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ПЕРВОЕ СООБщЕНИЕ О CEPHALOTRICHuM ASPERuLuM  
КАК ПАТОГЕНЕ КАРТОФЕЛЯ В РОССИИ

И.В. ТУчКОВ, Р.И. ТАРАКАНОВ, О.О. БЕЛОшАПКИНА, Ф.С.У. ДЖАЛИЛОВ

(Российский государственный аграрный университет – МСХА имени К.А. Тимирязева)

При проведении фитосанитарной экспертизы в партии хранящегося картофеля со-
рта Жуковский ранний в Орловской области России обнаружены клубни с признаками по-
ражений в виде локального потемнения мякоти без ее явного размягчения и коремии гриба 
на поверхности. Проведено выделение в чистую культуру патогена, и у выделенного изо-
лята описаны морфологические особенности структур конидиального спороношения; при-
ведены усредненные размеры вегетативного мицелия, конидий, конидиеносцев и коремий. 
Проверка патогенности изолята на листьях и ломтиках клубней показала наличие симпто-
мов в виде локальных хлорозов и некрозов. Последующая идентификация изолята методами 
ПЦР и секвенирования показала, что анализируемый изолят наиболее близок к роду Cepha-
lotrichum, виду C. asperulum. Полученная последовательность была депонирована в GenBank 
(регистрационный № ON364353). Несмотря на то, что выделенные грибы упоминаются 
в литературе как эндофитные, в данных исследованиях приоритетно показано их парази-
тическое воздействие на растение картофеля с определенной симптоматикой. Предполо-
жительно это первое сообщение о том, что C. asperulum вызывает локальный некроз ли-
стьев и клубней картофеля при хранении в России.
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Введение

Картофель (Solanum tuberosum L.) является четвертой по значимости культурой 
для питания человека в мире после кукурузы, пшеницы и риса. Кроме того, значи‑
тельное количество картофеля используется для корма скота и в семенных целях [1]. 
Россия, производящая около 20 млн т картофеля ежегодно, входит в топ-5 стран с наи‑
большим объемом производства картофеля. В связи с активизацией растениеводства 
происходит изменение патокомплекса, встречающегося на картофеле. В частности, 
в последние годы в России были диагностированы новые возбудители болезней этой 
культуры, которые ранее отсутствовали в стране либо не проявляли патогенность 
и вызывали поражение малой и средней тяжести. Имеются сообщения об обнару‑
жении бактериальных возбудителей мокрой гнили и черной ножки, вызванных но‑
выми видами Pectobacterium spp. [2–3], о возбудителе кольцевой гнили Clavibacter 
michiganensis subsp. michiganensis [4]. Относительно новыми грибными болезнями 
являются антракноз (возбудитель – Colletotrichum coccodes [5]) и Septotinia populip-
erda [6]; из фитоплазменных заболеваний, усиливших свою вредоносность на карто‑
феле, это столбур (возбудитель – Tomato stolbur phytoplasma [7]); из вироидных это 
веретеновидность клубней (возбудитель Potato spindle tuber viroid [8]).

Появление новых патогенов растений в ряде случаев связано с переходом к пара‑
зитизму эндофитных грибов [9], а некоторые эндофиты, возможно, мутировали из пато‑
генов дикого типа [10]. Таким образом, некоторые из грибов, которые считаются эндофи‑
тами, на самом деле могут быть скрытыми патогенами [11], и наоборот, потенциальные 
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мутуалисты растений могут стать патогенными для своего хозяина. Патогенность или 
мутуализм могут зависеть от многих факторов включая генотип растений и микроорга‑
низмов, численность микроорганизмов и условия окружающей среды [12].

эндофитные грибы, заселяющие внутренние ткани живых растений, факти‑
чески не наносят им никакого вреда. эти грибы являются в основном специализи‑
рованными биотрофами. В то же время растения могут в определенной степени из‑
влекать из них пользу, повышая уровни необходимых фитогормонов, активнее погло‑
щая и усваивая минеральное питание, что в целом способствует лучшей адаптации 
растений к абиотическим стрессовым факторам [13]. В этой ситуации эндофитная 
микобиота может оказывать широкий спектр полезного воздействия на своего хозя‑
ина, поскольку такого рода ассоциации усиливают иммунологическую защиту рас‑
тения-хозяина [14], ограничивают поражение патогенами на разных стадиях разви‑
тия [15] и вызывают стрессоустойчивость как к биотическим, так и к абиотическим 
факторам [16]. Однако вероятно, что грибы-эндофиты могут при определенных усло‑
виях вступать с растением-хозяином и в иные отношения, частично или полностью 
переходя к паразитическому образу жизни. Отдельные грибные эндофиты на самом 
деле могут быть вредными для своего хозяина, вызывая симптомы заболевания в ус‑
ловиях стресса [17], или являться патогенными для видов растений, отличных от их 
типичного хозяина [18].

Род Cephalotrichum (Ascomycota, Pezizomycotina, Sordariomycetes, Hypocreo‑
mycetidae, Microascacales, Microascaceae) включает в себя синематозные виды сапро‑
трофных грибов с обширным распространением, которые выделяются в основном 
из воздуха и почвы, урбосреды [19], а также из разрушающихся растительных остат‑
ков, соломы, навоза, древесины [20]. Существуют частые упоминания об ассоциации 
отдельных представителей рода Cephalotrichum с конкретными растениями. В част‑
ности, из листового опада яблони и платана, остатков стеблей тростниковых рас‑
тений выделяли представителей вида C. asperulum, из побегов яблони и остатков 
листьев яблони и ясеня выделяли C. nanum [21], а C. oligotriphicum был выделен 
из ложноакации, или робинии [22].

Цель исследований: идентификация нового заболевания клубней картофеля 
в период хранения на основе морфологических и молекулярных характеристик воз‑
будителя, ассоциированного с родом Cephalotrichum.

Материал и методы исследований

Изоляция и характеристика чистой культуры. Для оценки фитосанитарного 
состояния партии картофеля сорта Жуковский ранний, хранящегося в подвальном 
помещении при температуре 2–4°C в частном хозяйстве в Орловской области, были 
отобраны клубни, которые визуально обследовали снаружи и внутри на разрезе. Впо‑
следствии фрагменты отобранных клубней с признаками поражения в виде локаль‑
ного потемнения мякоти помещали во влажную камеру. Выделение чистой культуры 
проводили методом предельных разведений. Для этого под стереомикроскопом Carl 
Zeiss Stemi 508 отбирали 1 коремию и помещали в микропробирку, содержащую 1 мл 
стерильной воды. Микропробирку тщательно перемешивали на микроцентрифуге – 
вортексе-901 (Циклотемп, Россия) для получения маточного раствора. Далее произ‑
водили десятикратное разведение суспензии в воде. Процедуру повторяли до дости‑
жения концентрации 10–3 КОЕ/мл 25 мкл раствора переносили на среду чапека с до‑
бавлением антибиотика Гентамицин (Дальхимфарм, Россия) в концентрации 1 г/л 
и равномерно распределяли шпателем Дригальского, инкубировали при температу‑
ре 20°С до прорастания отдельных единичных спор. Единичные споры переносили 
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на среду чапека для дальнейшего культивирования. Описывали морфологические 
признаки изолятов гриба с использованием общепринятых сред чапека, картофель‑
но-глюкозного агара (КГА) и картофельно-морковного агара [20].

Морфологические особенности структур конидиального спороношения гриба 
были описаны с использованием светового микроскопа Carl Zeiss Primo Star. Принад‑
лежность роду Cephalotrichum определяли при помощи определителя Вебстера [23] 
с последующей поправкой на новейшую систематику.

Выделение ДНК и молекулярно‑генетическая характеристика. Один репре‑
зентативный потенциальный изолят kolpna3 был выделен из пораженных клубней 
картофеля и очищен до единичных колоний при культивировании на среде чапека 
при 20°C в течение 7 дней. Мицелий отмывали от среды дистиллированной водой 
и готовили для выделения ДНК. Общую геномную ДНК экстрагировали с помощью 
набора для извлечения ДНК «Цитосорб» (Синтол, Москва, Россия) в соответствии 
с протоколом производителя. Концентрацию ДНК измеряли на спектрофотометре 
NanoDrop OneC (Thermo Fisher Scientific; Уолтем, Массачусетс, СшА).

Реакцию ПЦР проводили с использованием универсальной пары праймеров 
с внутренним транскрибируемым спейсером (ITS) [24]. Была приготовлена реакци‑
онная смесь, содержащая 5X MasDDTaqMIX-2025 (Dialat, Москва, Россия) – 5 мкл; 
10 мкМ каждого праймера – 1,5 мкл; 25 нг ДНК-мишени – 5 мкл; воду для ПЦР – 
12 мкл. Конечный объем смеси составил 25 мкл.

Амплификацию проводили в термоциклере T100 (Bio-Rad Laboratories, Ка‑
лифорния, СшА). Условия ПЦР были следующими: предварительная денатурация 
при 96°C в течение 15 мин; денатурация при 95°C в течение 30 сек.; отжиг при 52°C 
в течение 30 сек.; элонгация при 72°C в течение 90 сек. 39 циклов; окончательная 
элонгация при 72°C в течение 6 мин. Визуализацию продуктов ПЦР проводили мето‑
дом электрофореза в 1,5%-ном агарозном геле с бромистым этидием. Секвенирова‑
ние ампликона проводили на базе ООО «Синтол» (Москва, Россия). Сборку и анализ 
последовательностей, полученных в результате секвенирования, проводили с ис‑
пользованием BioEdit v. 7.2.

эволюционная история была выведена методом минимальной эволюции [25]. 
Показано оптимальное филогенетическое дерево. Процент повторяющихся дере‑
вьев, в которых связанные таксоны сгруппированы вместе в тесте начальной загруз‑
ки (500 повторов), показан рядом с ветвями [26]. эволюционные расстояния были 
вычислены с использованием метода максимального составного правдоподобия [27] 
и выражены как количество замен оснований на сайт.

Поиск в дереве ME производился с использованием алгоритма обмена близки‑
ми соседями (CNI) [28] на уровне поиска 1. Алгоритм соединения соседей [29] был 
использован для создания исходного дерева. этот анализ включал в себя 19 нукле‑
отидных последовательностей. Включенные позиции кодонов были следующими: 
1-й + 2-й + 3-й + некодирующий. Все неоднозначные позиции были удалены для 
каждой пары последовательностей (с использованием опции попарного удаления). 
эволюционный анализ был проведен в MEGA 11, а филогенетическое дерево ото‑
бражено в iTOL v5 [30].

Проверка патогенности. Патогенность выделенного гриба была проверена 
в соответствии с традиционной методикой путем инокуляции [31] отдельных листьев 
и ломтиков клубня картофеля сорта Жуковский ранний. Для этого растения картофеля 
предварительно выращивали до фазы S1, повреждали стерильной иглой и наносили 
на рану 50 мкл суспензии конидий с концентрацией 105 конидий/мл. Суспензию кони‑
дий готовили следующим образом: из 2-недельной колонии гриба отбирали 5 коремий 
и переносили в стерильную микропробирку, содержащую 1 мл дистиллированной воды. 
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Суспензию перемешивали на микроцентрифуге-встряхивателе «Циклотемп-901», 
фильтровали через марлю для удаления коремий и определяли концентрацию кони‑
дий в гемоцитометре. Растения в контрольном варианте также подвергали ранениям, 
но вместо суспензии конидий наносили 50 мкл стерильной воды.

После инокуляции растения накрывали полиэтиленовым пакетом и содержали 
при температуре 22 ± 2°C с относительной влажностью от 95 до 100% и световом дне 
16 ч. через 7 сут. наблюдали симптомы. Для подтверждения постулатов Коха проводили 
повторное выделение в чистую культуру C. asperulum с инокулированных частей расте‑
ния, затем проводили морфологическое сравнение микроструктур с исходным изолятом.

Для инокуляции клубней их очищали от кожуры, нарезали на ломтики тол‑
щиной 10 мм, которые затем стерилизовали в 70%-ном этиловом спирте, и асепти‑
чески высушивали в течение 5 мин на бумажном фильтре в чашках Петри. Далее 
в условиях ламинарного бокса перемещали одну коремию с 2-недельной культуры 
изолята, выращенной на среде чапека, на середину ломтика картофеля, накрывали 
чашку крышкой и инкубировали при 22°C без доступа света, периодически смачивая 
фильтровальную бумагу стерильной водой. В экспериментах использовали по 5 ли‑
стьев в двух повторениях и по 4 ломтика клубней картофеля в четырех повторениях.

Вирулентность и агрессивность изолята также были проверены на четырех 
распространенных в России отечественных и зарубежных сортах картофеля: Короле‑
ва Анна, Жуковский ранний, Ред Леди и Невский. Подготовка ломтиков и заражение 
инокулятом были аналогичны вышеупомянутой методике. Повторяли опыт в четы‑
рех повторностях по 4 ломтика в каждом. Статистическую обработку анализируемых 
данных проводили методом дисперсионного анализа в программе Statistica 12.0 (Stat‑
Soft, TIBCO, Palo Alto, CA, USA), сравнивая средние значения по критерию Дункана. 
Процентные данные были преобразованы в арксинусы перед обработкой. Графики 
были созданы с помощью GraphPad Prism 9.2.0

Выделение и характеристика чистой культуры. Исследования в данном на‑
правлении были начаты после обнаружения в партии хранящегося картофеля в хра‑
нилище в Орловской области клубней с потемнением мякоти внутри неизвестной 
этиологии (рис. 1А). Анализируемый картофель был собран в Колпнянском районе 
Орловской области (52.22°N, 37.00°E) в 2021 г.

После инкубации фрагментов пораженной ткани во влажной камере на поверх‑
ности отмирающей потемневшей ткани визуально обнаружили структуры грибов, 
которые впоследствии были определены как конидиальное спороношение грибов – 
коремии (рис. 1В).

Первоначально изолят культивировали на трех питательных средах: чапека, 
КМА и КГА (рис. 1C-1E). Колонии на среде чапека (рис. 1С) образовывались пуши‑
стые концентрические с неровными краями от светло-серого в центре до темно-ко‑
ричневого к периферии, характеризовались образованием коремий и относительно 
медленным ростом мицелия.

На КМА (рис. 1D) и КГА (рис. 1E) колонии были плотные порошковидные 
с неровными краями, от светло-серой до темно-серой окраски, впоследствии приоб‑
ретали более темный и насыщенный цвет. Было отмечено, что коремии образуются 
только при высыхании среды.

Морфологическое описание структур изолята провели с использованием све‑
тового микроскопа (рис. 1F-1H). Гифы мицелия членистые, шириной 2,17–2,96 μm, 
перегородки четкие.

Конидии одноклеточные, овальные, овально-вытянутые и суженные с одного 
конца, реже шаровидные, бесцветные, в массе дымчато-серые, в длину 4,39–4,46 μm, 
в ширину 3,02–3,05 μm; фиалиды на концах конидиеносцев вытянуто-изогнутые 
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длиной 3,01–3,12 μm, шириной 2,12–2,14 μm. Тип конидиогенеза – бластический. 
Конидиеносцы неветвящиеся, длиной до 2830 μm (на КГА), собраны в пучки (коре‑
мии) шириной 42,0–42,3 μm. Структуры сумчатого спороношения не обнаружены.

По строению конидиеносцев и конидий полученный изолят гриба был иден‑
тифицирован как представитель рода Сephalotrichum. Наши данные о морфологии 
микроструктур выявленного гриба данного рода незначительно отличаются от опи‑
санных на культуре картофеля в Иране [32].

Рис. 1. Морфологические, культуральные и патогенные свойства  
изолята C. asperulum kolpna3. Симптомы поражения на клубне картофеля  

Жуковский ранний (первичное обнаружение) (A). Коремии на срезе картофеля (B). Колонии  
через 14 дней культивирования при 20°С на средах чапека (C), КМА (D) и КГА (E).  

Морфологическое строение микроструктур С. asperulum (F), (G), (H).  
Симптомы на листьях картофеля Жуковский ранний через 7 дней после инокуляции C. asperulum (I)  

и стерильной водой (J) методом раневой инокуляции конидиальной суспензией
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Проверка патогенности. через 3 сут. после инокуляции листьев наблюда‑
ли типичный локальный хлороз и черно-коричневые некрозы в месте укола иглой 
листьев картофеля, в то время как контрольные листья оставались бессимптомны‑
ми (рис. 1I, 1J). Симптомы появились на всех органах, зараженных конидиями, на ли‑
стьях и клубнях картофеля. Патоген был повторно выделен в чистую культуру из по‑
раженных участков инокулированных органов растений и проверен при помощи вы‑
деления чистой культуры и секвенирования по вышеуказанной методике.

Изолят при инокуляции единичной коремией ломтиков картофеля также по‑
казал патогенность, которая проявлялась в виде некрозов бурого цвета, диаметр ко‑
торых достигал 47 мм (рис. 2).

Проверка агрессивности изолята по отношению к ломтикам разных сортов кар‑
тофеля показала, что сорта отличаются друг от друга по интенсивности поражения. 
Таким образом, диаметр некроза был максимальным у сорта Ред Леди (в среднем 47 
мм), тогда как у сорта Королева Анна он достигал всего 34 мм (рис. 3).

Рис. 2. Проверка патогенности изолята kolpna3 C. asperulum на ломтиках картофеля  
с. Жуковский ранний. Коремия на ломтике в 0 день (сразу после инокуляции) (А, В).  

Некрозы через 7 дней после инокуляции единичной коремией (C, D).  
чашки с ломтиками содержались во влажной камере без доступа света  

с температурой 22°C на увлажненной фильтровальной бумаге

Рис. 3. Диаметр зоны некроза на ломтиках картофеля разных сортов через 7 дней  
после инокуляции одной коремией изолята kolpna3 С. asperulum.  

значения в столбцах показывают среднее значение соответствия четырех  
независимых повторностей, а столбцы ошибок представляют стандартное отклонение
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Рис. 4. Филогенетическое дерево, созданное с использованием  
последовательностей генов ITS из видов Cephalotrichum.  

Идентифицированный штамм kolpna3 выделен синим цветом.  
эволюционный анализ проводился в MEGA 11, а изображение дерева создавали  

с использованием интерактивного дерева iTOL v5

Молекулярная идентификация. Уточняющую идентификацию изолята гриба 
провели методом ПЦР с использованием универсальной пары праймеров на ген вну‑
треннего транскрибируемого спейсера (ITS) ITS1 /ITS4. Результаты секвенирования 
по Сэнгеру показали, что длина соответствующего продукта ПЦР для ITS гена сос‑
тавила 560 п.н.

Результаты поиска BLASTn показали, что последовательность ITS штам‑
ма kolpna3 была наиболее идентичной роду Cephalotrichum, виду Cephalotrichum 
asperulum (MG886301.1) с идентичностью генома 99,33%. Филогенетическое де‑
рево, построенное на основе последовательностей генов ITS (рис. 3), показало, 



102

что штамм kolpna3 наиболее близок к изоляту C. asperulum HHAUF170550. По‑
лученная последовательность была депонирована в GenBank (регистрационный 
№ ON364353).

Таким образом, выделенный гриб, вызывающий при искусственном заражении 
локальные некрозы и хлоротичные участки на листьях, а также при естественном 
и искусственном заражении некрозы в мякоти клубней картофеля, был идентифици‑
рован как C. аsperulum (Wright et Marchand) Sandoval-Denis et al.

Результаты и их обсуждение

эндофитные грибы помогают растениям противостоять как биотическим, так 
и абиотическим стрессам благодаря их способности регулировать иммунный ответ 
на взаимодействие растений и микробов и стимулировать выработку метаболитов. 
При этом не все эндофитные грибы являются полезными [33].

эндофитов принято подразделять на 2 большие группы, в первую из которых 
входят виды грибов-полифагов, а во вторую, меньшую по численности, – специа‑
лизированные виды грибов, колонизирующие однодольные растения. Грибы родов 
Alternaria, Cladosporium, Phoma и Trichoderma неоднократно отмечали в мировой 
науке как эндофиты [11]. В соответствии с изученной нами научной литературы от‑
мечено, что в последнее время участились случаи обнаружения перехода эндофитов 
к паразитическому типу питания. Например, грибы рода Trichoderma, ранее извест‑
ные своей антагонистической активностью и широко используемые в биологиче‑
ской защите растений, были зарегистрированы как фитопатогены на кукурузе (Zea 
mays L.). Данные немецких ученых показывают, что гриб T. afroharzianum спосо‑
бен снизить содержание сухого вещества на 27% [34]. Аналогичная ситуация для 
группы видов Alternaria описана Б. Томасом [35]. В частности, показано, что неко‑
торые виды приобрели патогенные способности с увеличением биосинтеза мелани‑
на и фитотоксинов [36], которые помогают спорам преодолеть иммунитет растения 
и вызвать заболевание. Другим способом эволюции патогенеза, описанного Брей‑
зером, является гибридизация между близкородственными, но ранее географически 
изолированными патогенами Ophiostoma ulmi, возбудителями голландской болезни 
вяза [37]. Теоретически этот процесс дает возможность быстрого появления новых 
или модифицированных патогенов через межвидовой генный поток и через межспе‑
цифический генный поток [38].

В ходе исследовательской работы нами были получены новые знания о том, 
что грибы-эндофиты могут при определенных условиях частично или полностью 
переходить к паразитическому образу жизни, непосредственно нанося вред расте‑
нию-хозяину, вызывая у него симптомы заболевания в условиях стресса. В иссле‑
дованиях было доказано, что гриб-аскомицет рода Cephalotrichum вида C. asperu-
lum (семейство Microascaceae, порядок Microascacales), идентифицированный с по‑
мощью микробиологического и молекулярно-генетического методов диагностики, 
является новым неизученным патогеном картофеля (Solanum tuberosum), вызываю‑
щим локальный некроз клубней в период хранения.

При изучении погодных условий вегетационного периода 2021 г. было выяв‑
лено, что за первую и вторую декады августа сумма выпавших осадков составила 
44% от средней месячной нормы, а температура воздуха поднималась до 34°С. Веро‑
ятно, именно эти условия послужили стрессом для растений картофеля, в результате 
чего был ослаблен неспецифический иммунитет.

Наши исследования можно сопоставить с результатами ученых из Ирана [32], 
которые сделали выводы о том, что C. asperulum и C. tenuissimum распространяются 
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в сухом и жарком климате. Ввиду сходства наших результатов можно предположить, 
что стресс, вызванный недостатком влаги и повышенными температурами воздуха, 
является отправной точкой для перехода гриба C. аsperulum к паразитизму.

Выводы

Установленный факт патогенности изучаемого гриба рода Cephalotrichum по‑
казывает необходимость дальнейшего мониторинга, выяснения влияния абиотиче‑
ских факторов на переход его к паразитическому образ жизни, уточнения филогене‑
тической специализации, оценки вредоносности болезни на разных сортах картофе‑
ля и разработки защитных мероприятий для уменьшения ущерба.

Работа выполнена при поддержке Минобрнауки России в рамках соглашения 
№ 075–15–2022–317 от 20 апреля 2022 г. о предоставлении гранта в форме субси-
дий из федерального бюджета на осуществление государственной поддержки соз-
дания и развития научного центра мирового уровня «Агротехнологии будущего»
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FIRST REPORT ON CEPHALOTRICHuM ASPERuLuM  
AS A POTATO PATHOGEN IN RUSSIA

I.V. TUCHKOV, R.I. TARAKANOV, O.O. BELOSHAPKINA, F.S. – U. DZHALILOV

(Russian State Agrarian University – Moscow Timiryazev Agricultural Academy)

During the phytosanitary inspection of a lot of stored potatoes of cv. Zhukovskiy ran-
niy in the Orel region of Russia, tubers showed signs of lesions in the form of local darkening 
of the flesh without apparent softening and fungal structures on the surface (coremia). A pure cul-
ture of the pathogen was isolated and the morphological characteristics of the conidial sporulation 
structures in the extracted isolate were described; the average sizes of vegetative mycelium, conid-
ia, conidiophores and coremia were given. Pathogenicity testing of the isolate on leaves and tuber 
discs showed symptoms in the form of localised chlorosis and necrosis. Subsequent identification 
of the isolate by PCR and sequencing showed that the isolate analysed was most closely related 
to the species Cephalotrichum asperulum of the genus Cephalotrichum. The resulting sequence 
was deposited in GenBank (accession number ON364353). Although these fungi are described 
in the literature as endophytic, this study emphasises their parasitic effect on the potato plant with 
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certain semeiologies. This is probably the first report of C. asperulum causing local necrosis of po-
tato leaves and tubers during storage in Russia.

Key words: Cephalotrichum, fungi, pathogen of potato, endophyte, the first detection, arti-
ficial infection.
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