного количества «виртуальных таксонов», 
не  описанных по  морфологическим признакам [2]. Так, 
М. Опик и  др. сообщают, что широко распространен-
ный и  включающий наибольшее количество видов род 
Glomus содержит 113 «морфовидов», а также 239 вир-
туальных таксонов [2], тем самым морфологически 
определены только 32 % видов рода Glomus. Виды дан-
ной таксономической группы в  2010 г. были разделе-
ны на  4 рода  — Glomus, Funneliformis, Rhizophagus, 
Sclerocystis, а  к  2017  г. уже на  15 родов [3], многие 
виды которых не  определены морфологическими мето-
дами.

Таким образом, исследования в  области филогении 
АМ-грибов в  настоящее время направлены на  анализ 
проблемы высокой внутри- и межвидовой изменчивости 
изучаемых последовательностей: подбираются новые 
участки для ДНК-штрихкодирования и праймеры к ним, 
а  также развиваются методы NGS. С  другой стороны, 
необходима разработка адекватных принципов разделе-
ния филогенетических таксонов АМ-грибов. Для этой 
цели необходимо дальнейшее накопление последова-
тельностей новыми высокопроизводительными метода-
ми секвенирования для АМ-грибов. Применение специ-
ализированной базы MaarjAM [74], по мнению авторов, 
может стать удобным инструментом в  стандартизации 
виртуальных таксонов АМ-грибов.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Исследователи при идентификации АМ-грибов мо-

лекулярно-генетическими методами сталкиваются с про-
блемами на  всех этапах, начиная с  выделения ДНК 
и  заканчивая обсуждением результатов секвенирования. 
Экстракция ДНК из спор и микоризованных корней име-
ет свои особенности, которые определяются возможны-
ми ее потерями при выделении из спор и существенным 
загрязенением материала при выделении из  корней. 
Повышение чистоты выделяемой ДНК положительно 
коррелирует с  эффективностью ПЦР. В  связи с  этим 
заслуживает внимания идея применения тонкой иглы 
или проволоки для аккуратного разрушения оболочки 
спор, а  также применение PVPP для снижения влияния 
на прохождение ПЦР ингибирующих примесей. Следую
щий важный фактор, влияющий на  результат  ПЦР,  — 
выбор генетического маркера и  праймеров. Наиболее 
эффективным для ДНК-штрихкодирования АМ-грибов 
является регион SSU – ITS – LSU35S рРНК. С  учетом 
развития в последние годы высокопроизводительных ме-
тодов NGS появилась возможность более глубоко иссле-
довать диапазон изменчивости ITS-маркера и наработать 
по  нему достаточную базу сиквенсов для более точной 
идентификации. В  сравнении с  методом клонирования-
секвенирования методы NGS показывают более высо-
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кую эффективность по выявлению таксонов АМ-грибов. 
Это ставит под сомнение целесообразность использо-
вания метода клонирования-секвенирования в  будущем 
как для идентификации, так и  для оценки генетического 
полиморфизма АМ-грибов. Эволюция новых методов 
идентификации способствует быстрому росту баз дан-
ных сиквенсов в  последние годы. С  2010 г. помимо ос-
новной базы данных INSDC появилась база MaarjAM, 
специально предназначенная для работы с  виртуаль-
ными таксонами АМ-грибов. Возможно, применение 
ДНК-штрихкодирования и  NGS позволит уточнить по-
нятия «вид» и  «популяция» для АМ-грибов, разрабо-
тать более логичную и  устойчивую их таксономию. Тем 
не  менее, несмотря на  достижения в  высокопроизводи-
тельном секвенировании, до сих пор большинство видов 
АМ-грибов остается не определено по морфологическим 
признакам, и  без развития и  стандартизации методов 
морфологического анализа виртуальные таксоны могут 
такими и остаться, причем не только на видовом уровне, 
но и на уровне родов и целых семейств АМ-грибов.

Подводя итог, отметим, что корректное штрихкоди-
рование, повышение репрезентативности базы данных 
ДНК-последовательностей, развитие морфологической 
идентификации и  тщательный подход к  систематике 
подотдела Glomeromycotina позволят глубже изучить 
филогенетические отношения АМ-грибов.
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