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АННОТАЦИЯ

Впервые в Средней Сибири в парковых насаждениях г. Красноярска на разновозрастных деревьях 
Pinus sylvestris L. с различным фитопатологическим состоянием нами выявлен инвазионный вид Diplodia 
sapinea (Fr.) P. Karst.,  который является опасным патогеном хвойных деревьев. Чистые культуры были 
изолированы из пикнид на шишках;  их морфологические и молекулярно-генетические признаки соот-
ветствуют виду D. sapinea. Сибирские изоляты характеризуются высокой радиальной скоростью роста на 
питательных средах,  оказывают фитопатогенное действие в отношении побегов P. sylvestris и плодов яблок 
сорта Granny Smith in vitro,  вызывая стремительные и обширные некротические поражения коры,  камбия 
побегов и мякоти плода,  проявляют высокую пероксидазную и протеазную ферментативную активность. 
Сибирские изоляты D. sapinea по  совокупности морфологических признаков,  активности ферментов и фи-
топатогенности не выходят за пределы показателей южных изолятов. Значительные различия показаны 
со  штаммом Dp1-23 Diplodia seriata De Not,  выделенного  из пикнид на шишках Cupressus sempervirens L. 
Для сибирских изолятов D. sapinea установлена высокая устойчивость к холодовому стрессу в диапазоне 
температур  от –8 до –31 °С в серии экспериментов по  замораживанию и оттаиванию мицелия. После 
активации радиальная скорость роста изолятов на картофельно-декстрозном агаре при 24 °С оказалась 
выше,  чем у штаммов,  не подвергавшихся замораживанию;  относительно  медленная активация отмечена 
при –16 °С по  сравнению с другими температурами. Наличие длительной эндофитной фазы у впервые 
обнаруженного  в Средней Сибири вида D. sapinea,  высокие адаптивные возможности и фитопатогенность 
представляют особую опасность для его  распространения на новой территории и растениях-хозяевах,  
что  требует особого  внимания и изучения.

Ключевые слова: фитопатоген,  эндофит,  Diplodia sapinea,  первое обнаружение,  инвазия,  темпера-
турный стресс,  ферментативная активность,  скорость роста.
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ВВЕДЕНИЕ

Экспансия инвазивных видов фитопа-
тогенов вследствие изменения климата  – ​
не единственная угроза здоровью наших лесов.  
Эндофиты,  которые обычно  находятся в рав-
новесии с  растением,  могут стать условно-
патогенными,  в том числе за счет ухудшения 
климатических условий для деревьев-хозяев. 
Ожидается,  что  глобальное изменение клима-
та приведет к дальнейшему увеличению часто-
ты и серьезности экстремальных явлений,  та-
ких как засухи [Chiang et al., 2021; Prospero et 
al., 2021]. Патогены кроны древесных растений 
предпочитают более влажные и  теплые гео- 
графические регионы,  чем корневые патоге-
ны,  доминирующие в холодных и засушливых 
районах [Redondo et al.,  2018],  что  позволяет 
предположить большую восприимчивость воз-
будителей болезней филосферы к климатиче-
ским изменениям.

Гриб Diplodia sapinea (Fr.) P. Karst. впер-
вые описан в XIX в. главным образом как са-
протроф на отмершей хвое,  шишках,  коре,  
побегах,  древесных остатках сосны и пихты. 
В настоящее время он известен как патоген 
многих видов хвойных деревьев,  вызывающий 
побурение хвои,  отмирание побегов,  некроз 
коры ветвей с истечением смолы,  корневую 
гниль сеянцев,  синеву заболонной древесины 
[Roy et al., 2022]. Особое внимание к D. sapin-
ea было  привлечено  в  последнее десятиле-
тие,  в частности,  после массового  усыхания 
20‑летних деревьев на плантации Pinus syl-
vestris L. (около  15 га) в августе 2016 г. к се-
веру от Стокгольма [Brodde,  2019]. Хорошо  
развитые деревья потеряли все побеги теку-
щего  года,  у большинства произошло  усыха-
ние вершины ствола,  часть деревьев погибла. 
Вспышка в Швеции показала качественное из-
менение поведения D. sapinea не только  в Се-
верной Европе,  но  и в глобальном масштабе,  
а также изменило  отношение к грибу со  сто-
роны исследователей и лесопромышленников.

Рост числа вспышек также наблюдает-
ся в Южной [Oliva et al.,  2021] и Централь-
ной [Adamson et al.,  2021;  Blumenstein et al.,  
2021a] Европе и  постепенно  увеличивает-
ся в Северной Европе [Terhonen et al.,  2021]. 
В  Германии вид D. sapinea широко  рас-
пространен на здоровых и  больных дере-
вьях [Bußkamp et al., 2021]. Первоначально  
гриб действует как эндофит,  и колонизиро-

ванные деревья зачастую остаются бессим-
птомными [Luchi et al., 2011; Blumenstein et 
al., 2021b]. В результате стрессовых факторов,  
таких как повреждение градом [Oliva et al., 
2021] и засухи [Stanosz et al., 2001; Brodde et 
al., 2023],  гриб способен переходить в парази-
тарную фазу. Заражение также может проис-
ходить в отсутствие физиологического  стресса 
при повреждении насекомыми или в ассоциа-
ции с другими возбудителями болезней сосно-
вых [Markovskaja et al., 2016; Drenkhan et al., 
2017]. D. sapinea предпочитает хвойные поро-
ды и встречается на большинстве видов Pinus,  
однако  недавно  был обнаружен на Alnus glu-
tinosa (L.) Gaertn. [Bußkamp et al., 2021] и Fa-
gus sylvatica L. [Langer, Bußkamp, 2021]. Гриб 
способен колонизировать широкий спектр  ро-
стовых субстратов,  но,  являясь термофилом,  
значительно  лимитирован низкой темпера-
турой. В соответствии с трендом глобально-
го  изменения климата тяжесть заболевания,  
вызываемого  D. sapinea,  уже возрастает в со-
сновых лесах Европы [Caballol et al.,  2022],  
а дальнейшие климатические изменения мо-
гут привести к  значительному расширению 
его  ареала на территории,  ранее неблагопри-
ятные для инвазии.

Целью данной работы было  обнаружение 
возбудителя болезни в насаждениях P. sylves-
tris в Сибирском регионе, вызывающего  схо-
жую симптоматику с грибом D. sapinea. В за-
дачи входили изолирование чистых культур  
фитопатогенов,  их молекулярно-генетическая 
идентификация,  исследование морфолого-
культуральных особенностей,  ферментатив-
ной активности и фитопатогенности in vitro.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ

Объектом исследования служили шишки 
разновозрастных деревьев P. sylvestris в ле-
сопарковой зоне г. Красноярска (Средняя Си-
бирь) в  различном фитопатологическом со-
стоянии. Для выделения,  идентификации 
и  хранения чистых культур  использова-
ли агаризованные питательные среды: 2 %  
мальт-экстракт агар  (МЭА) с  0,3 %  танина 
(выделение из растительных тканей);  МЭА 
и картофельно-декстрозный агар  (КДА) (хра-
нение культур);  КДА со  стерильной хвоей 
(формирование спороношения,  пигментообра-
зование) [Методы…,  1982;  Alves et al., 2014].
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Грибы выделяли из предварительно  сте-
рилизованных фрагментов шишек с пикнида-
ми (рис. 1,  а) методом их раскладки на пита-
тельную среду (стерилизующий агент 70 %  
этанол,  время экспозиции 1,5–2 мин с после-
дующей промывкой стерильной водой и под-
сушиванием). После инкубации при 24 °C 
в течение 5–7 суток быстрорастущие темные 
колонии субкультивировали на КДА в поло-
винной концентрации с добавлением автокла-
вированной хвои P. sylvestris при рассеянном 
дневном свете. Моноконидиальные культуры 
получали из одиночных прорастающих спор  
и переносили их на свежие чашки с КДА ди-

аметром 90 мм для определения радиальной 
скорости роста (мм/сут). Для микроскопии со-
держимое конидиом,  образовавшихся на хвое,  
иссекали и помещали в 100 %  молочную кис-
лоту (рис.  1,  б) [Alves et al.,  2014]. Исполь-
зовали световой микроскоп (Nikon Eclipse Ni-
U,  Токио,  Япония) и цифровую камеру Nikon 
D5100 (увеличение 1000–1500 раз).

Для молекулярно-генетических исследова-
ний выделяли ДНК из семисуточного  мице-
лия;  концентрацию ДНК в отдельных образ-
цах определяли с помощью спектрофотометра 
Nanodrop (Thermo Fisher Scientific). Для ПЦР 
использовали праймеры ITS1F/ITS4;  продукты  

Рис. 1. Морфология колоний и микроструктуры Diplodia sapinea: а – ​пикниды на шишке;  б – ​пикни-
да со  спорами на хвое Pinus sylvestris в разрезе;  в – ​колонии сибирского  изолята на МЭА (5‑е сутки) 
и КДА (3‑и сутки);  г – ​споры сибирского  изолята in vitro на хвое;  д – ​колонии южного  изолята на МЭА  

(5‑е сутки) и КДА (3‑и сутки);  е – ​споры;  г,  е – ​шкала 10 мкм



1009

амплификации подвергали секвенированию 
в  обоих направлениях. Реконструкцию фи-
логенетического  дерева выполняли на ос-
нове метода агломеративной иерархической 
кластеризации UPGMA. Последовательности 
отредактировали и собрали в MEGA X и далее 
сравнивали с последовательностями в Genbank.

Фитопатогенность in vitro оценивали на 
побегах P. sylvestris [Linaldeddu et al.,  2016] 
и  яблоках сорта Granny Smith [Dıaz et al., 
2022]. Штаммы для инокуляции предвари-
тельно  высевали на КДА и культивировали 
в течение 5 суток при 24 °C в темноте. Для 
инокуляции побегов P. sylvestris использова-
ли сегменты длиной 20 см;  концы запечаты-
вали парафином,  чтобы избежать высыхания. 
В коре с помощью пробочного  сверла проде-
лывали отверстие диаметром 5 мм и вставля-
ли агаровый блок с культурой гриба того  же 
размера мицелием к раневой части;  для каж-
дого  штамма проводили пять повторных ино-
куляций. Контролем служили побеги,  иноку-
лированные агаровыми блоками без культуры 
гриба. Точку инокуляции заклеивали лентой 
parafilm,  побеги помещали во  влажную каме-
ру при 24 °С. Развивающееся поражение из-
меряли через 10 суток,  удаляя скальпелем 
кору около  места инокуляции. Регистрировали 
длину и ширину некроза (мм) в двух взаим-
но-перпендикулярных направлениях от точки 
инокуляции (всего  четыре измерения),  после 
чего  рассчитывали сумму длин некрозов (мм). 
В конце эксперимента отбирали образцы из 
пораженных участков для реизоляции штам-
мов D. sapinea. Внешнюю часть коры удаляли 
стерильным скальпелем и фрагменты некро-
тической ткани (2–3 мм) помещали на 1,5%-й 
водный агар  со  стрептомицином (40 мг/л). По-
севы инкубировали при 24 °C в темноте;  че-
рез трое суток растущие колонии переносили 
на чашки с КДА. Их идентичность оценивали 
визуально  по  морфологии культуры в срав-
нении с исходным штаммом.

Для исследования патогенности на яблоках 
плоды приблизительно  одного  размера про-
мывали проточной водой,  поверхностно  сте-
рилизовали 70%-м этанолом в течение 2 мин,  
после чего  двукратно  промывали стерильной 
водой. Стерильным пробочным сверлом диаме-
тром 5 мм вырезали отверстия глубиной 5 мм 
на разных сторонах каждого  яблока,  куда 
вносили агаровые блоки того  же диаметра,  

вырезанные из 5‑суточных колоний грибов на 
КДА. Контролем служили агаровые блоки без 
культуры гриба. Каждое яблоко  инокулиро-
вали тремя изолятами,  четвертая лунка была 
контрольной. Отверстия закрывали пленкой,  
яблоки помещали во  влажную камеру при 
24 °С в течение 10 суток. По  окончании экс-
перимента измеряли диаметр  некроза (мм) 
в  двух взаимно-перпендикулярных направ-
лениях и глубину некроза (мм).

Чувствительность /  резистентность си-
бирских штаммов D. sapinea к  отрицатель-
ным температурам оценивали по  их росто-
вым параметрам после серии экспериментов 
с  чередованием температур  в  диапазоне от 
+24 до –31 °С. Контролем служили показа-
тели радиальной скорости роста штаммов,  
не подвергшихся замораживанию. Культуры 
предварительно  выращивали на стерильной 
хвое и  побегах P. sylvestris во  влажной ка-
мере в течение 14 сут при 24 °С. Далее чаш-
ки инкубировали 7 сут в холодильной каме-
ре при 6 °С,  а  затем в  морозильной камере 
при –8, –16, –26, –31 °С. Спустя 7 суток про-
мораживания чашки вновь выдерживали при 
6 °С. На всех этапах осуществляли мониторинг 
изменения температуры с помощью темпера-
турных логеров. Оценку жизнеспособности про-
водили на КДА при 24 °С,  оценивая наличие 
роста колонии и,  в случае активации роста,  
радиальную скорость роста (мм/сут). После 
однократного  замораживания провели анало-
гичный эксперимент в режиме трехкратного  
замораживания-оттаивания с последующей ак-
тивацией культуры в благоприятных условиях.

Для определения ферментативной ак-
тивности штаммы D. sapinea культивиро-
вали на жидких питательных средах в ста-
ционарных условиях при 24 °C в  течение  
7 суток. Активность пероксидазы исследовали 
на среде Чапека – Докс,  протеазы – ​на фер-
ментационной глюкозно-глицериновой среде,  
целлюлазы – ​на среде Чапека – Докса с 1 %  
карбоксиметилцеллюлозой (КМЦ). Протеоли-
тическую активность (мг ∙ч–1∙мл–1) определя-
ли методом титрования реакционной смеси 
культуральной жидкости и раствора желати-
на с учетом количества аминного  азота,  на-
копленного  за время опыта в  реакционной 
смеси [Martínez-Medina et al.,  2024]. Перок-
сидазную активность (у. е. ∙мин–1∙мл–1) оце-
нивали методом спектрофотометрии (Thermo 
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Scientific Genesys 10SVIS,  λ = 420 нм),  осно-
ванном на измерении оптической плотности 
продуктов реакции при окислении пирогал-
лола за определенный промежуток времени 
[Savinova et al.,  2023]. Целлюлазную актив-
ность (у. е. ∙мин–1∙мл–1) определяли методом 
колориметрирования (λ = 540 нм) окрашенно-
го  комплекса с динитросалициловой кислотой 
[Roy et al.,  2024] после инкубирования культу-
ральной жидкости и раствора КМЦ при 50 °C.

По  всем исследуемым показателям си-
бирские штаммы сравнивали с имеющимися 
в нашей коллекции чистых культур  южны-
ми штаммами D. sapinea – ​крымскими (Ялта,  
Алупка),  абхазскими и кубанскими (Сочин-
ский национальный парк) [Павлов и  др.,  
2023],  также штаммом Diplodia seriata De Not. 
(Сочинский дендрарий).

РЕЗУЛЬТАТЫ

На разновозрастных деревьях P. sylvestris 
в парковых насаждениях г. Красноярска впер-
вые на территории Сибири нами выявлен вид 
D. sapinea,  который является опасным пато-
геном хвойных деревьев с длительной эндо-
фитной фазой в цикле развития. Всего  из пик-
нид,  обнаруженных на шишках P. sylvestris 

(см. рис.  1,  а),  изолировано  в чистую куль-
туру три штамма,  которые по  морфологиче-
ским признакам оказались близки к предста-
вителям рода Diplodia.
Морфолого-культуральные особенности. 

На МЭА сибирские изоляты формируют коло- 
нии с выраженными концентрическими кру-
гами и неровным краем (рис. 1,  в,  слева),  бе-
ло-серые,  при старении культуры черные. На  
КДА рост более быстрый с формированием пу- 
шистых ватообразных колоний (см. рис. 1,  в,  
справа) серо-зеленоватого  оттенка,  со  време-
нем чернеющих. После инкубирования штам-
мов при рассеянном дневном свете в течение  
12–14 сут на стерильных сосновых иглах полу- 
чено  характерное спороношение – ​эллиптиче- 
ской формы коричневые несептированные спо- 
ры,  редко  с  одной перегородкой,  размером  
(27–43) × (9–17) мкм (рис. 1,  г). Все исследуе- 
мые штаммы D. sapinea быстро  колонизируют  
питательные среды,  но  с различной скоростью:  
на третьи сутки при 24 °С на МЭА средняя 
радиальная скорость роста составила 4,3–  
4,9 мм/сут;  на КДА скорость роста была суще-
ственно  выше и находилась в пределах от 5,1 
до  8,6 мм/сут. Скорость роста трех сибирских 
изолятов составила 4,4–4,9 и  5,5–7,1 мм/сут 
соответственно  на МЭА и КДА (рис. 2).

Рис. 2. Ростовые параметры грибов рода Diplodia на двух типах питательных сред при 24 °C in vitro 
(сибирские изоляты D. sapinea обведены жирной линией)
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В целом,  по  показателям радиальной ско-
рости роста,  морфологии колоний и микро-
структур  не выявлено  существенных разли-
чий между сибирскими и южными изолятами 
D. sapinea (рис. 1,  д,  е,  см. рис. 2),  в отличие 
от штамма Др1-23 D. seriata, для которого  ха-
рактерны максимальные ростовые показатели 
на обеих питательных средах (8,8 и 6,9 мм/сут 
соответственно  на КДА и МЭА) и морфологи-
ческие отличия.
Молекулярно-генетические особенности. 

Молекулярно-генетические исследования под-
твердили принадлежность выделенных си-
бирских изолятов к виду D. sapinea. Видовая 
идентификация проведена на основе срав-
нения морфологических особенностей и  ну-
клеотидных последовательностей участков 
ядерных рибосомных генов (ITS) в сочетании 
с филогенетическим анализом.

Филогении (рис.  3)  построены с  исполь-
зованием последовательностей из 42 изоля-
тов,  включая 12 новых штаммов Diplodia spp.,  
секвенированных по  двум локусам. Последова-
тельности для этих изолятов были выровнены 
и отсортированы по  таксону Pseudofusicoccum 
stromaticum Mohali, Slippers & M. J. Wingf.;  по-
следовательности взяты из NCBI GenBank.
Фитопатогенность in vitro. Исследова-

ние фитопатогенности на побегах P. sylvestris 
показало,  что  под влиянием всех изолятов 
D. sapinea формируются обширные некро-
тические поражения коры и камбия (рис. 4,  
табл.  1)  в течение 10 сут при 24 °С. Сумма 
длин некрозов (четыре измерения от точки 
инокуляции) существенно  варьировала в за-
висимости от штамма и находилась в преде-
лах от 65,8 до  126,2 мм. Под действием си-
бирских изолятов D. sapinea суммарная длина 
некроза составила 82,7–97,8 мм,  что  свиде-
тельствует о  высоком уровне их фитопатоген-
ности. Реизоляция штаммов из зоны некроза 
была высокой и составила более 90 %. Мини-
мальные показатели патогенности в отноше-
нии побегов P. sylvestris отмечены у штамма 
Dp1-23 D. seriata – ​суммарный некроз соста-
вил 15,5 мм.

При инокуляции яблок сорта Granny 
Smith на глубину 5 мм также отмечена стре-
мительная некротизация в  течение 10 сут: 
под действием штаммов D. sapinea глубина 
некроза варьировала от 14,0 до  25,3 мм,  диа-
метр  изменялся от 23,7 до  38,3 мм (см. рис. 4,  

табл. 1). Показатели сибирских изолятов были 
достаточно  высокими: глубина некроза нахо-
дилась в  пределах от 15,9 до  18,3  мм,  ди-
аметр  некроза  – ​ от 26,5 до  36,5  мм. Мак-
симальная фитопатогенность на яблоках 
выявлена у штамма Dp1-23 D. seriata: диа-
метр  некроза 41,3 мм,  глубина – 28,1 мм,  при 
этом фитопатогенность на побегах P. sylvestris 
была минимальной и  незначительной. Такое 
различие,  вероятнее всего,  связано  со  специ-
ализацией вида D. seriata,  который практи-
чески не встречается на представителях рода 
Pinus,  а нами был выделен из шишек Cupres-
sus sempervirens L.

Исследование ферментативной актив-
ности показало,  что  сибирские изоляты 
D. sapinea характеризуются высокими по-
казателями активности пероксидазы (1,44– 
1,46 у. е. ∙мин–1∙мл–1),  тогда как пределы ва-
рьирования у южных штаммов составили от 
0,72 до  1,41 у. е. ∙мин–1∙мл–1. Максимальная ак-
тивность выявлена у штамма Dp1–23 D. se-
riata – ​3,94 у. е. ∙мин–1∙мл–1 (табл. 2). Проте-
азная активность сибирских изолятов также 
достаточно  высока (2,26–2,37  мг ∙ч–1∙мл–1) 
на фоне значений южных штаммов – от 0,59 
до  3,56 мг ∙ч–1∙мл–1. Целлюлазная активность 
D. sapinea существенно  варьировала – ​от 0,32 
до  3,68 у. е. ∙мин–1∙мл–1;  активность сибирских 
изолятов составила 0,37–0,84 у. е. ∙мин–1∙мл–1.  
Минимальная активность фермента (0,18 у. е. ∙ 
мин–1∙мл–1) выявлена у  штамма Dp1-23  
D. seriata.

Таким образом,  сибирские изоляты D. sap-
inea по  совокупности всех изученных призна-
ков не выходят за пределы показателей изо-
лятов южной группы. Значительные различия 
показаны со  штаммом Dp1-23 D. seriata,  ко-
торый характеризуется максимальными пока-
зателями радиальной скорости роста,  фитопа-
тогенности на плодах яблок и пероксидазной 
активности,  а также минимальными показа-
телями фитопатогенности на побегах P. sylves-
tris и активности целлюлазы.

ОБСУЖДЕНИЕ

Современный тренд глобальных климати-
ческих изменений способен существенно  из-
менить направленность фитопатологического  
процесса и,  при негативном сценарии,  усугу-
бить тяжесть заболевания растений. Особую 



Рис. 3. Филогенетическое дерево  на основе метода максимального  правдоподобия (ML) 11 новых штаммов 
Diplodia sapinea (выделены жирным шрифтом), одного  нового  штамма Diplodia seriata и последователь-
ностей Diplodia sp. из NCBI GenBank с использованием праймеров ITS. Бутстреп-значения более 50 %  
указаны рядом с кластерами. В качестве внешней группы использовали Pseudofusicoccum stromaticum
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Т а б л и ц а  1
Фитопатогенность грибов рода Diplodia в условиях in vitro на двух тест-объектах в течение 10 суток

Штамм Вид

Побеги Pinus sylvestris Яблоки сорта Granny Smith

Сумма длин некрозов от точки 
инокуляции,  мм

Диаметр  некроза,   
мм

Глубина некроза,   
мм

Сибирские штаммы

Dp8-22 D. sapinea 97,8 ± 5,31 36,5 ± 4,51 18,3 ± 1,71

Dp7-22 83,3 ± 4,61 26,5 ± 3,53 16,2 ± 1,52

Dp9-22 82,7 ± 3,24 27,7 ± 3,22 15,9 ± 2,53

Южные штаммы

DpАб1-22 D. sapinea 126,2 ± 14,1 26,3 ± 2,78 18,0 ± 2,51

Dp5-22 110,5 ± 6,36 37,7 ± 4,16 21,7 ± 3,32

DpКр3-21 100,5 ± 3,44 38,3 ± 1,72 25,3 ± 1,52

Dp3-22 85,5 ± 4,31 32,0 ± 2,69 24,7 ± 2,32

DpАб2-22 83,0 ± 2,83 27,0 ± 4,62 14,0 ± 2,14

Dp6-22 82,7 ± 3,82 29,2 ± 3,91 19,0 ± 2,61

DpКр2-21 82,0 ± 5,66 35,7 ± 2,63 23,0 ± 0,64

Dp4-22 79,5 ± 4,24 25,0 ± 3,12 17,0 ± 1,19

DpКр1-21 78,8 ± 5,30 23,5 ± 3,09 20,7 ± 2,32

DpКр4-21 65,8 ± 5,03 23,7 ± 3,21 16,7 ± 1,89

Dp1-23 D. seriata 15,5 ± 1,13 41,3 ± 3,02 28,1 ± 2,12

Контроль 1,5 ± 0,21 0,0 ± 0,00 0,0 ± 0,00

Рис. 4. Фитопатогенность сибирских и южных штаммов Diplodia sapinea на двух тест-объектах в течение 
10 суток (а – ​некроз побегов Pinus sylvestris;  б – ​некроз яблок сорта Granny Smith)
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опасность представляют инвазивные патоге-
ны,  которые долгое время могут оставаться 
невидимыми и распространяться без видимо-
го  ущерба растению-хозяину,  но  при благо-
приятных условиях стать причиной развития 
массовых эпифитотий. Задержка между по-
явлением нового  патогена и  его  обнаруже-
нием вследствие отсутствия визуализируе-
мых симптомов существенно  усложняет его  
идентификацию и  организацию своевремен-
ных эффективных мероприятий по  ограниче-
нию развития и дальнейшего  распростране-
ния фитопатогена.

Известно,  что  гриб D. sapinea ранее вы-
зывал вспышки только  в районах с мягким 
климатом,  таких как Южная Африка и Но-
вая Зеландия,  в основном на плантациях ин-
тродуцированных сосен [Burgess et al.,  2004]. 
Первоначально  гриб действует как эндофит,  
который активизируется при физиологиче-
ском стрессе растения под влиянием погод-
ных условий и /  или вследствие повреждения 
насекомыми-вредителями и сопутствующими 
болезнями. Так,  после града в южной Капской 
провинции Южной Африки около  2000 га 
плантаций Pinus radiata D. Don пострадали от 
вымирания,  связанного  с Sphaeropsis sapinea 
и двумя видами насекомых-ксилофагов – Pis-
sodes nemorensis и Orthotomicus erosus [Zwo-
linski et al., 1995].

Основной преградой для массового  рас-
пространения вида D. sapinea ранее счита-
лась его  термофильность. Низкие температу-
ры влияют на жизнеспособность спор  и,  как 
следствие,  распространение гриба. В  иссле-
дованиях [Keen, Smits, 1989; Milijašević, 2006] 
показано,  что  максимальная,  оптимальная 
и минимальная пороговые температуры роста 
in vitro для D. sapinea составили 40,  28 и 4 °C 
соответственно  независимо  от происхождения 
штаммов. Экспериментально  установлено,  что  
предварительное воздействие температуры 
35 °C на молодой мицелий увеличивает ско-
рость роста гриба при оптимальной темпера-
туре [Roy et al., 2022],  однако  предшествую-
щий температурный стресс в  4  °C снижает 
его  способность расти при оптимальной тем-
пературе. Несмотря на установленную тер-
мофильность,  сделано  предположение,  что  
слабое воздействие D. sapinea в  альпийских 
регионах Европы (более 800 м)  может быть 
обусловлено  в большей степени низким при-
сутствием инокулята в насаждениях,  чем ус-
ловиями,  не способствующими развитию бо-
лезни [Fabre et al., 2011].

Проведенные нами исследования по  чув-
ствительности к  отрицательным температу-
рам сибирских изолятов D. sapinea выяви-
ли их высокую устойчивость к  холодовому 
стрессу. Так,  при однократном воздействии 

Т а б л и ц а  2
Ферментативная активность грибов рода Diplodia на жидкой среде в течение 7 суток

Штамм Вид
Пероксидаза,  

у. е. ·мин–1·мл–1
Протеаза,  
мг ·ч–1·мл–1

Целлюлаза,  
у. е. ·мин–1·мл–1

Сибирские штаммы

Dp7-22 D. sapinea 1,46 ± 0,05 2,26 ± 0,09 0,37 ± 0,05

Dp8-22 1,44 ± 0,11 2,26 ± 0,09 0,84 ± 0,03

Dp9-22 1,41 ± 0,11 2,37 ± 0,05 0,42 ± 0,02

Южные штаммы

Dp1-23 D. seriata 3,94 ± 0,20 2,07 ± 0,04 0,18 ± 0,02

Dp3-22 D. sapinea 1,65 ± 0,12 0,59 ± 0,02 0,42 ± 0,01

DpКр4-21 1,41 ± 0,10 3,56 ± 0,09 0,39 ± 0,04

DpКр1-21 1,17 ± 0,06 2,67 ± 0,04 0,32 ± 0,02

DpКр3-21 1,14 ± 0,10 2,81 ± 0,07 3,68 ± 0,02

Dp4-22 1,04 ± 0,08 0,89 ± 0,03 0,86 ± 0,04

Dp6-22 1,04 ± 0,04 0,59 ± 0,02 2,66 ± 0,03

DpКр2-21 1,01 ± 0,08 2,86 ± 0,08 0,56 ± 0,04

Dp5-22 1,01 ± 0,05 0,59 ± 0,02 0,79 ± 0,05

DpАб1-22 0,72 ± 0,02 2,07 ± 0,05 0,78 ± 0,03

DpАб2-22 0,93 ± 0,02 2,37 ± 0,03 0,86 ± 0,04
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отрицательных температур  в пределах от –8 
до –31 °С в  течение 7 суток штаммы после 
размораживания быстро  активизировались 
(рис. 5,  6).

На КДА при 24 °С их радиальная скорость 
роста была выше,  чем в контроле (штаммы,  
не подвергавшиеся замораживанию),  и соста-
вила от 6,5 до  9,4 мм/сут в зависимости от 
изолята и температуры воздействия. Относи-

тельно  низкие ростовые показатели выявле-
ны после экспозиции мицелия при температу-
ре –16 °С,  однако  скорость роста была выше 
уровня контрольных значений.

Активированные культуры были подвер-
гнуты более длительному периоду воздействия 
отрицательных температур  с  трехкратным 
замораживанием и оттаиванием при 6 °С. По  
завершении эксперимента штаммы по-преж-

Рис. 6. Морфология сибирских изолятов Diplodia sapinea после трехкратного  воздействия отрицательных 
температур  (а – ​мицелий на стерильных побегах и хвое Pinus sylvestris при 6 °C после холодового  стрес-

са;  б – ​контроль (без воздействия отрицательных температур);  в – ​штаммы после активации)

Рис. 5. Ростовые параметры сибирских изолятов Diplodia sapinea при 24 °С (контроль) и отрицательных 
температурах (1  – ​ однократное температурное воздействие;  2  – ​ трехкратный цикл замораживания-

оттаивания)
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нему быстро  активизировались на питатель-
ной среде,  а  их радиальная скорость роста 
на КДА при 24 °С была существенно  выше 
относительно  контроля (6,9–9,7 мм/сут). При 
температуре –16 °С также зафиксированы 
меньшие ростовые показатели на момент ак-
тивации по  сравнению с другими температу-
рами,  но  при этом значения были выше кон-
трольных.

Таким образом,  сибирские штаммы D. sap-
inea в условиях in vitro проявляют не толь-
ко  выраженную фитопатогенность в  отно-
шении побегов P. sylvestris,  но  и  высокую 
стрессоустойчивость при воздействии отрица-
тельных температур. Проведенный экспери-
мент в определенной степени снимает вопрос 
о  трудностях преодоления грибами D. sapinea 
температурного  барьера в связи с их термо-
фильностью и свидетельствует о  возможности 
их дальнейшего  активного  распространения 
в новом ареале с более холодным климатом.

Современный тренд глобального  потепле-
ния,  несомненно,  будет только  способствовать 
усугублению фитопатологической ситуации 
для насаждений P. sylvestris, которые явля-
ются наиболее подверженными фитопатоген-
ному воздействию D. sapinea. Несмотря на то  
что  P. sylvestris относительно  засухоустойчи-
вый вид,  установлено  замедление восстанов-
ления роста и устойчивости к сильной засу-
хе на участках средней высоты и на участках 
с более низкой продуктивностью [Bose et al.,  
2020]. Короткий вегетационный период может 
сделать деревья,  растущие в северных реги-
онах,  более чувствительными к потере хвои,  
чем в южных условиях [Oliva et al., 2016]. Кро-
ме того,  наряду с климатическими аномалия-
ми происходит увеличение возраста сосновых 
лесов. Следует учитывать,  что  более круп-
ное дерево  содержит больше не фотосинте-
тической биомассы,  что  требует существен-
ных затрат на поддержание жизнеспособности 
[Scholz et al.,  2011],  а возрастание высоты де-
рева может увеличить гидравлические ограни-
чения и риски кавитации ксилемы в услови-
ях засухи [Olson et al.,  2018]. Такое снижение 
устойчивости деревьев со  временем может по-
ставить под угрозу физиологический потенци-
ал адаптации к прогнозируемым более интен-
сивным и частым засухам и,  как следствие,  
стремительному ухудшению фитопатологиче-
ской ситуации.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Впервые на территории Сибири на разно-
возрастных деревьях P. sylvestris с различным 
фитопатологическим состоянием нами выяв-
лен инвазионный вид D. sapinea,  который яв-
ляется опасным патогеном хвойных деревьев. 
Сибирские изоляты проявляют фитопатоген-
ность in vitro в отношении побегов P. sylvestris 
и плодов яблок сорта Granny Smith,  вызывая 
стремительные и обширные некротические по-
ражения коры,  камбия и мякоти плода,  а так-
же характеризуются высокой активностью пе-
роксидазы и протеазы.

Сибирские изоляты D. sapinea по  совокуп-
ности морфологических признаков,  фермента-
тивной активности и фитопатогенности in vit-
ro не выходят за пределы показателей южных 
изолятов. Значительные различия показаны 
только  со  штаммом Dp1-23 вида D. seriata,  
который характеризуется максимальными по-
казателями радиальной скорости роста,  фи-
топатогенности на плодах яблок и  перокси-
дазной активности,  а  также минимальными 
показателями фитопатогенности на побегах 
P. sylvestris и активности целлюлазы.

Сибирские изоляты D. sapinea оказались 
высокоустойчивыми к  холодовому стрессу 
в  серии экспериментов по  замораживанию 
и  оттаиванию мицелия в  диапазоне темпе-
ратур  от –8 до –31 °С. Радиальная скорость 
роста при 24 °С после активации оказалась 
существенно  выше,  чем у штаммов,  не под-
вергавшихся замораживанию. Относительно  
медленная активация отмечена при –16 °С по  
сравнению с другими температурами.

Наличие длительной эндофитной фазы 
D. sapinea, высокие адаптивные возможности 
и фитопатогенность в отношении P. sylvestris 
позволяют патогену оставаться незамеченным 
карантинными службами при транспортиров-
ке живых растений /  их фрагментов и пред-
ставляют особую опасность для распростране-
ния инвазивных высокоагрессивных штаммов 
на новых территориях и растениях-хозяевах.
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For the first time in Central Siberia, in the parks of Krasnoyarsk, on Pinus sylvestris L. trees of different 
ages with different phytopathological conditions, we identified the invasive species Diplodia sapinea (Fr.) 
P. Karst., which is a dangerous pathogen of coniferous trees. Pure cultures were isolated from pycnidia on 
cones; their morphological and molecular genetic characteristics correspond to the species D. sapinea. Sibe-
rian isolates are characterized by a high radial growth rate on nutrient media; are phytopathogenic against 
shoots of P. sylvestris and fruits of Granny Smith apples in vitro. They cause rapid and extensive necrotic 
lesions of the bark, shoot cambium and fruit pulp; exhibit high peroxidase and protease enzymatic activity. 
Siberian isolates of D. sapinea do not exceed the parameters of southern isolates in terms of morphological 
characteristics, enzyme activity and phytopathogenicity. Significant differences are shown with the Dp1-23 
strain of Diplodia seriata De Not, isolated from pycnidia on the cones of Cupressus sempervirens L. For Si-
berian isolates of D. sapinea, high resistance to cold stress was established in the temperature range from  
–8 to –31 °C in a series of experiments on freezing and thawing of the mycelium. After activation, the radial 
rowth rate of isolates on PDA at 24 °C turned out to be higher than that of strains that were not subjected 
to freezing; relatively slow activation was noted at –16 °C compared to other temperatures. The presence 
of a long endophytic phase in a species first discovered in Central Siberia, high adaptive capabilities and 
phytopathogenicity pose a particular danger to its spread to a new territory and host plants, which requires 
special attention and study.

Key words: phytopathogen, endophyte, Diplodia sapinea, first detection, invasion, temperature stress, 
enzymatic activity, growth rate.


