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Аннотация. Своевременное выявление фитопатогена и его идентификация является 
важным этапом в успешной борьбе с болезнями растений. Увядание (вилт) было одной из 
основных причин гибели саженцев при выращивании укорененных микропобегов сливы, 
полученных методом клонального микроразмножения, в почвенном субстрате. Целью ис-
следования было выявление фитопатогена, вызывающего увядание саженцев сливы (Prunus 
salicina Lindl.), полученных в условиях in vitro, на этапе адаптации к нестерильным усло-
виям. В результате микробиологического анализа вегетативных органов больных саженцев 
сливы было выделено 23 штамма 4 родов микроскопических грибов. Более 60 % грибов от 
общего числа выделенных изолятов были идентифицированы как Gibellulopsis nigrescens 
(Pethybr.) Zare, W. Gamset Summerb. (базионим Verticillium nigrescens Pethybr.) на основании 
культурально-морфологических признаков. Сопутствующая микофлора включала грибы 
рода Acremonium spр., Cladosporium cladosporioides (Fresen.) G. A. de Vries и Akanthomyces 
lecanii (Zimm.). Gibellulopsis nigrescens является наиболее вероятным патогеном, вызыва-
ющим вертициллезное увядание саженцев сливы, хотя для окончательного установления 
вирулентности G. nigrescens в отношении P. salicina требуются дополнительные фитопато-
логические тесты.
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Abstract. Timely detection of a phytopathogen and its identification is an important step in 
the successful control of plant diseases. Wilt disease was found to cause mass mortality of plume 
plantlets obtained by clonal micropropagation and grown in the soil substrate. The aim of this 
study was identification of a phytopathogen that causes wilting of the plum plantlets (Prunus sali-
cina Lindl.) obtained under in vitro conditions, at the stage of adaptation to non-sterile conditions. 
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Microbiological analysis of stems and roots of the diseased plantlets revealed 23 isolates of fungi 
belonging to 4 genera. More than 60 % of the fungal isolates were identified as Gibellulopsis ni-
grescens (Pethybr.) Zare, W. Gams et Summerb. (basionym Verticillium nigrescens Pethybr.) ac-
cording to the their cultural and morphological characteristics. Accompanying mycoflora included 
Acremonium spp., Cladosporium cladosporioides (Fresen.) G. A. de Vries, and Akanthomyces 
lecanii (Zimm.). It was concluded that G. nigrescens is the likely causal agent of wilt of the plum 
plantlets, although pathogenicity tests are needed to establish the virulence of G. nigrescens to-
wards P. salicina.

Keywords: Gibellulopsis nigrescens, Prunus salicina, phytopathogenic fungi, verticillium 
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Введение. Слива является попу-
лярной плодовой культурой на Дальнем 
Востоке России. В Амурской области по-
лучено несколько сортов и сортообразцов 
сливы, включённых в Госреестр сортов и 
рекомендованных для любительского са-
доводства [1]. Однако все эти сорта в на-
стоящее время размножают методом при-
вивки на соответствующий подвой.

Для получения корнесобственных 
растений сортовых слив амурской селек-
ции описан метод клонального микро-
размножения [2]. Критическим этапом 
выращивания таких растений является 
адаптация саженцев к нестерильным усло-
виям, когда укоренённые растения из сте-
рильной питательной среды высаживают 
в почвогрунт. В таких условиях саженцы 
неминуемо сталкиваются с микроорганиз-
мами и могут подвергаться грибным забо-
леваниям [2].

Успешная борьба с болезнями рас-
тений невозможна без своевременного 
выявления заболеваний и правильной 
идентификации их возбудителей. Выяс-
нив причину гибели саженцев, можно ис-
пользовать своевременные меры для пре-
дотвращения их заражения, увеличив тем 
самым выход здоровых растений. 

Целью исследования явилось выяв-
ление фитопатогена, вызывающего увя-
дание саженцев сливы, полученных ме-
тодом клонального микроразмножения, 
на этапе адаптации к нестерильным 
условиям. 

Материалы и методы исследо-
вания. Объектами исследования были 
саженцы сливы (Prunus salicina Lindl.) 

сортов Людмила и Благовещенский чер-
нослив с симптомами увядания листьев. 

Саженцы были выращены из микро-
растений, полученных методом клональ-
ного микроразмножения, что описано в 
работе [2]. Для укоренения микропобегов 
использовали питательную среду Квори-
на-Лепуавра для размножения побегов 
(QL РП) с добавлением α-нафтилуксусной 
кислоты (НУК) – 0,19 мг/л, или микропо-
беги предварительно выдерживали в рас-
творе НУК – 15 мг/л, в течение 16 часов с 
последующим выращиванием на среде QL 
РП без регуляторов роста.

Укоренённые микрорастения выса-
живали в смесь торфа и вермикулита (2:1) 
(по объёму), которую предварительно 
стерилизовали автоклавированием (одна 
атмосфера, один час) и помещали в полиэ-
тиленовые пакеты с относительной влаж-
ностью около 100 %. Пакеты постепенно 
открывали, адаптируя растения к комнат-
ным условиям. Саженцы выращивали в 
течение 5–8 месяцев при комнатной тем-
пературе и 16-часовом световом периоде. 
Растения подкармливали согласно требо-
ваниям, описанным в работе [2].

Симптомы заболевания у растений 
проявлялись в усыхании и преждевремен-
ном опадении листьев при более длитель-
ном сохранении зелёного цвета стебля. 
Выделение фитопатогенных грибов про-
водили с фрагментов корней и стеблей 
сливы. Фрагменты промывали в проточ-
ной воде, затем поверхностно стерилизо-
вали коммерческим отбеливателем «Бе-
лизна», разбавленным стерильной водой 
(1:2) (по объёму), в течение 10 минут с по-
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следующей промывкой стерильной водой 
три раза.

Стерилизованные фрагменты рас-
кладывали на питательную среду в чашки 
Петри. Использовали среду Чапека и кар-
тофельно-декстрозный агар. Для иденти-
фикации микромицетов изоляты выделяли 
в чистую культуру и их таксономическую 
принадлежность устанавливали по куль-
турально-морфологическим признакам со-
гласно определителям [3, 4].

Таксономически значимые призна-
ки спороносных структур и конидий ис-
следовали с помощью методов световой 
микроскопии. Микроскопию выполняли с 
использованием микроскопов Микромед 1 
(вар. 3-20) (Микромед, Россия) и Axio Lab. 
A1 (Carl Zeiss, Германия). Микрофото-
графии были сделаны с помощью камеры 
Axio Cam ERc5s и программного обеспече-
ния AxioVs40 V 4.8.2.0.

Результаты исследования и обсуж-
дение. При выращивании укоренённых 
побегов сливы в почвенном субстрате вы-
живаемость саженцев составляет от 35 до 
67 % [2]. При этом большая часть погиб-
ших растений проявляла признаки вилта: 
потеря листьями тургора и их увядание с 
последующей гибелью всего растения. 

При микробиологическом обследо-
вании пяти саженцев с симптомами вилта 
было изолировано 14 и 9 штаммов микро-
мицетов из фрагментов корней и стеблей, 
соответственно. Более 60 % грибов были 
идентифицированы как Gibellulopsis 
nigrescens (Pethybr.) Zare, W. Gams et 
Summerb. В варианте с фрагментами кор-
ней вид был представлен обильно (85 % от 
всех изолятов, выделенных с корней); на 
стеблях его доля значительно ниже (22 %). 

При культивировании в чистой куль-
туре колонии G. nigrescens достигают 4 см 
в диаметре на 10 день роста. Колонии во-
йлочные, белые, со временем становятся 
тёмно-серыми (рис. 1а). Экссудат на по-
верхности колонии не наблюдали, пигмент 
в среду не выделялся. Обратная сторона 
колонии с возрастом становилась чёрной 
в результате обильного развития хламидо-
спор. 

Наличие многочисленных мелани-
зированных структур в виде хламидоспор 
является отличительной особенностью 
вида. Хламидоспоры образуются одиноч-

но или в коротких цепочках, чёрные, тол-
стостенные, размер варьировал в пределах 
5–10 мкм (рис. 1б).

Конидии эллипсоидные, 2,5–8 мкм× 
×2–3 мкм, собраны в слизистые головки 
(рис. 2а). Фиалиды преимущественно оди-
ночные, бутылевидные, в мутовчато раз-
ветвлённой кисточке встречаются реже, 
10–30 мкм×2–3 мкм (рис. 2б).

Gibellulopsis nigrescens (базионим 
Verticillium nigrescens Pethybr.) принад-
лежит семейству Plectosphaerellaceae из 
отдела Ascomycota [5]. Гриб широко рас-
пространён по всему миру, является поч-
венным сапротрофом, однако может ко-
лонизировать также растения [6, 7, 8, 9]. 
В лесных и сельскохозяйственных почвах 
юга Дальнего Востока вид встречается 
редко [3]. Гриб был обнаружен на карто-
феле, сое, сахарной свекле, мяте, подсо-
лнечнике, люцерне и других растениях. 
При этом во многих случаях G. nigrescens 
был слабым патогенном, иногда без про-
явления симптомов [7, 9, 10, 11, 12, 13, 
14]. Более того, обнаружены гиповиру-
лентные штаммы G. nigrescens, способные 
защищать растения от вертициллезного 
увядания (вилта), вызванного гораздо бо-
лее вирулентным патогеном Verticillium 
dahlia Kleb. [13, 15].

Вертициллезное увядание является 
распространённым сосудистым заболева-
нием косточковых культур, в том числе 
сливы, и связано с поражением проводя-
щей системы растений, при котором ли-
стья начинают сохнуть, постепенно вы-
зывая увядание части или всего растения 
[16, 17]. Кроме патогенных Verticillium 
alboatrum Reinke et Berthold и V. dahlia, 
паразитами плодовых деревьев является 
и обнаруженный нами V. nigrescens [18]. 
Однако вирулентность G. nigrescens по от-
ношению к косточковым не подтвержде-
на. Гриб выделяли из черешни (Prunus 
avium L.) [19], а также из корней косточ-
ковых культур [3]. При инокулировании 
саженцев четырёх видов растений культу-
рой   G. nigrescens наименьшие симптомы 
были у саженцев персика, которые прояв-
лялись в меньшем развитии некрозов и по-
желтении только отдельных листьев [20].

Другие микромицеты, выделенные 
нами из органов больных саженцев сли-
вы, представлены родами Acremonium 
spр. (17,4 % от всех выделенных изо-
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                                                      а)                                                      б)
а) 10-дневная культура на среде Чапека; б) хламидоспоры

Рисунок 1 – Морфолого-культуральные признаки Gibellulopsis nigrescens, 
выделенного из тканей сливы (Prunus salicina)

                                                      а)                                                      б)
а) головки конидий (увеличение микроскопа 120×); 

б) мутовка с фиалидами и конидии (увеличение микроскопа 480×)
Рисунок 2 – Микропрепарат Gibellulopsis nigrescens
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лятов), Cladosporium cladosporioides 
(Fresen.) G. A. de Vries (8,6 %) и 
Akanthomyces lecanii (Zimm.) Spatafora, 
Kepler et B. Shrestha (13 %). 

Представители рода Acremonium 
являются сапротрофами, встречаются 
в почве и на растительных остатках [4]. 
C. cladosporioides является сапротрофом 
и может быть факультативным параз-
итом [21]. A. lecanii ранее был включен 
в состав рода Verticillium и является са-
протрофом и неспецифичным энтомопа-
тогеном [22]. Хотя эти виды грибов обна-
ружены как единичные изоляты и, таким 
образом, могут быть отнесены к сопут-
ствующей микрофлоре, их присутствие 
может оказывать отрицательное воздей-
ствие на рост саженцев сливы.

Заключение. Преобладание изоля-
тов Gibellulopsis nigrescens, выделенных 
из тканей растений сливы с симптомами 
вилта, а также литературные данные ука-
зывают на этот вид микромицетов как 
наиболее вероятную причину вертицил-

лезного увядания укоренённых микропо-
бегов в процессе адаптации к нестериль-
ным условиям окружающей среды. Для 
окончательного установления вирулент-
ности в отношении P. salicina необходимо 
проведение дополнительных фитопатоло-
гических тестов. 

Микрорастения, выращенные в ус-
ловиях in vitro, менее устойчивы к нега-
тивным факторам окружающей среды по 
сравнению с саженцами, полученными 
из семян. Использованный для адапта-
ции растений почвенный субстрат (смесь 
торфа и вермикулита после автоклави-
рования) не избавляет микрорастения от 
потенциально патогенных микроорганиз-
мов. Торф, как осадочная порода богатая 
органическим веществом, становится суб-
стратом для сапротрофных организмов, 
которые поселяются на нём в нестериль-
ных условиях. Для предотвращения болез-
ни необходимо оптимизировать условия 
выращивания и разрабатывать приёмы по 
повышению устойчивости саженцев.
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