


Для оформления обложки использованы изображения Botryosphaeria sinensis: культура на картофельно-сахарозной 
агаризованной среде, пикниды на поверхности колонии и конидиогенные клетки (© Гасич Е.Л., Орина А.С.  
https://doi.org/10.31993/2308-6459-2021-104-4-15142, см. стр. 213-217 настоящего выпуска).

 
For the title page design, the images of Botryosphaeria sinensis were used:  a colony on potato sugar agar, pycnidia on the 

colony surface and conidiogenous cells (© Gasich E.L., Orina A.S. https://doi.org/10.31993/2308-6459-2021-104-4-15142,  
see page 213-217 of the current issue).
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BOTRYOSPHAERIA SINENSIS – ПЕРВАЯ НАХОДКА НА ЛЮПИНЕ БЕЛОМ
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При микологическом анализе семян люпина белого сорта Дега из Орловской области в 2018 году был 
выделен штамм MF КР-12.1, по морфолого-культуральным характеристикам сходный с грибами Botryosphaeria. 
Филогенетический анализ на основе нуклеотидных последовательностей фрагментов генов большой субъединицы 
рРНК (LSU), фактора элонгации-1α (TEF) и внутреннего транскрибируемого спейсера (ITS) позволил однозначно 
установить принадлежность штамма виду B. sinensis. При заражении в лабораторных условиях 2-недельных 
растений люпина белого мицелиальной суспензией штамма B. sinensis степень поражения растений на 3 сут 
достигла 67 %, на 10 сут отмечалась 100 % гибель растений. Патогенные свойства были подтверждены реизоляцией 
штамма B. sinensis из пораженных растений. Это первая находка B. sinensis на люпине белом, который не был 
известен как возможный хозяин для этого гриба. Также это первое обнаружение B. sinensis на территории России.
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Введение
Грибы рода Botryosphaeria Ces. & De Not. 

(Botryosphaeriaceae, Botryosphaeriales) обнаружены на 
всех континентах и являются неспециализированны-
ми патогенами, выявленными на нескольких сотнях 
видов растений-хозяев (Crous et al., 2006). Грибы рода 
Botryosphaeria могут длительное время вести эндофит-
ный образ жизни, приводя к развитию симптомов при 
ослаблении растений под действием стресса (Marsberg et 
al., 2017). Botryosphaeria spp. поражают преимущественно 
древесные растения (Crous et al., 2006), однако, некоторые 
виды зарегистрированы в качестве возбудителей болез-
ней однолетних травянистых растений. Так, например, 
типовой вид рода Botryosphaeria dothidea (Moug.) Ces. 
& De Not. вызывал гниль стеблей сои (Chen et al., 2021) 
и табака (Bian et al., 2015), а также серую гниль гречихи 
татарской (Tang et al., 2021), что подтверждает широкий 
круг хозяев этого вида (Phillips et al., 2014; Marsberg et al., 
2017). Информация о специализации других видов рода 
Botryosphaeria отрывочна.

Среди видов семейства Fabaceae, на которых выявлены 
грибы Botryosphaeria, преобладают древесные растения 
(Liu et al., 2012; Slippers et al., 2014), тогда как сведения о 
находках Botryosphaeria на бобовых травах немногочис-
ленны (Farr, Rossman, 2021).

В последние годы была проведена ревизия рода 
Botryosphaeria и описано более десяти новых видов (Liu 
et al., 2012; Slippers et al., 2014; Zhou et al., 2016, 2017; Li 
et al., 2018; Chu et al., 2021; Hattori et al., 2021). Исполь-
зование только морфологических характеристик для точ-
ной идентификации видов Botryosphaeria недостаточно, 
поскольку признаки могут перекрываться с другими ви-
дами Botryosphaeriaceae (Marsberg et al., 2017). Для точ-
ной идентификации штаммов Botryosphaeria spp. молеку-
лярными методами применяют филогенетический анализ 
последовательностей нескольких участков генома гриба 
(Crous et al., 2006; Zhou et al., 2017; Hattori et al., 2021).

Целью работы является уточнение таксономического 
статуса и изучение свойств штамма Botryosphaeria sp. MF 
КР-12.1, выделенного из семян люпина белого.

Материалы и методы
Образец семян люпина белого сорта Дега (Орловская 

область, 2018) промывали водопроводной водой, затем 
стерилизовали 0.1 % раствором нитрата серебра в течение 
1 мин с последующим промыванием стерильной водой. 
Поверхностно стерилизованные семена помещали в чаш-
ки Петри на поверхность картофельно-сахарозной агари-
зованной среды (КСА). Чашки инкубировали в термостате 
при 24 °C, выросшие колонии грибов отсевали в чашки 
Петри с КСА.

Морфологические особенности штамма Botryosphaeria 
sp. MF КР-12.1 анализировали при культивировании на 
КСА в течение 7 суток при 24 °C в темноте, а затем при 

переменном эритемном освещении (12 ч день / 12 ч ночь) 
для индукции спороношения. Оценивали тип и окраску 
воздушного мицелия, пигментацию колонии. Анализиро-
вали размеры пикнид, конидий, их форму и другие микро-
морфологические признаки.

Характеристики штамма Botryosphaeria sp. MF КР-
12.1 были исследованы и задокументированы с помощью 
микроскопа Olympus ВХ53 и стереомикроскопа Olympus 
SZX16 (Olympus, США), подключенного к камере 
PROKYON (Jenoptik, Германия).

Выделение ДНК из 40‒50 мг мицелия, собранного с по-
верхности колонии гриба Botryosphaeria sp. MF КР-12.1, 

© Гасич Е.Л., Орина А.С. Статья открытого доступа, публикуемая Всероссийским институтом защиты растений 
(Санкт-Петербург) и распространяемая на условиях Creative Commons Attribution License 4.0  
(http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).
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проводили с помощью набора Genomic DNA Purification 
Kit (Thermo Fisher Scientific, Литва) согласно протоколу 
производителя.

Определение видовой принадлежности штамма было 
проведено на основе анализа нуклеотидных последова-
тельностей трех участков генов: большой субъединицы 
рРНК (LSU), внутреннего транскрибируемого спейсера 
рДНК (ITS) и фактора элонгации-1α (TEF). Амплифика-
цию фрагментов проводили по протоколам авторов с ис-
пользованием праймеров LSU1Fd (Crous et al., 2009) и LR5 
(Vilgalys, Hester, 1990), ITS1 и ITS4 (White et al., 1990), 
EF1-728f и EF1-986r (Carbone, Kohn, 1999), соответствен-
но. Нуклеотидные последовательности фрагментов опре-
деляли на секвенаторе ABIPrism 3500 (Applied Biosystems, 
Hitachi, Japan) с использованием набора реактивов BigDye 
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, 

USA). Процедуры выравнивания проводили с помо-
щью программы Vector NTI Advance 10 (Thermo Fisher 
Scientific). Полученные сиквенсы были проверены на 
сходство с депонированными в международной инфор-
мационной базе данных NCBI GenBank (https://blast.ncbi.
nlm.nih.gov/Blast.cgi). Филогенетические реконструкции 
проводили методами максимальной экономии (maximum 
parsimony; MP) с использованием программы MEGA X 
10.1 (Kumar et al., 2018), а также байесовской вероятности 
(Bayesian probability; BP) с помощью программы MrBayes 
v.3.2.1 на платформе Armadillo 1.1 (Lord et al., 2012). До-
стоверность топологии филогенетических деревьев опре-
деляли посредством бутстрэп-анализа (1000 повторно-
стей). Полученные нуклеотидные последовательности 
размещены в базе данных NCBI GenBank (Таблица 1).

Таблица 1. Штаммы грибов, включенные в филогенетическое исследование
Table 1. Fungal strains included in phylogenetic analysis

Вид
Species

Номер штамма  
в коллекции

Collection number

Хозяин, субстрат
Host, substrate

Страна, регион
Country, region

Год
Year

Номер нуклеотидной  
последовательности в GenBank
Accession numbers in GenBank

LSU ITS TEF

B. agaves CBS 133992 ET* Agave sp., 
листья/leaves Thailand 2010 JX646808 JX646791 JX646856

B. auasmontanum CMW 25413 ET Acacia mellifera Namibia 2006 KF766332 KF766167 EU101348
B. corticis CBS 119047 ET Vaccinium corymbosum USA 2005 EU673244 DQ299245 EU017539
B. dothidea CBS 115476 ET Prunus sp. Switzerland DQ377852 KF766151 AY236898
B. fabicerciana CBS 127193 ET Eucalyptus sp. China 2007 MF410028 HQ332197 HQ332213

B. fusispora MFLUCC 10-
0098 ET Entada sp. Thailand 2009 JX646806 JX646789 JX646854

B. ramosa CGMCC3.18006 Myrtaceae China KX197081 KX197072 KX197092
B. rosaceae CGMCC3.18007 Malus sp. China KX197083 KX197074 KX197094
B. sinensis CGMCC3.17723 Morus sp China KX197090 KT343254 KU221233
B. sinensis CFCC 82255 China KY825090 KT343258 KU221236

B. sinensis MF КР-12.1** Lupinus albus
семена/seeds

Russia,  
Oryol region 2018 OK428857*** OK428922 OK483042

Macrophomina 
phaseolina CBS 227.33 Zea mays DQ377906 KF531825 KF531804

Примечание. * Штаммы, нуклеотидные последовательности которых использовались в филогенетическом анализе в 
качестве референсных. EТ – типовой штамм;  
** полужирным шрифтом отмечен исследуемый штамм;  
*** полужирным шрифтом отмечены нуклеотидные последовательности, полученные в данном исследовании.  
* Strains used as references in phylogenetic analyses;  
** bold font indicates the strain investigated in the present study;  
*** bold font indicates the nucleotide sequences obtained in the present study.

Для оценки патогенности штамм Botryosphaeria sp. MF 
КР-12.1 выращивали в жидкой соевой среде (KH2PO4 – 2 г, 
(NH4)2SO4 – 1 г, MgSO4 – 1 г, глюкоза – 20 г, соевая мука 
– 10 г, вода – 1 л, 50 мл среды на 250 мл колбу) на орби-
тальном шейкере (200 об/мин) при комнатной температу-
ре в течение 4 суток. Мицелий отделяли от культуральной 
жидкости, отжимали, измельчали и готовили суспензию в 
стерильной воде с концентрацией 50 мг/мл.

Семена люпина белого высевали по 3 штуки в сосуды 
с почвой и выращивали на светоустановке при 25 °C и пе-
ременном освещении (12 ч день / 12 ч ночь) в течение 2 
недель до достижения стадии 4 настоящих листьев. От-
резки листьев люпина белого раскладывали по 4 штуки в 
чашки Петри на фильтровальную бумагу, увлажненную 
стерильной водой. На верхнюю поверхность листового 

отрезка наносили каплю 10 мкл мицелиальной суспензии. 
Чашки Петри с инокулированными отрезками листьев ин-
кубировали при комнатной температуре и естественном 
освещении. Диаметр некрозов измеряли на 3 сутки. Целые 
растения инокулировали опрыскиванием мицелиальной 
суспензией из расчета 10 мл на сосуд. Инокулированные 
растения помещали во влажные камеры на 24 часа, затем 
инкубировали при 25 °C и переменном освещении. Опре-
деляли площадь пораженной поверхности по установлен-
ной методике (Pfirter, Defago, 1998). Опыт выполняли в 
трехкратной повторности.

Реизоляцию гриба из растений люпина белого с сим-
птомами повреждения производили по методике, описан-
ной выше.
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Результаты и обсуждение
В результате микологического анализа семян люпи-

на белого (Lupinus albus L.) выделен штамм MF КР-12.1 
Botryosphaeria sp. Штамм хранится в коллекции чистых 
культур микромицетов лаборатории микологии и фитопа-
тологии ВИЗР.

На КСА колонии сверху и снизу вначале оливково-ко-
ричневые, потом сверху темно-бурые, снизу черные, по 
текстуре войлочные, диаметр колоний на 3 сут − 44.2 ± 
1.4 мм, на 7 сут колонии достигают края чашки (Рис. 1). 
Пикниды поверхностные, часто образуют конгломераты, 
реже одиночные, округлые или грушевидные, иногда с 

сосочком или короткой шейкой, часто на вершине расши-
ренные и покрытые мицелием, черные, 130‒810 × 120‒675 
мкм, споровый экссудат беловатый. Конидии веретено-
видные, на концах закругленные, иногда в основании усе-
ченные, гиалиновые, одноклетные, 15.5‒24 × 4.5‒6.5 мкм, 
в среднем 19.6 × 5.5 мкм. Конидиогенные клетки гиалино-
вые, почти цилиндрические, 7‒19.5 × 2.2‒3.2 мкм. Спер-
мации одноклетные, гиалиновые, цилиндрические с за-
кругленными концами или слегка согнутые, 4‒7 × 1.7‒2.0 
мкм, в среднем 5.4 × 1.8 мкм.

Рисунок 1. Botryosphaeria sinensis MF КР-12.1: А ‒ культура на картофельно-сахарозной агаризованной среде, 7 сут., 
25 °C, верхняя и нижняя стороны колонии; В ‒ пикниды на поверхности колонии; С ‒ конидиогенные клетки и конидии

Figure 1. Botryosphaeria sinensis MF КР-12.1: А ‒ a colony on potato sugar agar, one week, 25 °C, upper and under sides;  
В ‒ pycnidia on the colony surface; С ‒ conidiogenous cells and conidia

В филогенетический анализ комбинированных после-
довательностей фрагментов LSU, ITS и TEF Botryosphaeria 
spp. были включены 12 последовательностей, состоящих 
из 1287 пар нуклеотидов (LSU ‒ 529 п.н., ITS ‒ 492 п.н., 
TEF ‒ 266 п.н.), среди которых 1137 п.н. были консерва-
тивные, а 138 п.н. ― вариабельные. Последовательность 
типового штамма CBS 227.33 Macrophomina phaseolina 
(Tassi) Goid. была выбрана в качестве внешней группы 
(Рис. 2). Два штамма B. sinensis CFCC 82255 и CGMCC 
3.17723, а также исследуемый штамм MF КР-12.1 
Botryosphaeria sp. формировали отдельную кладу с высо-
кой бутстреп поддержкой MP/BP 93/1.0. Степень сходства 
последовательностей анализированных фрагментов LSU, 
ITS и TEF для этих трех штаммов составляла 100 %. Та-
ким образом, принадлежность штамма MF КР-12.1 виду 
B. sinensis считали установленной. 

Штамм MF КР-12.1 Botryosphaeria sinensis оказался 
патогенным для люпина белого, причем продемонстриро-
вал высокую агрессивность. Уже на 3 сутки на отрезках 
листьев люпина зарегистрировано развитие крупных об-
водненных пятен размером 7.7±1.3 мм вокруг места на-
несения инокулюма. В случае заражения целых растений, 
на 3 сутки степень поражения растений составила 67 %, 
на 7 сутки – 84 %, на 10 сутки зарегистрирована 100 % ги-
бель растений. Патоген был реизолирован из пораженных 
тканей.

Рисунок 2. Филогенетическая реконструкция 
Botryosphaeria spp., построенная на основе 

комбинированных последовательностей LSU, ITS и TEF. 
В узлах приведены значения бутстреп-поддержки при 
анализе методом максимальной экономии (> 70 %), а 

также Байесовской апостериорной вероятности (> 0.95). 
ET, типовой штамм

Figure 2. Phylogenetic reconstruction based on DNA 
sequence data from three loci (LSU, ITS and TEF) of 

Botryosphaeria spp. Maximum parsimony bootstrap support 
values > 70 % followed by Bayesian posterior probability 
scores > 0.95 are shown at the nodes. The tree was rooted 

with Macrophomina phaseolina. ET, ex-type strain
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Информация о находках грибов Botryosphaeria spp. 
на травянистых растениях семейства бобовых довольно 
скудная, имеются сообщения о нахождении B. dothidea 
на антопетиции в Кении (Caretta et al., 1999), баптизии в 
Северной Америке (Hanlin, 1963), вигне китайской в Бра-
зилии (Mendes et al., 1998). Сведений об обнаружении 
грибов Botryosphaeria на древесных растениях семейства 
Fabaceae значительно больше. Вид B. dothidea был выяв-
лен на около 20 видах деревьев и кустарников этого се-
мейства (Huang et al., 2021; Farr, Rossman, 2021). Также, 
B. auasmontanum F.J.J. Van der Walt, Slippers & G.J. Marais 
находили на сенегалии медоносной (Slippers et al., 2014). 
Гриб B. fusispora Boonmee, J.K. Liu & K.D. Hyde вызывал 
заболевание энтады (Liu et al., 2012), а B. ribis Grossenb. & 
Duggar поражал багрянник (Pooler et al., 2002). 

Botryosphaeria sinensis была зарегистрирована на грец-
ком орехе, яблоне, шелковице и тополе в Китае (Zhou et 
al., 2016), а также на яблоне, манго и персике в Австралии 
(Burgess et al., 2019). Находки B. sinensis на представите-
лях различных семейств Juglandaceae, Rosaceae, Moraceae, 

Salicaceae, Anacardiaceae свидетельствуют об отсутствии 
специализации этого патогена. На растениях Lupinus spp. 
грибы рода Botryosphaeria ранее не отмечались. Это пер-
вое сообщение об обнаружении B. sinensis на люпине бе-
лом и первая находка этого гриба на территории России.

Известно, что споры близкородственного вида 
B. dothidea обильно присутствуют в воздухе и в образцах 
почвенной воды вблизи древесных растений с симптома-
ми поражения данным грибом (Wang and Zhang, 2019). 
Среди представителей рода Botryosphaeria этот вид был 
единственным, который вызывал заболевания однолет-
них культурных растений – сои и табака (Bian et al., 2015; 
Chen et al., 2021). Вероятно, при наличии пораженных 
Botryosphaeria spp. деревьев или кустарников в разде-
лительных полосах, споры этих грибов могут достигать 
культурных растений на полях и колонизировать их при 
благоприятных условиях. Это может приводить к появле-
нию в микобиоте культурных растений нетипичных для 
них микромицетов.

Работа выполнена при поддержке РНФ (проект № 19-76-30005).
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Short communication
THE FIRST DETECTION OF BOTRYOSPHAERIA SINENSIS ON WHITE LUPINE

E.L. Gasich, A.S. Orina*
All-Russian Institute of Plant Protection, St. Petersburg, Russia 

*corresponding author, e-mail: orina-alex@yandex.ru

Fungal strain MF KP-12.1, which is similar in morphological and cultural characteristics to Botryosphaeria fungi, was 
isolated from the seeds of white lupine variety Dega grown in Oryol region in 2018. Phylogenetic analysis of the large 
rRNA subunit (LSU), elongation factor-1α (TEF) and internal transcribed spacer (ITS) fragments was used to accurately 
identify the isolated strain as B. sinensis. When 2-week-old white lupine plants were treated under laboratory conditions 
with mycelial suspension of B. sinensis MF KP-12.1, plant damage reached 67 % on day 3, and 100 % plant death was 
observed on day 10. Pathogenicity of B. sinensis MF KP-12.1 was confirmed by re-isolation of the strain from damaged 
plant tissue. This is the first detection of B. sinensis on white lupine, which has not been previously reported as a host for 
this fungus. It is also the first detection of B. sinensis in Russia.

Keywords: Lupinus albus, legumes, seed infection, pycnidia forming fungi, DNA, pathogenicity
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