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АБСТРАКТ

В данной работе представлена методика выделения чистых культур древоразрушающих грибов с поверхности раз-
лагающейся древесины, собранной в дендропарке им. Асанбая Аскарова (г. Шымкент, Казахстан), их микроскопиче-
ское исследование и молекулярная идентификация с использованием полимеразной цепной реакции (ПЦР) и секве-
нирования ITS-региона. Цель исследования. состоит в изучении видового разнообразия древоразрушающих грибов 
и оценка их потенциала для биотехнологических применений. Идентифицированы пять видов: Aspergillus spelaeus, 
Aspergillus niger, Penicillium sizovae, Cladosporium cladosporioides и Alternaria sp. Выделение проводилось методами 
обогащающих культур, микроскопирование - с окраской метиленовым синим, идентификация - путём ПЦР и секве-
нирования. Применение ПЦР и секвенирования позволило точно идентифицировать виды и предложить новые под-
ходы для мониторинга и изучения экосистемных процессов, связанных с древесными поверхностями. Лигнолитиче-
ская активность была подтверждена с использованием теста с азуром-B. Полученные данные подчеркивают высокое 
разнообразие грибов и их перспективы для переработки древесных отходов и биоремедиации. Результаты показали 
высокое разнообразие микроорганизмов древоразрушающих грибов на древесных поверхностях, что подтверждает 
сложность микробиома этих экосистем. 
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ВВЕДЕНИЕ

Лигнин, составляющий до 20–30% сухой массы дре-
весины, представляет собой сложный ароматический по-
лимер, обеспечивающий её структурную прочность и 
устойчивость к биологическому разложению. Его биоде-
градация играет ключевую роль в глобальном кругово-
роте углерода, способствуя переработке органических ве-
ществ и возвращению питательных элементов в почву [1]. 
Этот процесс в значительной степени зависит от активно-
сти древоразрушающих грибов, включая виды белой и ко-
ричневой гнили, которые выделяют специфические фер-
менты, такие как лигнинпероксидаза, манганпероксидаза 
и лакказа, разрушая лигнин и другие полимеры раститель-
ной клеточной стенки [2]. Эти грибы не только участвуют 
в естественном разложении древесины в лесных экосисте-
мах, но и играют важную роль в поддержании биоразноо-
бразия, создавая ниши для других организмов, таких как 
насекомые и бактерии.

В последние десятилетия интерес к древоразрушаю-
щим грибам значительно вырос благодаря их потенци-
алу в биотехнологических приложениях. Они использу-
ются для переработки древесных отходов, производства 
биотоплива, биополимеров и биоремедиации загрязнён-
ных сред, включая почвы, обогащённые токсичными со-
единениями, такими как полициклические ароматические 
углеводороды [3,4]. Особенно перспективным является 
применение этих грибов в регионах с развитой лесной и 
сельскохозяйственной промышленностью, где накопление 
отходов представляет экологическую проблему. В контек-
сте Казахстана и Центральной Азии, где лесные ресурсы 
ограничены, а сельское хозяйство активно развивается, 
переработка древесных и растительных остатков с помо-

щью лигнолитических грибов может стать инновацион-
ным решением для устойчивого управления отходами и 
повышения эффективности биоэкономики [5].

Несмотря на значительный прогресс в изучении лиг-
нолитических грибов, данные о их видовом составе и 
функциональных характеристиках, особенно в условиях 
аридных и полупустынных регионов, остаются недоста-
точными [6]. Это связано с ограниченным количеством 
исследований, учитывающих местные климатические и 
экологические условия, которые влияют на распределе-
ние и активность грибов. Например, в дендропарках и го-
родских насаждениях, таких как дендропарк им. Асанбая 
Аскарова в Шымкенте, гниение древесины может быть 
вызвано как местными видами, так и интродуцирован-
ными грибами, что требует детального анализа [7]. Огра-
ниченность информации снижает возможности их при-
менения в биотехнологиях и биоремедиации, особенно в 
условиях, где традиционные методы утилизации отходов 
оказываются неэффективными или экологически вред-
ными [8].

Цель исследования --- выделение и молекулярная 
идентификация древоразрушающих грибов с поверхно-
сти разлагающейся древесины для оценки их видового 
разнообразия и потенциала в биотехнологических процес-
сах. Научная гипотеза заключается в том, что грибы, вы-
деленные с поверхности разлагающейся древесины, об-
ладают лигнолитической активностью, подтверждённой 
функциональными тестами, и могут быть использованы 
для переработки древесных отходов. Задачи:

Выделить чистые культуры грибов с поверхности раз-
лагающейся древесины.

Провести молекулярную идентификацию с использо-
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ванием ПЦР и секвенирования ITS-региона.
Оценить видовое разнообразие и лигнолитическую 

активность грибов для определения их биотехнологиче-
ского потенциала.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Объект исследования
Образцы были отобраны с поверхности гниющей дре-

весины семи деревьев, предположительно принадлежа-
щих видам Ulmus laevis (вяз гладкий), Fraxinus excelsior 
(ясень обыкновенный), Pinus sylvestris (сосна обыкновен-
ная), Acer negundo (клён ясенелистный), Betula pendula 
(берёза повислая), Populus alba (тополь белый) и Quercus 
robur (дуб обыкновенный). Деревья находились в дендро-
парке им. Асанбая Аскарова (г. Шымкент, Казахстан) и 
имели видимые признаки гниения, включая поражение 
коры и изменение текстуры древесины.

Сбор образцов
Пробы отбирались с коры стволов и ветвей разлагаю-

щейся древесины с использованием стерильных ватных 
тампонов для минимизации контаминации [7]. Сбор про-
водился в местах гнилостных образований (рис.1). Гни-
ение затронуло камбий, наружные и внутренние слои 
ксилемы, а также сердцевины в зависимости от степени 
поражения. Образцы собирались в стерильные контей-
неры и транспортировались в лабораторию в течение 4 
часов при 4°C.

Культуральные методы
На следующий день после сбора проб проводился по-

сев на твердую питательную среду Сабуро. Для этого на 
среду переносились образцы мазками со сваба зиг-загом 
и вводились в условия инкубации при температуре 25 °C 
в термостат.

Для получения чистых культур пересевы проводились 
до тех пор, пока не получили изолированные колонии гри-
бов. Каждый пересев осуществлялся на свежую питатель-
ную среду Сабуро, что позволяло отобрать только один 
вид грибов и исключить возможные загрязнения [3]. Чи-
стоту культуры определяли визуально по морфологии и 
микроскопированием.

Микроскопирование 
Препараты готовились путём переноса биомассы гри-

бов на предметное стекло с добавлением 0,1% раствора 
метиленового синего. Микроскопическое исследование 
проводилось с использованием микроскопа модели Leica 
DM750 при увеличении 400×. Масштабный отрезок (10 
мкм) добавлен к изображениям (рисунок 1).

Молекулярная идентификация
После выделениячистых культур были использованы 

молекулярные методы, такие как ПЦР и ДНК-секвениро-
вание, для идентификации видов грибов.

Выделение ДНК
Культуры были перенесены из чашек Петри в 2 мл пла-

стиковые пробирки, для последующего выделения. Для 
выделения ДНК использовали 1 мл 2-4 дневной культуры. 
Пробы инкубировали в течении ночи при минус 20°C. На 
следующий день проводилась гомогенизация биомассы 

путем добавления в культуры 500 мкл лизирующего бу-
фера (200мМ Трис,25 мМ NaCl, 25 мМ ЭДТА, 0,5 % До-
децилсульфат натрия) и 5 мкл протеиназы К (20 мг/мл). 
Далее перемешивали вортексированием и инкубировали 
в течение 12 часов при температуре 65°C . По истечению 
указанного времени пробирки остужались до комнатной 
температуры. Последний этап очистки проводили хлоро-
формным методом, для этого использовали 750 мкл хло-
роформ/изоамилового спирта (24/1), интенсивно переме-
шивали, затем центрифугировали при 13 000 g в течение 
20 минут. Водную фазу переносили в новую пробирку. 
Вышеизложенная процедура повторялась с добавлением 
фенол/хлороформ/изоамиловым спиртом в соответству-
ющих соотношениях (24:25:1), центрифугировали, полу-
ченную водную фазу переносили в новые пробирки. Пре-
ципитировали ДНК 0,6 объёмами изопропилового спирта. 
Осаждали полученную молекулу ДНК центрифугирова-
нием при 13 000 g в течение 20 минут. Промыли осадок 
ДНК 70% этиловым спиртом два раза. Очищенный обра-
зец ДНК растворяли в 100 мкл однократного ТЕ буфера 
и хранили при минус 20°C [9]. Измеряли концентрацию 
ДНК спектрофотометрическим методом с использованием 
спектрофотометра Thermo Scientific™ NanoDrop™ при 
длине волны 260 нм (Таблица 2).

Молекулярная идентификация 
Проведение ПЦР
Идентификация выделенных штаммов была осу-

ществлена с помощью метода определения прямой ну-
клеотидной последовательности региона ядерного ри-
босомного внутреннего транскрибируемого спейсера 
(ITS), с последующим определением нуклеотидной 
идентичности с последовательностями, депонирован-
ными в международной базе данных GeneBank [4]. Ре-
акция ПЦР была выполнена с универсальными прай-
мерами [10] ITS1-5’ –GTAGGTGAACCTTGCGG-3’ и 
ITS4- 5’TCCTCCGCTTATTGATAGC-3’ в общем объеме 
25 мкл с помощью набора БиоМастер HS-Taq ПЦР (2×) 
согласно протокола производителя (ООО «Биолабмикс»). 
ПЦР смесь содержала 150 нг ДНК, 15 пмоль каждого 
праймера. Программа ПЦР амплификации включала дли-
тельную денатурацию 95°C в течение 5 минут; 30 циклов: 
95 °C – 20 секунд, 52°C - 30, 68°C – 3 минуты; заключи-
тельная элонгация 7 минут при 68°C , ПЦР программа 
была выполнена на амплификаторе BioRad T100(BioRad). 
Результаты ПЦР амплификации приведены на Рисунке 1.

Определение нуклеотидной последовательности
Очистку ПЦР продуктов от не связавшихся прай-

меров проводили, ферментативным методом исполь-
зуя,Exonuclease I (Fermentas) и щелочную фосфатазу 
(Fastap, Fermentas) [11].

Реакцию секвенирования проводили с примене-
нием BigDye® Terminator v3.1 CycleSequencingKit 
(AppliedBiosystems) согласно инструкции производителя, 
с последующим разделением фрагментов на автомати-
ческом генетическом анализаторе 3730xlDNAAnalyzer 
(AppliedBiosystems)

Анализ нуклеотидных последовательностей
Нуклеотидные последовательности ITS региона иден-

тифицируемого штамма были анализированы и объеди-
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нены в общую последовательность в программном обе-
спечении SeqMan (DNASTAR). После чего были удалены 
концевые фрагменты (нуклеотидные последовательности 
праймеров, фрагменты, имеющие низкий показатель ка-
чества) что позволило нам получить нуклеотидную по-
следовательность протяженностью более 650 п.н., кото-
рые были идентифицированы в GeneBank по алгоритму 
BLAST. Нуклеотидные последовательности и результаты 
идентификации представлены в приложении А.

РЕЗУЛЬТАТЫ

В ходе выделения чистых культур микроорганизмов 
были выделены шесть образцов, наименование культуры 
задавалось номеру дерева с которого производился обор. 
Предварительно неидентифицированный образец был 
определен как гриб белой гнили Schizophyllum commune 
[12-14]. 

Рисунок 1. Образцы деревьев, чистых культур и их микроскопирование. 
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В результате идентификации выделенных чистых гри-
бов были обнаружены шесть культур, из которых успешно 
идентифицированы пять образцов. После процедуры вы-
деления и очистки ДНК была определена их концентра-
ция, данные приведены в таблице 2. 

Как видно из Таблицы 2 у образцов при выделении 
ДНК концентрация варьируется от 44,77 до 483,01, зна-
чение 260/280 от 1.78 до 2.15. Образцы №4, №6 и №7 до-
полнительно обрабатывали РНКазой.

Амплификация ITS региона
Амплификация образцов так же прошла успешно, о 

чем свидетельствует рисунок 2 . 

Как видно на Рисунке 2 у образцов были амплифици-
рованы специфические фрагменты молекулярной массой 
около 650-700 п.о. 

 Все образцы были классифицированы с использова-
нием молекулярных методов, таких как секвенирование 
рибосомной РНК [15]. Полученные результаты представ-
лены в приложении А. 

1.⁠ ⁠Aspergillus spelaeus 
 - Геномная ДНК, содержащая ITS1, 5.8S рРНК и ITS2, 

штамм CCF 4680.
 - Частичная последовательность внутреннего транс-

крибируемого пространства 1 (ITS1), 5.8S рРНК и ITS2, 
штамм 090716NER11K9.

 - Полная последовательность 5.8S рРНК и частичная 
последовательность гена большой субъединицы рРНК, 
штамм FMR 15223.

2.⁠ ⁠Penicillium sp.

 - Изолят 6038: частичная последовательность 18S 
рРНК, полная последовательность ITS1, 5.8S рРНК и ITS2.

 - Изолят SR59: частичная последовательность ITS1, 
полная последовательность 5.8S рРНК и ITS2, частичная 
последовательность гена большой субъединицы рРНК.

3.⁠ ⁠Penicillium sizovae
 - Геномная ДНК содержит 18S рРНК, ITS1, 5.8S рРНК, 

ITS2 и 28S рРНК.
4.⁠ ⁠Aspergillus niger
 - Штамм WMH-1: частичная последовательность 

ITS1, полная последовательность 5.8S рРНК и частичная 
последовательность ITS2.

 - Изолят SY5429: частичная последовательность ма-
лой субъединицы рРНК, полная последовательность ITS1, 
5.8S рРНК и частичная последовательность ITS2.

5.⁠ ⁠Cladosporium cladosporioides
 - Штамм 016: частичная последовательность малой 

субъединицы рРНК, полная последовательность ITS1, 
5.8S рРНК и частичная последовательность ITS2.

 - Другие штаммы Cladosporium sp. (MEND-F-1149 и 
MEND-F-1102) также продемонстрировали аналогичную 
идентификацию.

6.⁠ ⁠Alternaria sp.
 - Штамм PPC-1-21: частичная последовательность 

малой субъединицы рРНК, полная последовательность 
ITS1, 5.8S рРНК и частичная последовательность боль-
шой субъединицы рРНК.

 - Другие изолята Alternaria также были успешно 
идентифицированы.

ОБСУЖДЕНИЕ

Выявленные грибные культуры, в первую очередь 
представители родов Aspergillus, Penicillium, Cladosporium 
и Alternaria, свидетельствуют о высоком разнообразии 
грибов, способствующих деградации лигнина. Получен-
ные результаты подтверждают, что грибы вышеопреде-
ленных родов обладают ферментативной активностью, 
необходимой для разложения сложных полимеров, содер-
жащихся в древесине [16,17].

Aspergillus spelaeus и Aspergillus niger демонстри-
руют высокий потенциал для биотехнологических при-
менений благодаря их способности разлагать не только 
лигнин, но и углеводные компоненты древесины, та-
кие как целлюлоза и гемицеллюлоза [18]. Это делает их 
перспективными кандидатами для производства биото-
плива и биополимеров, что согласуется с данными о вы-
сокой эффективности Aspergillus niger в переработке от-
ходов целлюлозно-бумажной промышленности [19]. Род 
Penicillium, представленный штаммом Penicillium sizovae, 
также проявил значительную метаболическую актив-
ность, что может быть связано с продуцированием ла-
казы и других оксидаз, способствующих биоремедиации 
загрязнённых сред [20]. Эти свойства подчеркивают его 
потенциал для очистки почв, обогащённых лигнинсодер-
жащими остатками.

Cladosporium cladosporioides и Alternaria sp., хотя и 
показали умеренную лигнолитическую активность, тре-

Таблица 2. Концентрация ДНК

Наименование 
образцов

Концентрация 
нг/мкл A260/280

№1 9,05 2.15

№ 2 44,77 1.84
№ 3 36,65 1.78
№ 4 54,02 1.94
№ 6 47,63 2.01
№ 7 483,01 2.15

K+ – положительный контроль, K- – отрицательный контроль, 
образцы № 1,№2, №3, №4, №6, №7, М маркер молекулярного 
веса (Fermentas) (250 – 10000 п.н., от 250-1000 шаг 250 п.н.)
Рисунок 2 - Электрофореграмма ПЦР продуктов амплифика-

ции ITS региона ДНК
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буют дальнейшего изучения для оценки их ферментатив-
ного профиля. Предварительные данные предполагают, 
что эти грибы могут продуцировать пероксидазы, хотя 
их вклад в деградацию лигнина менее выражен по срав-
нению с Aspergillus и Penicillium [21]. Это может быть 
связано с экологическими условиями дендропарка им. 
Асанбая Аскарова, где влажность и температура влияют 
на экспрессию лигнолитических генов.

Методы молекулярной идентификации, использован-
ные в исследовании, доказали свою высокую эффектив-
ность, позволяя точно определять виды грибов на основе 
секвенирования ITS-региона. Это подтверждает их при-
менимость для дальнейших геномных исследований, на-
правленных на идентификацию генов, кодирующих лиг-
нолитические ферменты [10]. Полученные результаты 
подчеркивают важность углублённого анализа фермен-
тативных профилей выделенных культур, включая опре-
деление активности лакказы, пероксидаз и целлюлаз, что 
может способствовать разработке устойчивых методов пе-
реработки древесных материалов и биоремедиации.

Таким образом, наши данные подтверждают ключевую 
роль древоразрушающих грибов в экосистемах и их по-
тенциал для экологически чистых технологий. Потенциал 
Aspergillus niger, Aspergillus spelaeus и Penicillium sizovae 
в производстве биопродуктов, таких как этанол и феноль-
ные соединения, уже подтверждён в литературе [22], что 
открывает возможности для их коммерческого примене-
ния. Дальнейшие исследования должны быть направлены 
на оптимизацию условий культивирования, включая pH и 
доступность кислорода, а также на изучение синергети-
ческого действия этих грибов в консорциумах для повы-
шения эффективности деградации лигнина.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В результате нашего исследования были идентифици-
рованы пять культур грибов, обладающих способностями 
к деградации лигнина, выделенных с поверхности разла-
гающейся древесины. Основными выявленными родами 
стали Aspergillus, Penicillium, Cladosporium и Alternaria, 
что подтверждает их значимость в экосистемах и потен-
циал для применения в биотехнологии. Использование 
молекулярных методов идентификации позволило точно 
определить виды и их генетические характеристики, что 
открывает новые возможности для дальнейших исследо-
ваний.

Полученные результаты подчеркивают важность гри-
бов в процессах разложения древесины и их роль в кру-
говороте углерода. Дальнейшие исследования, направлен-
ные на изучение ферментативной активности этих грибов 
и их применения в промышленных процессах, могут спо-
собствовать разработке устойчивых технологий для пе-
реработки древесных отходов и получения ценных био-
продуктов. Таким образом, наше исследование не только 
расширяет понимание роли грибов в экосистемах, но и 
предлагает практические пути их использования в эколо-
гически чистых технологиях.
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Приложение А

Таблица 1 Нуклеотидные последовательности и результаты идентификации 

Наименование

Культуры

Последовательность Результаты идентификация в BLAST

Accession # 
GenBank

Α

Наименование штамма % идент порог 
по 
E-value

длина 
выравни-
вания, 

Coverage 
(покрытие)

2 CGAGGTCACCT-
GAAAAΑAAAGGTGATTTG-
CGTCGGCTGGCGCCGGC-
CG-GG-CCTACAGAGCGGGT-
GACAAAGCCCCATACGCTC-
GAGGΑCCGGACGCGGTG-
CCGCCGCTGCCTTTCGGG-
CCCGTCCCCCCGCGAGGG-
GAGGACGAGGΑCCCAACA-
CACAAGCCGGGCTTGAGGG-
CAGCAATGACGCTCGGACAG-
GCATGCCCCCCGGAATAC-
CAGGGGGCGCAATGTGC-
GTTCAAAGACTCGATGAT-
TCACTGΑATTCTGCAATTCA-
CATTAGTTATCGCATTTCGCT-
GCGTTCTTCATCGATGCCG-
GAACCAAGAGATCCATTGTT-
GAAAGTTTTΑΑCTGATTA-
CAAAGAATCGGATTCATACAG-
GCTTTCAGAACAGTGTTCAT-
GTTGGGGTCTCCGGCGGGCG-
CGGACCCGGGGACACΑΑGG-
CCCCCCGGCGGCCAGCACGG-
GGCTGgCGGGCCCGCCGAAG-
CAACAAAGGTACAATAGT-
CACGGGTGGGΑ

 HG915909.1  Aspergillus spelaeus ge-
nomic DNΑ containing 
ITS1, 5.8S rRNΑ gene 
and ITS2, strain CCF 
4680

 99.80% 0.0 550 100

 MZ374038.1 Aspergillus spelaeus 
strain 090716NER11K9 
internal transcribed 
spacer 1, partial se-
quence; 5.8S ribosomal 
RNΑ gene and internal 
transcribed spacer 2, 
complete sequence; and 
large subunit ribosom-
al RNΑ gene, partial 
sequence

 99.80% 0.0 553 100

 LT899490.1 Aspergillus spelaeus 
genomic DNΑ sequence 
contains ITS1, 5.8S 
rRNΑ gene, ITS2, strain 
FMR 15223

 99.60% 0.0 521 100

3 CCGAGGTCACCT-
GAGΑΑΑATATAAAGGTTG-
GGGGTCGGCTGGCGCCGG-
CCG-GGCTTACAAGAGCG-
GGTGACGΑΑGCCCCΑTAC-
GCTCGAGGACCGGACGCG-
GTGCCGCCGCTGCCTTTCG-
GGCCCGTCCCCCCGGCGC-
GGGGGGGACGGGGCCCAA-
CACACΑΑGCCGTGCCT-
GAGGGAGCAATGAGGCTC-
GGACAGGCATGCCCTCCG-
GAATACCAGAGGGCGCAAT-
GTGCGTTCAAAGACTCGAT-
GATTCACTGAATTCTGCAAT-
TCACΑTTAGTTATCGCATTTC-
GCTGCGTTCTTCATCGAT-
GCCGGAACCAAGAGATC-
CGTTGTTGAAAGTTTTAACTA-
ATTTAGCTAGTTTCTCΑΑΑCT-
GCAACTTCAGACAGC-
GTTCAGAAGGGGGGCTTCGG-
CGGGCGCGGGCCCGGGGGCG-
GATGCCCCCCGGCGGCCTAG-
GCGGCGG

KX363455.1 Penicillium sp. isolate 
6038 18S ribosomal 
RNΑ gene, partial 
sequence; internal tran-
scribed spacer 1, 5.8S 
ribosomal RNΑ gene, 
and internal transcribed 
spacer 2, complete 
sequence; and 28S ribo-
somal RNΑ gene, partial 
sequence

98.66%
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 KX009145.1 Penicillium sp. 
isolate SR59 internal 
transcribed spacer 1, 
partial sequence; 5.8S 
ribosomal RNΑ gene 
and internal transcribed 
spacer 2, complete 
sequence; and large 
subunit ribosomal RNΑ 
gene, partial sequence

98.66%

OW987786.1 Penicillium sizovae 
genomic DNΑ sequence 
contains 18S rRNA 
gene, ITS1, 5.8S rRNΑ 
gene, ITS2, 28S rRNA 
gene

98.66%

4 TGG-AAGAATGGTTG-
GΑΑΑΑCGTCGGCAGGCG-
CCGGCCAATACTACAGAG-
CATGTGACAAAGCCCCATAC-
GCTCGAGGATCGGACGCG-
GTGCCGCCGCTGCCTTTCG-
GGCCCGTCCCCCCGGAGAG-
GGGGACGGCGACCCΑΑCA-
CACAAGCCGGGCTTGAGGG-
CAGCAATGACGCTCGGACAG-
GCATGCCCCCCGGAATAC-
CAGGGGGCGCAATGTGC-
GTTCAAAGΑCTCGATGAT-
TCACTGAATTCTGCAATTCA-
CATTAGTTATCGCATTTCGCT-
GCGTTCTTCATCGATGCCG-
GΑΑCCAAGAGATCCATTGTT-
GAAAGTTTTAACTGATTG-
CATTCAATCAACTCAGΑCTG-
CACGCTTTCAGACAGTGTTC-
GTGTTGGGGTCTCCGGCG-
GGCACGGGCCCGGGGGG-
CAGAGGCGCCCCCCCGGC-
GGCCGACAAGCGGCGGGC-
CCGCCGAAGCAACAGGGTA-
CAATAGACACGGAT

MH259704.1 Aspergillus niger strain 
WMH-1 internal tran-
scribed spacer 1, partial 
sequence; 5.8S ribosom-
al RNΑ gene, complete 
sequence; and internal 
transcribed spacer 2, 
partial sequence

99.79%

 MT273953.1 Aspergillus sp. isolate 
SY5429 small subunit 
ribosomal RNΑ gene, 
partial sequence; inter-
nal transcribed spacer 
1 and 5.8S ribosomal 
RNΑ gene, complete 
sequence; and internal 
transcribed spacer 2, 
partial sequence

99.79%

 MN792832.1 Aspergillus niger isolate 
ΑMU-R-AN1 small 
subunit ribosomal RNA 
gene, partial sequence; 
internal transcribed 
spacer 1 and 5.8S 
ribosomal RNΑ gene, 
complete sequence; 
and internal transcribed 
spacer 2, partial se-
quence

99.79%

6 TAGTTTCCACAACGCTTAG-
GGGACAGΑΑGACCCAGC-
CGGTCGATTTGAGGCAC-
GCGGCGGACCGCGTTGC-
CCAATACCAAGCGAGGCTT-
GAGTGGTGΑΑΑTGACGCTC-
GΑΑCAGGCATGCCCCCCG-
GAATACCΑGGGGGCGCAAT-
GTGCGTTCΑΑΑGATTCGAT-
GATTCACTGAATTCTGCAAT-
TCACATTACTTATCG-CATTTC-
GCTGCGTTCTTCATCGAT-
GCCAGAACCAAGAGATC-
CGTTGTTAAAAGTTTTA-
ATTTATTAATTAAGTTTACT-
CAGACTGCAAAGTTACGCAA-
GAGTTTGAAGTGTCCACCCG-
GAGCCCCCGCCCGAAGG-
CAGGGTCGCCCCGGAGGCΑΑ-
CAGAGTCGGACAACAAAG-
GGTTATGAACATCCCGGTG-
GTTAGACCGGGGTCACTTG-
TAATGATCCCTCCGCAG-
GTTCACCTACGA

 MF072622.1 Cladosporium cladospo-
rioides strain 016 small 
subunit ribosomal RNΑ 
gene, partial sequence; 
internal transcribed 
spacer 1 and 5.8S 
ribosomal RNΑ gene, 
complete sequence; 
and internal transcribed 
spacer 2, partial se-
quence

100.00%
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 OQ357954.1 Cladosporium sp. strain 
MEND-F-1149 small 
subunit ribosomal RNΑ 
gene, partial sequence; 
internal transcribed 
spacer 1 and 5.8S 
ribosomal RNΑ gene, 
complete sequence; 
and internal transcribed 
spacer 2, partial se-
quence

100.00%

OQ357953.1 Cladosporium sp. strain 
MEND-F-1102 small 
subunit ribosomal RNΑ 
gene, partial sequence; 
internal transcribed 
spacer 1 and 5.8S 
ribosomal RNΑ gene, 
complete sequence; 
and internal transcribed 
spacer 2, partial se-
quence

100.00%

7 CCTTCGGGGTTACAG-
CCTTGCTGΑΑTTATTCAC-
CCGTGTCTTTTGCG-
TACTTCTTGTTTCCTTGGT-
GGGTTCGCCCΑCCATAGG-
ACAAACCATAAACCTTTTG-
TAATTGCAATCAGCGTCAG-
TAAAAAAAATTAATΑΑT-
TACAACTTTTAACΑΑC-
GGATCTCTTGGTTCTGG-
CATCGATGAAGAACGCAGC-
GAAATGCGATAAGTAGTGT-
GAATTGCAGAATTCΑGTGAAT-
CATCGAATCTTTGAACGCA-
CATTGCGCCCTTTGGTATTC-
CΑΑΑGGGCATGCCTGTTC-
GAGCGTCATTTGTACCCT-
CAAGCTTTGCTTGGTGTTG-
GGCGTCTTGTCTCCAGTTC-
GCTGGAGΑCTCGCCTTA-
AAGTΑΑTTGGCAGCCGG-
CCTACTGGTTTCGGAGCGCAG-
CACΑΑGTCGAGCTATCTTC-
CAGCCAAGGTCAGCATCCA-
CAAAGCCTTTTTCAACTT 

MH430101.1 Alternaria chartarum 
strain PPC-1-21 small 
subunit ribosomal RNA 
gene, partial sequence; 
internal transcribed 
spacer 1, 5.8S ribosomal 
RNΑ gene, and internal 
transcribed spacer 2, 
complete sequence; and 
large subunit ribosom-
al RNA gene, partial 
sequence

99.56%

MZ450149.1 Alternaria sp. strain 
DC9 internal transcribed 
spacer 1, partial se-
quence; 5.8S ribosomal 
RNΑ gene, complete 
sequence; and internal 
transcribed spacer 2, 
partial sequence

99.56%

MT735263.1 Alternaria sp. isolate 
A1_contig_28 small 
subunit ribosomal RNΑ 
gene, partial sequence; 
internal transcribed 
spacer 1 and 5.8S 
ribosomal RNΑ gene, 
complete sequence; 
and internal transcribed 
spacer 2, partial se-
quence

99.56%
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АҢДАТПА

Бұл жұмыста Шымкент қаласындағы Асанбай Асқаров атындағы дендропарктен жиналған шіріп жатқан ағаш бет-
кейінен ағашты бұзушы саңырауқұлақтардың таза дақылдарын бөліп алу әдістемесі, олардың микроскопиялық зерт-
теуі және полимеразды тізбекті реакция (ПТР) мен ITS-аймақты секвенирлеуді қолдана отырып молекулалық иденти-
фикациясы ұсынылған. Зерттеу мақсаты – ағашты бұзушы саңырауқұлақтардың түрлік алуан түрлілігін зерттеу және 
олардың биотехнологиялық қолдануларға әлеуетін бағалау. Зең саңырауқұлақтардың бес түрі анықталды: Aspergillus 
spelaeus, Aspergillus niger, Penicillium sizovae, Cladosporium cladosporioides және Alternaria sp. Оқшаулау культура-
ларды байыту, метилен көк бояуы бар микроскопияны және ПТР және секвенирлеу арқылы идентификацияны қолдану 
арқылы орындалды. ПТР және секвенирлеуді пайдалану түрлерді дәл анықтауға мүмкіндік берді және ағаш беттермен 
байланысты экожүйелік процестерді бақылау мен зерттеудің жаңа тәсілдерін ұсынады. Лигнинолитикалық белсен-
ділік Azure-B талдауы арқылы расталды. Алынған деректер саңырауқұлақтардың жоғары әртүрлілігін және олардың 
ағаш қалдықтарын өңдеу және биоремедиация үшін әлеуетін көрсетеді. Нәтижелер ағаш беттерінде ағашты бұзатын 
саңырауқұлақтардың жоғары әртүрлілігін көрсетті, бұл осы экожүйелердегі микробиоманың күрделілігін растады.

Кілт сөздер: ағашты бұзатын саңырауқұлақтар, ағаш, идентификация, лигнин, лигнин ыдрату белсенділігі, био-
ремедиация
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ABSTRACT

This paper presents a method for isolating pure cultures of wood-destroying fungi from the surface of decomposing wood 
collected in the Asanbay Askarov Arboretum (Shymkent, Kazakhstan), performing their microscopic examination and molecular 
identification using polymerase chain reaction (PCR) and ITS region sequencing. The aim of the study is to investigate the 
species diversity of wood-destroying fungi and assess their potential for biotechnological applications. Five species were 
identified: Aspergillus spelaeus, Aspergillus niger, Penicillium sizovae, Cladosporium cladosporioides, and Alternaria sp. 
Isolation was performed using enrichment cultures, microscopy with methylene blue staining, and identification by PCR 
and sequencing. The use of PCR and sequencing enabled accurate species identification and proposes new approaches for 
monitoring and studying ecosystem processes associated with wood surfaces. Ligninolytic activity was confirmed using the 
Azure-B assay. The data obtained highlight the high diversity of fungi and their potential for wood waste processing and 
bioremediation. The results showed a high diversity of wood-destroying fungi on wood surfaces, confirming the complexity 
of the microbiome in these ecosystems.

Key words: wood-destroying fungi, wood, identification, lignin, political activism, bioremediation
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