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ВВЕДЕНИЕ

Гриб Hymenoscyphus fraxineus (T.  Kowalski) 
Baral, Queloz & Hosoya является причиной мас­
сового усыхания ясеней (Fraxinus L.) в Европе, в 
том числе и в России. Жизненный цикл гриба на­
чинается на восприимчивых видах ясеней с за­
ражения аскоспорами листьев, что приводит к их 
усыханию и опаду. Гриб продолжает сапротроф­

ное развитие в опавших листьях (в подстилке), 
а после перезимовывания образует на черешках 
плодовые тела (апотеции), которые при созрева­
нии выбрасывают в воздух огромное количество 
аскоспор. Большинство зараженных листьев 
опадают без перехода гриба в одревесневшие 
органы хозяина (Schwanda, Kirisits, 2016), но в 
редких случаях гриб проникает через листовые 
черешки в ветви и стволы ясеня, продолжая раз­
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Лабораторный метод изучения грибной фитотоксичности на высечках из листьев апробирован на грибе 
Hymenoscyphus fraxineus (T. Kowalski) Baral, Queloz & Hosoya ‒ возбудителе усыхания ясеня (Fraxinus L.). 
Использовали 12 культур гриба, происходящие из исходного и инвазийного ареалов возбудителя, и листья 
ясеней маньчжурского (Fraxinus mandshurica Rupr.) и пенсильванского (F. pennsylvanica Marsh.), различаю­
щихся по устойчивости к данному фитопатогену. После роста грибов на жидких питательных средах филь­
траты культур наносили на высечки из листьев ясеней, помещенные во влажные камеры. Некротизация фо­
тосинтезирующих тканей отмечена после действия экзометаболитов некоторых культур. Крупные некрозы 
развивались только на высечках из листьев ясеня пенсильванского. Это свидетельствует о том, что данный 
вид менее устойчив к H. fraxineus по сравнению с ясенем маньчжурским. Географическое происхождение и 
состав питательной среды не влияли на способность культур вызывать некроз. Анализ результатов указы­
вал на вероятную положительную связь между некротизирующей активностью культуральной жидкости и 
уровнем урожайности биомассы. Можно предположить, что факторы, индуцирующие некроз, появились в 
культурах на стационарной стадии роста гриба. Не обнаружено совпадения результатов лабораторных опы­
тов с листовыми высечками и полевых опытов по инокуляции мицелия H. fraxineus в стволы молодых ясеней. 
Обсуждается дефицит знаний о физиологии H. fraxineus и механизмах взаимодействия этого фитопатогена 
с хозяином. Сделан вывод о пригодности лабораторного метода с использованием высечек из листьев для 
изучения факторов фитопатогенности H. fraxineus, действующих при заселении фотосинтетической части 
кроны у чувствительных видов ясеня.

Ключевые слова: усыхание ясеней, гриб-возбудитель Hymenoscyphus fraxineus, лабораторный тест для вы-
явления фитопатогенности.
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витие во внутренней коре (флоэме) надземных 
частей растения. Кроме того, установлено, что 
H.  fraxineus может вызывать некрозы внутрен­
ней коры в области корневой шейки (Landolt et 
al., 2016). Возможно, в этом принимают участие 
мелкие эндоконидии, продуцируемые конидие­
носцами Chalara-типа, которые формируются 
при бесполой стадии развития H. fraxineus. Из­
начально конидиям приписывали роль сперма­
циев, вовлеченных в половой процесс гриба, но 
уже опубликованы свидетельства их участия в 
заражении листьев и корней сеянцев ясеня через 
почву (Fones et al., 2016).

Поскольку H. fraxineus относят к некро­
трофным фитопатогенам, продуцируемые им 
фитотоксины не остались без внимания при ис­
следовании взаимоотношений гриба и хозяина. 
В  культуральных экстрактах H.  fraxineus об­
наружено множество вторичных метаболитов, 
один из которых ‒ токсин виридиол – вызывал 
некротизацию листьев восприимчивого вида 
ясеня обыкновенного (Fraxinus excelsior  L.). 
Однако дальнейшие работы не подтвердили 
безусловной связи виридиола, продуцируемо­
го культурами H.  fraxineus, с фитопатогенной 
активностью последних, что предполагает на­
личие иных, пока еще не известных, факторов 
фитопатогенности (Junker et al., 2014).

В основном негативное воздействие гриба 
на неустойчивые виды ясеня проявляется в двух 
взаимосвязанных аспектах: сначала споры гри­
ба (аскоспоры) поражают листья, вызывая их 
некротизацию, усыхание и опад, впоследствии 
гриб может продвинуться в побеги и стволы 
деревьев, где вызывает некротизацию флоэмы. 
Высказано мнение, что решающее значение для 
функционирования гриба в природе и для эво­
люции механизмов его взаимодействия с рас­
тениями-хозяевами имеют инфицирование и 
колонизация листьев, а развитие гриба в одре­
весневших частях растения, скорее всего, носит 
тупиковый характер (Landolt et al., 2016).

Обращает на себя внимание большое раз­
нообразие методик для оценки фитопатогенных 
свойств H.  fraxineus. В  работе с этим грибом 
применяли разные подходы. В качестве иноку­
ляционного материала использовали мицелий, 
выращенный на древесине (щепки, опилки), су­
спензии аскоспор и конидий, собранных в при­
роде или полученных в лабораторных условиях. 
Инокуляции делали на стволах саженцев в от­
крытом грунте или теплицах, споровый материал 
наносили на поверхность листьев, помещенных 
во влажные камеры, делали инъекции в листо­

вые черешки саженцев в горшках, обрабатывали 
суспензиями семена ясеня или проростки, вы­
ращенные в аксенической культуре. (Juncker et 
al., 2014, 2017; Kowalski et al., 2017; Orton et al., 
2018). Однако эталонные методики оценки фи­
топатогенной активности для H.  fraxineus пока 
не предложены.

Целью работы было проверить пригодность 
лабораторной методики изучения фитоток­
сических свойств грибов на листовых высеч­
ках для исследования факторов патогенности 
H. fraxineus.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
ИССЛЕДОВАНИЙ

Для работы использовали 12  культур 
H.  fraxineus, полученных при рассеве аскоспор 
гриба на плотной среде (споровые изоляты) или 
изолированных из проводящих тканей побегов 
ясеня, поврежденных грибом (тканевые изоля­
ты) (табл. 1). Образцы для изолирования культур 
собирали в 2017–2018 гг. на территории Россий­
ской Федерации, Республики Беларусь и Шве­
ции. Культуры поддерживали в рабочей коллек­
ции Института леса им. В.Н. Сукачева СО РАН 
на скошенном сусловом агаре при температуре 
4 °С, пересев на свежую среду выполняли 1 раз 
в течение года.

Получение культуральных фильтратов. 
Культуры выращивали на трех жидких средах: 
1) С ‒ жидкое пивное сусло (содержание саха­
ров – 3–4 градуса Баллинга (3–4 °Б)); 2) МС – 
жидкое пивное сусло (1–2  °Б) с добавлением 
отвара листьев ясеня маньчжурского (Fraxinus 
mandshurica Rupr.); 3) ПС – жидкое пивное сус­
ло (1–2  °Б) с добавлением отвара листьев ясе­
ня пенсильванского (F.  pennsylvanica Marsh.). 
Культивирование проводили в бактериологичес
ких пробирках в течение 3 мес, в стационарных 
условиях при 24 °С. Инокулюм для засева жид­
ких сред получали, выращивая грибы на агари
зованных средах указанного выше состава в 
течение 1 мес при комнатной температуре. Для 
засева жидкой среды использовали мицелий, 
выращенный на соответствующей по составу 
агаризованной среде. В  каждую пробирку, со­
держащую 10 мл среды, помещали 1  агаровый 
блок с мицелием (диаметр 6 мм), вырезанный из 
колонии соответствующей культуры. Контроль­
ными вариантами служили стерильные среды, 
инкубируемые в тех же условиях, что и засеян­
ные пробирки.

Использование высечек из листьев ясеня для изучения фитопатогенных свойств гриба...
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Отбор проб проводили после 2 и 3 мес ро­
ста. Мицелиальную биомассу отфильтровы­
вали в стерильных условиях через складчатые 
бумажные фильтры Macherey-Nagel MN 612  ¼ 
(Germany) и сушили для взвешивания. Из проби­
рок с фильтратами стерильно отбирали 1–1.5 мл 
для тестов на фитотоксичность, в фильтратах 
измеряли уровень рН. Стерильные среды без 
засева грибами (контроли) также подвергались 
фильтрации.

Оценка фитотоксичности. Проводилась 
согласно методике А.  О.  Берестецкого с соавт. 
(2010), предполагающей нанесение раствора ме­
таболитов фитопатогена на высечки из листьев, 
помещенных во влажную камеру.

В работе использовали листья ясеней мань­
чжурского и пенсильванского из дендрария Ин­
ститута леса им. В. Н. Сукачева СО РАН. Опы­
ты проводили в летний сезон 2020 г., 6 июля и 
3  августа, соответственно для культуральных 
фильтратов после 2 и 3 мес роста грибов. Све­
жие листья собирали с деревьев соответствую­
щего вида в день выполнения теста, промывали 
водопроводной водой, подсушивали в течение 
часа при комнатной температуре для удаления 
капельной влаги. Высечки делали пробочным 
сверлом (диаметр 10  мм), по обе стороны от 
центральной жилки листочков. Использовали 
только средние пары листочков, расположенные 
между непарным верхним и парными нижними 
листочками.

В центре каждой высечки иглой диаметром 
0.4 мм делали перфорацию: разрез 1–1.5 мм (тест 
от 06.07.2020) или укол (тест от 03.08.2020). Вы­

сечки располагали рядами в стерильных влаж­
ных камерах, приготовленных из чашек Петри, 
нижней стороной листа к фильтровальной бума­
ге. На каждую высечку в месте укола наносили 
по 10 мкл определенного культурального филь­
трата. В  контрольных вариантах наносили по 
10 мкл стерильной среды или стерильной воды. 
Влажные камеры располагали в один слой на 
лабораторном столе, в стороне от прямого сол­
нечного света. Чашки оставляли при естествен­
ном чередовании дневного и ночного периодов 
в течение 2 сут. По истечении этого срока учи­
тывали образование коричневых некротических 
пятен на поверхности высечек. В обоих тестах 
для каждого варианта повторность составляла 
7 высечек.

Инокулирование деревьев. Эксперименты 
выполняли на территории питомника ООО «Ма­
мина дача» (с. Богородское Владимирской обл.). 
Заражение молодых одновозрастных деревьев 
ясеней маньчжурского и пенсильванского (воз­
раст 7–10 лет, диаметр стволиков от 14 до 38 мм) 
проводили в конце июня 2019 г. (рис. 1, а). Ино­
кулюм в виде агаровых блоков, вырезанных из 
колоний грибов, которые выращивали в течение 
месяца на агаровой среде с суслом и отваром ли­
стьев ясеня пенсильванского, помещали в лунки 
(6 мм), пробиваемые пробочным сверлом через 
слой внешней коры стволиков (рис. 1, б, в).

Металлический инструментарий (пробочное 
сверло, скальпель и проч.) стерилизовали этило­
вым спиртом и обжигали в пламени, для закладки 
блоков в лунки использовали одноразовые дере­
вянные шпильки (зубочистки), стерилизованные 

Н. В. Пашенова, Л. Г. Серая, Ю. Н. Баранчиков

Таблица 1. Культуры гриба Hymenoscyphus fraxineus, использованные в работе

Шифр культур Год изолирования Происхождение Характеристика культуры

Cf 1702 2017 РФ, Воронежская обл. Тканевая
Cf 1704 2017 РФ, Ленинградская обл. »
Cf 1806* 2018 Республика Беларусь Споровая
Cf 1718 2017 Там же Тканевая
Cf 1720 2017 » »
Cf 1823 2018 РФ, г. Хабаровск Споровая
Cf 1825 2018                »             » »
Cf 1830 2018                »             » »
Cf 1838 2018                »             » »
Cf 1852 2018 Швеция, о. Готланд »
Cf 1853 2018                  »                » »
Cf 1860 2018                  »                » »

* Культура H. fraxineus 1806 отсеяна из отдельно расположенной колонии, развившейся при попытке рассева конидий из 
культуры 1718.
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Рис. 1. Инокулирование деревьев ясеней маньчжурского и пенсильванского в питомнике ООО «Мамина дача».
а – общий вид посадок ясеня пенсильванского; б. в, г – последовательные этапы инокуляции; д, е, ж, з – результаты 
инокуляции в течении 4 мес.
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автоклавированием (рис.  1,  в). Поверхность 
стволов не стерилизовали. Лунку с инокулюмом 
закрывали высеченной коровой пробкой и на­
носили сверху тонкий слой медицинского клея 
БФ-6, чтобы предотвратить высыхание расти­
тельных тканей (рис.  1,  г). Полевые опыты по 
тестированию носили ограниченный характер, в 
них использованы только 4 культуры из исследу­
емых 12 культур гриба.

Учет некрозов флоэмы проводили через 
4  мес, зачищая тонкий слой внешней коры и 
измеряя длину некрозов флоэмы (рис.  1,  д, е, 
ж, з). Инокулирование выполняли в 10-кратной 
повторности.

Первичные данные обрабатывали стати­
стически, используя возможности пакетов про­
грамм Microsoft Excell 2007 и Statistica 8.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Особенности физиологии культур 
H.  fraxineus при росте на жидких средах. 
Большое внутривидовое разнообразие куль­
тур H.  fraxineus уже отмечалось в литературе 
(Juncker et al., 2017), и данные по накоплению 

биомассы на жидких средах в нашем экспери­
менте также подтверждают это. Результаты 
(рис.  2) показали различное отношение иссле­
дуемых культур к составу сред, использованных 
для выращивания.

Некоторые культуры, например «белорус­
ские» cf  1718, 1806 и 1720, демонстрировали 
долгий период адаптации и отсутствие роста на 
сусле и только после 3 мес культивирования по­
казали умеренный рост (2–3  г/л по абсолютно 
сухой массе (а. с. м.)). Другие культуры, уже на 
2-й месяц достигали уровня биомассы 4–5 г/л и 
либо прекращали активный рост (cf 1830 на ПС, 
cf 1853 на С) или продолжали накапливать био­
массу на 3-й месяц (cf 1825 на МС). Полученные 
данные не показали связи между активностью 
роста на разных средах и географическим про­
исхождением или способом изолирования (тка­
невые, споровые) культур H. fraxineus.

Несмотря на то что исследуемые культуры 
проявляли различия по скорости накопления 
биомассы на той или иной среде, средние пока­
затели урожайности по всей выборке (12 куль­
тур) для разных сред различались мало. Данные, 
представленные в табл. 2, позволяют предполо­

Рис. 2. Индивидуальные показатели урожайности биомассы (x ± m, г/л) исследуемых культур после роста 
на жидких средах в течение 2 (а) и 3 (б) мес.
Сусло: С – разбавленное, МС и ПС – с отваром листьев ясеней маньчжурского и пенсильванского. (Последовательность 
культур слева ‒ направо отвечает порядку их перечисления в табл. 1).

Н. В. Пашенова, Л. Г. Серая, Ю. Н. Баранчиков
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жить, что разбавленное сусло без добавок было 
более благоприятной средой для культивирова­
ния H. fraxineus и обеспечивало немногим боль­
шее накопление мицелиальной массы, чем сре­
ды с отварами листьев ясеней.

Но статистически достоверные различия 
проявились только между показателями урожа­
ев на С и ПС после 3 мес роста (табл. 2).

Перед культивированием исходные значения 
активной кислотности сред, за которые приняты 
показания рН стерильных сред (контроли), были 
близки и составляли 5.6, 5.4 и 5.6, соответствен­
но для сред С, МС и ПС. Максимальные изме­
нения показателей активной кислотности среды 
в процессе роста составили до 4.66 (cf  1806  – 
среда C), до 7.75 (cf 1860 – среда МС) и до 6.86 
(cf  1860  – среда ПС). Рассчитанная для каж­
дой культуры разница между показателями рН 
в начале и конце культивирования представлена 
на рис. 3.

Можно видеть, что внутривидовое варьиро­
вание также проявилось при регуляции актив­
ной кислотности среды в процессе роста. Об­
щим для всех культур было то, что рост на сусле 
сопровождался снижением активной кислотно­
сти среды (показатели разницы положительны), 
а на средах с отварами листьев ясеней уровень 

рН, наоборот, увеличивался, сдвигаясь к ней­
тральным и даже слабощелочным значениям 
(показатели разницы отрицательны).

Некротизация листовых высечек под дей-
ствием культуральных фильтратов H.  fraxi­
neus. Проверка некротизирующей способности 
стерильных сред и культуральных жидкостей 
показала, что уже на 2-е сутки от начала теста 
можно было выделить три типа реакции фото­
синтезирующей ткани: 0 – отсутствие визуально 
заметной некротизации ткани вокруг централь­
ной перфорации; 1  – отчетливая рыжевато-ко­
ричневая полоса вокруг центральной перфора­
ции; 2 – коричневое пятно с нечеткими краями 
вокруг центральной перфорации (рис. 4).

Хотя фильтрация через бумажный фильтр не 
могла гарантировать полное отсутствие гриб­
ных пропагул в фильтратах, но быстрое, через 
2-е суток, проявление некротизации, исключа­
ло вероятность того, что эта реакция была вы­
звана живым грибом. В  работе J.  W.  Mansfield 
и соавт. (2018) сообщается, что при нанесении 
аскоспор H.  fraxineus на неповрежденную по­
верхность листовой пластинки или листовых 
черешков ясеня обыкновенного признаки некро­
зов в лабораторных условиях появлялись только 
на 7‒9-е сутки. Основываясь на своих наблю­

Таблица 2. Накопление биомассы (x ± σ, г  а. с. м./л) при лабораторном стационарном культивировании гриба 
H. fraxineus на жидких средах (n = 12)

Среда
Время культивирования, мес Доверительная вероятность по критерию Манна – Уитни, 

период, мес

2 3 2 3 
МС ПС МС ПС

С 2.5 ± 1.8 4.6 ± 1.6 0.86 0.98 0.12 0.03
МС 2.4 ± 1.1 3.7 ± 0.9 − 0.70 − 0.15
ПС 2.5 ± 1.1 3.3 ± 0.8 − − − −

Рис. 3. Максимальная разница значений рН в начале (контроли – стерильные среды) и в конце роста культур 
H. fraxineus.
С – чистое сусло, МС и ПС – сусло с добавлением отвара листьев ясеня маньчжурского и пенсильванского соответ­
ственно. (Последовательность культур слева ‒ направо отвечает порядку их перечисления в табл. 1).
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дениях, авторы относят H.  fraxineus к фитопа­
тогенам с временным биотрофным способом 
паразитирования (pathogens with a temporarily 
biotrophic mode of infection): аскоспоры на по­
верхности листьев прорастают гаусториями, ко­
торые проникают в растительные клетки уже на 
2-е‒3-и сутки после инокуляции, но в начальный 
период колонизации (3-и‒5-е сутки) гриб не вы­
зывает гибель клеток хозяина и появления при­
знаков некротизации. Отсутствие некротичес
кой реакции на высечках (0 баллов) ожидаемо 
наблюдали после нанесения стерильной воды и 
стерильных сред. Но такой же эффект наблюда­

ли после воздействия культуральной жидкости 
некоторых изолятов. Например, реакция на ли­
стьях обоих видов ясеней отсутствовала после 
действия фильтратов культур cf  1720, 1825 и 
1860 (рост на средах МС и ПС), культуральный 
фильтрат cf 1853 (после роста на средах С и МС) 
вызвал слабую некротизацию только на листьях 
ясеня пенсильванского. Культуры cf 1702 и 1838 
не вызывали некротизацию листьев обоих видов 
ясеня, если росли на средах ПС и МС, соответ­
ственно (табл. 3).

Несмотря на большое варьирование данных 
(табл. 3), очевидно, что наиболее активная реак­

Рис. 4. Примеры реакции ткани листьев ясеня маньчжурского (ЯМ) и ясеня 
пенсильванского (ЯП) после нанесения опытных и контрольных жидкостей 
на высечки.
Реакция: 0 – отсутствие; 1 – слабая; 2 – активная.

Таблица 3. Некротизирующая активность* культуральной жидкости H. fraxineus 
после роста на средах: разбавленное сусло (С), разбавленное сусло + отвары листьев 
ясеней маньчжурского (МС) и пенсильванского (ПС), балл

Шифр 
культуры

Высечки из листьев
я. маньчжурский я. пенсильванский

С МС ПС С МС ПС

Cf 1702 1 1 0 2 2 2
Cf 1704 1 1 1 1 1 1
Cf 1806 1 1 1 1 1 2
Cf 1718 0 1 0 0 2 1
Cf 1720 1 0 0 1 0 0
Cf 1823 1 1 1 2 1 1
Cf 1825 0 0 1 0 0 0
Cf 1830 1 1 1 2 2 2
Cf 1838 1 0 1 2 0 1
Cf 1852 1 1 1 2 2 2
Cf 1853 0 0 0 1 1 0
Cf 1860 0 0 0 1 0 0

* Оценка дана в баллах. Приведена максимальная проявившаяся реакция по совокупности двух 
экспериментов.
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ция некротизации (2 балла) проявлялась только 
на листьях ясеня пенсильванского, но не мань­
чжурского. Полученные данные не показали 
возможного влияния на некротизирующую ак­
тивность в экспериментах таких факторов, как 
географическое происхождение культур, состав 
среды культивирования, тип и интенсивность 
регуляции активной кислотности среды в про­
цессе роста.

Анализ и обработка результатов позволили 
предположить некоторую зависимость между 
активностью некротической реакции на высеч­
ках и урожайностью биомассы. У трех культур 
из рабочей выборки ‒ cf 1720, 1825 и 1860 (про­
исхождение: Белоруссия, Хабаровск и Швеция 
соответственно) ‒ способность вызывать не­
кротизацию на высечках проявилась наиболее 
слабо. Удаление из общей выборки данных по 
этим культурам (как нетипичным) привело к 
тому, что коэффициенты корреляции между по­
казателями активности некротической реакции 
и урожайности биомассы составили 0.58 и 0.62 
для листьев ясеней маньчжурского и пенсиль­
ванского соответственно. Сопоставление сред­
них показателей урожайности биомассы для 
групп из нескольких культур, проявивших оди­
наковую активность некротизации на высечках, 
также подтверждает эту тенденцию. Способ­
ность культуральных фильтратов вызывать не­
кротизацию листьев ясеня начинает проявляться 
при накоплении биомассы 3.0‒3.5 г  а. с. м./л и 
более. Самая активная реакция на листьях ясе­
ня пенсильванского отмечена при урожайности 
биомассы 4.0–5.0 г  а. с. м./л (табл. 4).

Разнородность полученных показателей не­
возможно объяснить, исходя из предположения, 
что в тестах проявилось действие только одного 
некротизирующего фактора – токсина/токсинов. 
Поскольку использованная методика предпола­
гала, что в тестах действовали только метаболи­

ты H. fraxineus, эффект некротизации, предполо­
жительно, мог быть также вызван ферментами 
гриба и/или низкомолекулярными веществами – 
элиситорами.

Предположение о присутствии в культу­
ральных фильтратах как токсина/токсинов, так 
и элиситоров позволяет в определенной степе­
ни обобщить зарегистрированные данные. На 
уровне тенденции отмечено, что активность не­
кротизации была выше в тех вариантах культи­
вирования, где урожайность биомассы больше 
(табл. 4). Лабораторное культивирование в огра­
ниченном объеме среды со временем приводит 
к достижению грибной культурой стационар­
ной фазы роста, связанной с неблагоприятны­
ми условиями. Этот период связан с продуци­
рованием наибольшего количества вторичных 
метаболитов и частичным отмиранием и лизи­
сом мицелия. Большинство токсинов являются 
вторичными метаболитами, а элиситоры могут 
быть представлены низкомолекулярными про­
дуктами распада мицелия. Логично предполо­
жить, что наибольший выход токсинов и эли­
ситоров в наших экспериментах приходился на 
стационарную фазу роста, когда культура при­
ближается к максимально возможному в данных 
условиях накоплению биомассы.

Из данных табл. 3 можно видеть, что на вы­
сечках из листьев ясеня маньчжурского актив­
ность реакции некротизации на превышала 
1 балла. Известно, что в его ареале на Дальнем 
Востоке гриб H.  fraxineus хотя и присутствует, 
но не расценивается как заметный фитопатоген 
(Drenkhan et al., 2017). Возможно, ясень мань­
чжурский не восприимчив или мало восприим­
чив к действию токсинов H.  fraxineus. Реакция 
некротизации, которую наблюдали на высечках 
из листьев ясеня маньчжурского (1  балл), мо­
жет быть расценена как быстро реализованный 
защитный ответ в тканях устойчивого хозяина, 

Таблица 4. Средняя урожайность биомассы культур* H. fraxineus (x ± σ, г  а. с. м./л), культуральные фильтраты 
которых вызвали разную активность некротизации листьев ясеней и число культур, у которых проявилась 
соответствующая реакция (в скобках)

Среда для роста 
грибов

Я. маньчжурский Я. пенсильванский
Активность реакции некротизации на листьях, балл

0 1 0 1 2

С 2.0 ± 0.0 (2) 5.1 ± 1.2 (7) 2.0 ± 0.0 (1) 3.5 ± 1.5 (3) 5.4 ± 1.0 (5)
МС 3.0 ± 0.0 (2) 3.7 ± 0.8 (7) 3.0 ± 0.0 (1) 3.3 ± 0.7 (4) 4.0 ± 0.7 (4)
ПС 2.8 ± 0.3 (3) 3.7 ± 0.8 (6) 2.8 ± 0.3 (3) 3.3 ± 0.5 (3) 3.8 ± 1.2 (3)

* Без учета данных по культурам cf 1720, 1825 и 1860.

Использование высечек из листьев ясеня для изучения фитопатогенных свойств гриба...



66	 СИБИРСКИЙ ЛЕСНОЙ ЖУРНАЛ. № 1. 2023

вызванный элиситорами гриба, которые содер­
жались в культуральных фильтратах. Именно 
элиситоры H. fraxineus и их концентрация мог­
ли послужить причиной более сильной и от­
четливой реакции некротизации в сравнении 
с вариантами, классифицированными «0  бал­
лов», где элиситоры гриба отсутствовали или их 
было мало. В  этих случаях имела место обыч­
ная сверхчувствительная реакция на механиче­
ское поранение, слабо заметная без увеличения 
(рис. 4). Более обширные некротические пятна 
(2  балла) на высечках ясеня пенсильванского 
могут быть связаны с распространением как 
элиситоров грибных культур, так и их токсинов 
(рис. 4). Показано, что ясень пенсильванский ча­
стично восприимчив к грибу H.  fraxineus, хотя 
уровень его вирулентности можно назвать низ­
ким в сравнении с ясенем обыкновенным ‒ наи­
более чувствительным хозяином H.    fraxineus 
(Kowalski et al., 2015). Чувствительность пред­
полагает ослабление или замедление защитного 
ответа на сигналы о вторжении фитопатогена, 
что позволяет элиситорам и/или токсинам рас­
пространиться от места перфорации на большее 
расстояние, увеличивая размеры некротизиро­
ванного участка тканей.

Но следует отметить, что высказанные пред­
положения не соответствуют выявленным эф­
фектам у наиболее «слабых» по активности 
некротизации культур cf 1720, 1825 и 1860. Воз­
можно, эти культуры не были способны проду­
цировать токсин (-ы), но в некоторых вариантах 
культивирования – cf 1720 (МС), 1825 (С и МС) – 
максимальная урожайность достигала значений 
4 – 6,5 г  а. с. м./л, что предполагает процессы 
отмирания мицелия, наличие элиситоров в куль­
туральных фильтратах и как следствие – прояв­

ление реакции на высечках вокруг перфораций, 
хотя бы на уровне 1 балл. Однако в этих случаях 
реакция некротизации отсутствовала (0 баллов, 
табл. 3), что пока не представляется возможным 
объяснить.

Реакция флоэмы ствола двух видов ясе-
ней на искусственное заражение культурами 
H.  fraxineus. Способность вызывать некрозы 
внутренней коры ясеней маньчжурского и пен­
сильванского проверена для четырех культур 
H.  fraxineus (cf 1702, 1718, 1838 и 1860) в экс­
перименте с искусственной инокуляцией ство­
лов молодых деревьев. Из полученных данных 
(табл. 5) можно видеть, что на ясене маньчжур­
ском только культуры 1702 и 1838 вызывали 
небольшие, но достоверно отличающиеся от 
контроля некрозы флоэмы; на ясене пенсиль­
ванском некротизирующую активность прояви­
ли культуры 1702, 1838 и 1860. Культура cf 1718 
не вызывала некротизацию стволовой флоэмы 
ясеней маньчжурского и пенсильванского.

Для сравнения приведены оценки активно­
сти некротизации высечек из листьев под дей­
ствием фильтратов тех же культур (в обоих слу­
чаях использовали среду, содержащую сусло и 
отвар листьев ясеня пенсильванского) (табл.  5).

Можно видеть, что для всех культур актив­
ность некротизации фотосинтезирующей тка­
ни под действием метаболитов грибов не соот­
ветствует скорости распространения мицелия в 
проводящих тканях коры, т.  е. фитопатогенные 
эффекты, полученные в наших экспериментах 
на высечках из листьев ясеней, не соответство­
вали результатам искусственного инокулирова­
ния стволов ясеня.

Следует упомянуть уже выдвинутое пред­
положение о вероятных различиях защитных 

Таблица 5. Сравнение активности некротизации фотосинтезирующих тканей листьев и флоэмы стволов 
ясеня соответственно культуральной жидкостью (n = 7) и живыми культурами (n = 10) H. fraxineus 
(Пашенова и др., 2020)

Культуры 
гриба

Среда 
культивирования*

Я. маньчжурский Я. пенсильванский
Листья, 

балл
Длина некрозов флоэмы, 

x ± σ, мм
Листья, 

балл
Длина некрозов флоэмы, 

x ± σ, мм

Cf 1702 ПС/ПСА 0 10.6 ± 3.9** 0 15.8 ± 7.0**

Cf 1718 ПС/ПСА 0 9.4 ± 1.2 1 12.7 ± 2.9
Cf 1838 ПС/ПСА 1 10.2 ± 2.9 1 44.4 ± 34.9**

Cf 1860 ПС/ПСА 0 10.2 ± 3.3** 0 21.8 ± 14.6**

* ПС – жидкая среда с добавлением отваров листьев ясеня пенсильванского, ПСА – агаризованная среда с отваром листьев 
ясеня пенсильванского, использованная для выращивания инокулюма в полевые эксперименты 2019 г.

** Достоверное отличие среднего показателя от контроля при p ≤ 0.05 по критерию Манна – Уитни.
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реакций хозяина при поражении грибом ли­
стьев кроны и одревесневших частей растений 
(Landolt et al., 2016), а это допускает различные 
физиологические механизмы колонизации гри­
бом фотосинтезирующих тканей и флоэмы ство­
ла. Возможно, токсины не играют важной роли 
при колонизации грибом тканей ствола.

Сравнение двух типов перфорации высе-
чек из листьев ясеня при лабораторном тесте 
с метаболитами H.  fraxineus. Сравнение раз­
ных способов перфорирования листовых вы­
сечек для проверки некротизирующей способ­
ности культуральных фильтратов показало, что 
использование перфорации в виде разреза поз
воляет быстро выявить реакцию некротизации 
и подходит для первичного скрининга большого 
количества культур. При перфорации листьев 
уколом, некротическая реакция была не столь 
очевидна для невооруженного глаза (рис. 5).

Но в этом случае возможна стандартизация 
размера наносимого отверстия (если проколы 
делать иглой одного и того же диаметра), что 

позволяет в дальнейшем измерить площади 
некрозов и использовать для сравнительной 
оценки реакции количественные данные. На 
рис. 6 приведены примеры соответствия площа­
ди некроза глазомерной оценке (в  баллах), ис­
пользованной в выполненных тестах.

Однако с нанесением отверстий в центр вы­
сечек связано техническое затруднение, способ­
ное ухудшить результаты теста. Как правило, тип 
реакции на высечках был один и тот же для всех 
7 повторностей каждого варианта (см. рис. 4).

Но в ряде случаев капля фильтрата, поме­
щенная на высечку, исчезала с ее поверхности 
уже после первого часа экспонирования. Наи­
более вероятным объяснением представляется, 
что капля просачивалась через перфорацион­
ное отверстие и впитывалась в подстилающий 
слой влажной фильтровальной бумаги. Причи­
нами могли быть слишком большое отверстие 
при перфорации, недостаточно увлажненная 
фильтровальная бумага во влажной камере и 
проч. В результате на высечках с впитавшимися 

Рис. 5. Примеры некротизации листовых высечек, перфорированных «разрезом» (слева) и «уколом» 
справа, активность некротизации усиливается от значения 0 до 2 баллов сверху вниз.
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каплями реакция отсутствовала или имела не­
четкий характер. Устранение этой технической 
особенности необходимо для повышения вос­
производимости результатов. Но это потребует 
дополнительных усилий.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Полученные результаты исследований и сде­
ланные на их основе предположения указывают 
на необходимость более глубокого понимания 
физиологических механизмов взаимодействия 
H. fraxineus с устойчивыми и восприимчивыми 
видами ясеней. Серьезный интерес представля­
ет изучение внутривидовой изменчивости фи­
топатогенных факторов этого гриба. Очевидно, 
что использованный в нашей работе тест на вы­
сечках из листьев добавляет удобный инстру­
мент к ряду других методик для исследования 
H.  fraxineus: простота и непродолжительность 
теста, малая затратность, возможность количе­
ственной оценки результатов, анализ в одних и 
тех же условиях сравнительно большого числа 
индивидуумов фитопатогена и растения-хозяи­
на. Однако эта методика предназначена только 
для изучения роли гриба H.  fraxineus и его ме­
таболитов при колонизации листвы. Результа­
ты, полученные для культуры в лабораторном 
тесте на высечках из листьев ясеней, вряд ли 
могут быть использованы для прогноза фито­
патогенной активности этой культуры в побегах 
и стволах.
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A laboratory method for studying the fungal phytotoxicity with cut-offs from leaves was tested for the fungus 
Hymenoscyphus fraxineus the causative agent of ash dieback (Fraxinus L.) disease. We used 12 cultures of the fungus 
originating from the native and invasive ranges of the pathogen, and leaves of two species of ash Manchurian (Fraxinus 
mandshurica Rupr.) and ash green (F. pennsylvanica Marsh.) that differed in resistance to this phytopathogen. After 
cultivation of fungi on liquid nutrient media, the cultural filtrates were applied to cut-offs from ash leaves placed 
in moist chambers. Necrotization of photosynthetic tissues was noted after the action of exometabolites of some 
cultures. At the same time, large necrosis have developed only on the cut-offs from the leaves of ash green, which 
corresponds to the known fact that this species is less resistant to H. fraxineus in comparison with of ash Manchurian. 
The geographical origin and composition of the culture medium did not affect the ability of cultures to induce necrosis. 
The analysis of the results indicated a probable positive relationship between the necrotizing activity of the culture 
liquid and the indicators of the crop biomass yield. It can be assumed that the necrosis inducing factors appeared in 
cultures at the stationary stage of the fungus growth. No concurrence was found between the results of laboratory 
tests with leaf cut-offs and field experiments on the inoculation of H. fraxineus mycelium into the trunks of young 
ash trees. The deficiency of knowledge about the H. fraxineus physiology and the mechanisms of interaction of this 
phytopathogen with the host are discussed. A conclusion was made about the suitability of the laboratory technique 
with leaf cut-offs for factors of H. fraxineus phytopathogenicity investigation, which act during the colonization 
of the photosynthetic part of the crown in sensitive ash species.

Keywords: ash dieback, Hymenoscyphus fraxineus, laboratory test to detect phytopathogenicity.
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