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Сетчатая пятнистость (PyrenophorateresDrechsler) является доминантом в патогенном комплексе 
листовых заболеваний ячменя во всем мире. Исследование различных методов борьбы с гемибиотрофным 
грибом предполагает тщательную подготовку и наработку достаточного количества патогенного иноку-
люма. Целью нашего исследования являлся подбор оптимальной питательной среды для получения инокулю-
ма P. teres с максимальными параметрами агрессивности (скоростью роста колоний, споруляцией, коротким 
латентным периодом) и эргономичностью в приготовлении. Было использовано три питательные среды: 
морковно-свекольный агар (МСА), картофельно-глюкозный агар (КГА), среда Чапека при стандартных мето-
дах и условиях культивирования. Выборка состояла из 10 изолятов для каждой питательной среды и имела 
статистически значимые различия между опытными вариантами. Выявлено, что на 6 сутки оптимальное 
сочетание показателей скорость роста (5,3±0,5 мм/сут.), диаметр колоний (53,4±1,1 мм), латентный пери-
од (4 сут.), интенсивность споруляции (4100 конидий в 1 мл) наблюдается при культивировании изолятов P. 
teres на морковно-свекольном агаре. При культивировании гриба на картофельно-глюкозном агаре выявлены 
достаточно высокие показатели по скорости роста (5,2±0,8 мм/сут.), диаметру колоний (52,0±2,9 мм), ин-
тенсивности споруляции (3700 конидий в 1 мл), латентный период наблюдался наиболее продолжительным 
среди исследуемых вариантов, первая споруляция была выявлена на 6 сутки. При использовании стандартной 
среды Чапека были выявлены минимальные показатели агрессивности изолятов P. Teres (скорость роста – 
3,2±0,3 мм/сут.; диаметр колоний – 31,6±1,9 мм; латентный период – на 4 сутки в 1 чашке выявлены споры; 
интенсивность споруляции – 500 конидий в 1 мл).Отмечено, что на морковно-свекольном агаре представ-
лен больший диапазон морфологических типов колоний, включая морфотипы изолятов, растущих на других 
средах. Практически все опытные варианты, культивируемые на среде МСА, обладали четким структури-
рованным мицелием с темным окрасом, что свидетельствует о достаточной доступности питательных 
веществ в культуральной среде. Для получения инокулюмаP. teres с максимальными параметрами агрессив-
ности и низкими трудозатратами при стандартных методах культивирования целесообразно применять 
морковно-свекольный агар.

Исследование выполнено при финансовой поддержке Кубанского научного фонда в рамках научного про-
екта НАСТАВНИК-21.1/48.
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АГРОНОМИЯ

Введение
Сетчатая пятнистость, вызываемая аско-

мицетом PyrenophorateresDrechsler (анаморф-
ная стадия Drechslerateres (Sacc.) Shoem), яв-
ляется наиболее распространенным заболе-
ванием во всех регионах производственного 
возделывания ячменя (Hordeumvulgare L.) [1]. 
Характерный для патогена сетчатый рисунок, а 
также округлые некрозы, окруженные хлороза-
ми, значительно снижают фотосинтетическую 
поверхность листьев, индуцируют токсинообра-
зование, что вызывает потери урожая до 40% 
и снижение качества зерна [2]. Для производ-
ственных посевов производится подбор наи-
более устойчивых сортов, характеризующихся 
наименьшими видимыми поражениями ли-
стьев, ограниченным ростом гриба на инфици-
рованной ткани листа и повышенной выработ-
кой противогрибковых препаратов листьями 
ячменя [1].Иммунологическая оценка сортов 
относительно патогенного комплекса осущест-
вляется на нескольких уровнях – вегетационный 
опыт в контролируемых условиях осуществля-
ется для оценки устойчивости на ювенильной 
стадии растения, в полевом опыте происходит 
оценка устойчивости к патогену в естественных 
условиях в стадии взрослого растения. Все эта-
пы исследования предполагают необходимость 
использования максимально жесткого искус-
ственного инфекционного фона, созданного из 
популяции патогена определенной агроклима-
тической зоны. 

Подготовка инокулюма является важным 
этапом проведения иммунологической оцен-
ки сортов ячменя. Для подготовки патогенного 
биоматериала используется спорово-мицели-
альная суспензия чистой культурыP. teres, кото-
рой проводят инокуляцию как в полевых, так и 
в лабораторно-вегетационных условиях. Одним 
из основных факторов при размножении и под-
готовки инокулята является подбор питательной 
среды. Несмотря на различную интенсивность 
роста мицелия, практически на всех основных 
питательных средах для микромицетов для ини-
циации интенсивного спорообразования необ-
ходим тщательный подбор состава среды.

Исследователями из Беларуси установле-
но, что оптимальной средой для культивиро-
вания возбудителя сетчатой пятнистости ячме-
ня является модифицированная среда Чапека 
(KH2PO4 – 0,5 г, MgSO4 – 0,5 г, KCl – 0,5 г, моче-
вина – 1,2 г, лактоза – 20 г.) и питательная среда 
на основе 4-х натуральных соков – V4 с началом 
спороношения на 10-14 сутки [3]. Авторами из 

Саудовской Аравии было отмечено отсутствие 
статистически значимой разницы между роста-
ми колоний на картофельно-декстрозном агаре 
(далее –PDA), овсяном агаре, агаре с морковной 
мукой [4]. При работе с чистой культурой P. teres
зарубежные исследователи часто используют 
PDA [5], российские исследователи - модифици-
рованную среду Чапека и овощную средуV-8[6]. 
При работе с чистой культурой возбудителя жёл-
той пятнистости пшеницы (Pyrenophoratritici-
repentis (Died.) Drechs.), относящейся так же, как 
и P. teres, к роду Helminthosporium, российские 
исследователи традиционно используют овощ-
ные среды V-8 и V-4, зарубежные исследователи 
–PDA либо смесь PDA и V-4/V-8[7, 8, 9].Стоит от-
метить, что в исследованиях отсутствует корре-
ляция между скоростью роста колоний и спору-
ляцией на различных питательных средах, в то 
же время отмечена обратная корреляция меж-
ду скоростью колоний P. teres и интенсивностью 
споруляции [10, 11]. Таким образом, подбор со-
ответствующей питательной среды для размно-
жения гемибиотрофного гриба с максимальны-
ми параметрами агрессивности, такими как рост 
колоний, интенсивность споруляции, короткий 
латентный период является важным этапом при 
подготовке инокулюма для создания жесткого 
искусственного инфекционного фона.

Цель исследования – определение и из-
учение питательной среды, оптимальной для 
получения инокулюма P. teres с максимальными 
параметрами агрессивности (скоростью роста 
колоний, споруляцией, коротким латентным пе-
риодом) и эргономичностью в приготовлении. 

Материалы и методы исследований
Инфекционный материал отбирали на 

естественном инфекционном фоне полевого 
стационара Федерального научного центра био-
логической защиты растений(ФГБНУ ФНЦБЗР) г. 
Краснодара в апреле 2021 года с использовани-
ем материально-технической базы УНУ «Фито-
трон для выделения, идентификации, изучения 
и поддержания рас, штаммов, фенотипов пато-
генов» (http://ckp-rf.ru/usu/ №671925) и объек-
тов БРК ФГБНУ ФНЦБЗР «Государственная кол-
лекция энтомоакарифагов и микроорганизмов» 
(регистрационный номер УНУ: 671925). Один 
изолят был отобран с одного листа. С растения 
было использовано не более двух листьев. По-
сле сушки при 20°C с листьев вырезали пятна 
(5×10 мм), поверхность дезинфицировали 1%-
ным раствором гипохлорита натрия в течение 2 
мин, затем 3 раза промывали стерильной водой 
в течение 2 минут и сушили на стерилизованной 
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фильтровальной бумаге. Дезинфицированные 
участки растений помещали на морковно-све-
кольный агар (далее – МСА) и инкубировали в 
течение 5 дней при температуре 23 °C под уль-
трафиолетовыми лампами (30 Вт UVB 280-315 
нм)[8, 12]. Через 5 дней чашки на 20 часов поме-
щали в холодильную камеру (+4 °C), затем одну 
конидию из одного пятна стерильной иглой пе-
реносили в чашку со средой. Было использова-
но 3 питательные среды: картофельно-глюкоз-
ный агар (отвар 200 г картофеля, 20 г глюкозы, 
20 г агара на 1 литр воды), среда Чапека (30 г 
сахарозы, 3 г натрия азотнокислого, 1 г калия 
фосфорнокислого однозамещенного, 0,5 г маг-
ния сернокислого, 0,5 г калия хлористого, 0,01 
г железа сернокислого закисного, 20 г агара на 
1 литр воды) и морковно-свекольный агар(120 
мл свеклы, 120 мл моркови, 20 г агара на 1 литр 
воды).

Агрессивность возбудителя определяли с 
помощью параметров: скорости роста колоний 
и интенсивности споруляции. Также учитывали 
латентный период – начало спорообразования. 
Для эксперимента использовали по 10 изолятов 
гриба для каждой питательной среды. Скорость 
роста патогена определяли путем переноса ми-
целиальных дисков на агар и инкубирования в 
течение 8 дней под УФ лампами при темпера-
туре 23°C [13]. Учет проводили на 4,6,8 сутки. 
Интенсивность споруляции изолятов изучали 
путем переноса и последующей инкубацией в 
чашках Петри с агаром в течение 10 дней под УФ 
лампами, морфотипы колоний P. teres учитыва-
ли на 10 сутки [10].

Статистический анализ. Статистическое 
различие выборок оценивали с помощью кри-
терия Фишера при уровне значимости a=0,05. 

Результаты исследований
Радиальная скорость роста колоний и ди-

аметр колоний являются одними из основных 
маркеров агрессивности, которые учитываются 
в работе с чистыми культурами микромицетов. 
Наименьший рост колоний на 4 сутки наблюдал-
ся у изолятов, растущих на среде Чапека (рис. 
1). Скорость роста колоний на КГА была больше 
в 1,4 раза, на МСА – в 1,6 раза. На 8 сутки ис-
следования также была выявлена значительная 
разница между скоростью роста колоний – на 
КГА изоляты росли в 1,7 раза больше в сравне-
нии со средой Чапека, на МСА– в 1,6 раза. Вы-
явлена статистически значимая разница между 
ростом изолятов на всех средах (КГА/МСА – 
Ft5,3<Ff14,0; МСА/Чапек – Ft5,3<Ff40,4; КГА/Ча-
пек – Ft5,3<Ff142,2). 

Рис. 1 – Радиальная скорость роста коло-
ний P. teres на различных видах питательных 
сред, мм/сут

Учёт диаметра колоний на 4 сутки иссле-
дования выявил, что наименьшее значение на-
блюдалось у изолятов, растущих на среде Чапека 
(рис.2). Диаметр колоний на среде МСА превы-
сил диаметр колоний на среде Чапека в 1,6 раза, 
диаметр колоний на среде КГА – в 1,4 раза. На 8 
сутки был выявлен максимальный радиальный 
рост колоний среди исследуемых вариантов на 
среде КГА (в 1,7 раза в сравнении с колониями, 
растущими на среде Чапека), диаметр колоний 
МСА превысил минимальное значение в 1,6 
раза. При учете диаметра колоний на 8 сутки 
не выявлена статистически достоверная разни-
ца между КГА и МСА (Ft5,3>Ff3,6), при попарном 
сравнительном анализе остальных данных раз-
ница выявлена (МСА/Чапек – Ft5,3<Ff73,2; КГА/
Чапек –Ft5,3<Ff9,8).

Рис. 2 – Диаметр колоний P. teres на раз-
личных видах питательных сред, мм

Образование конидионосцев у P. triti ci-re-
penti s, стимулирует ультрафиолет, а образова-
ние конидий – понижение температуры[11]. 
Аналогичные условия культивирования описа-
ны практически во всех стандартных методиках 
для стимуляции спорообразования микромице-
тов рода Helminthosporium перед проведением 
искусственной инокуляции. Отличием спороо-
бразования P. teres является продуцирование 
конидий без понижения температуры. Таким 
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образом, на 4 сутки было выявлено начало 
спорообразования на агаровой среде Чапека в 
одной из 10 чашек и в 4 чашках с МСА (рис.3). 
Первые споры на среде КГА выявлены в одной 
чашке на 6 сутки. При учете на 10 сутки культи-
вирования было выявлено, что максимальное 
спорообразование наблюдается на среде МСА 
– 4,1±1,0*103конидий/мл. На среде КГА этот по-
казатель составил 3,7±0,8*103 конидий/мл, ми-
нимальное значение было выявлено на среде 
Чапека – из 10 чашек конидии были обнаруже-
ны на 6 опытных вариантах, в среднем выявле-
но 0,5±0,3*103 конидий/мл.

На питательных средах всех опытных ва-
риантов всего выделено 6 морфотипов колоний 
(рис. 4). Наибольшим разнообразием морфо-
логических типов мицелия обладали изоля-
ты, культивируемые на МСА: WgT (30,0%), BG 
(20,0%), DgBT (20,0%), BgT (20,0%), BT (10,0%). 
Изоляты, культивируемые на среде КГА, отлича-
лись меньшим разнообразием, было отмечено 
всего два морфотипа: BgT(60,0%), WgT(40,0%). 
Для изолятов, культивируемых на среде Чапека, 
был характерен смешанный морфологический 
тип BG/DgBT.

Рис. 4 – Колонии изолятов P. teres с раз-
личными морфологическими типами (ориги-
нал), ФГБНУ ФНЦБЗР, 2022 г

Обсуждение
Критериями агрессивности, т.е. коли-

чественными признаками патогенности, яв-
ляются скорость распространения патологи-
ческого процесса по тканям растений, число 
инфекционных единиц и интенсивность спо-
роношения. Используя для культивирования 
синтетическую среду Чапека, была выявлена 
наименьшая скорость роста колоний патогена – 
2,2±0,2/4,0±0,4 (4/8 сутки). Большей скоростью 
роста обладали изоляты, растущие на овощ-
ных агарах, – от3,2±0,6/6,9±1,5 (4/8 сутки)(КГА) 
до 3,5±0,3/6,7±0,6 (4/8 сутки)(МСА). На 8 сутки 
скорость роста на МСА замедлилась, на КГА 
изоляты росли быстрее. Высокий рост колоний 
на среде КГА и отсутствие споруляции были от-
мечены в исследованиях белорусских ученых, 
изучающих условия культивирования P.tritici-
repentis [11]. В наших исследованиях у изолятов 
P. Teres выявлены высокие темпы роста и спо-
руляции на КГА и на МСА. Латентный период до 
первой споруляции составил 4 суток на средах 
Чапека (1 чашка) и МСА (4 чашки), на среде КГА 
споруляция началась на 6 сутки. Исследователи 
из Казахстана отметили, что при культивирова-
нии на модифицированной среде Чапека изо-
ляты с меньшим диаметром колоний обильнее 
спорулируют в сравнении с изолятами, облада-
ющими высокими темпами роста [10]. Таким об-
разом, было определено, что оптимальное со-
четание показателей латентный период/темпы 
роста/интенсивность споруляции наблюдается 
при культивировании изолятов P.teres на среде 
МСА.

Выявлено, что на МСА представлено боль-
шее разнообразие морфологических типов ко-
лоний среди опытных вариантов, так как мор-
фотипы колоний КГА и среды Чапека выявлены 
среди колоний, растущих на МСА. Согласно ис-

а)  б) 
Рис. 3 – Начало спорообразования на концах конидиеносцев в чистой культуре Pyrenophora-

teres, ФГБНУ ФНЦБЗР, 2022 г. (ориг.)
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следованиям Backes и соавторов, формирование 
перистых белых структур гриба свидетельствует 
о нехватке питательных ресурсов [14]. Также 
данная структура характеризуется отсутствием 
спор вследствие недоступности питательных 
веществ в культуральной среде. Колонии, расту-
щие на среде Чапека, характеризуются наличи-
ем белого пушистого мицелия, на КГА колонии 
более структурированы и приобретают более 
темный оттенок ввиду наличия достаточного 
количества конидий. Практически все опытные 
варианты, культивируемые на среде МСА, об-
ладали четким структурированным мицелием с 
темным окрасом. 

Заключение
В результате проведенных исследований 

установлено, что для создания искусственного 
инфекционного фона возбудителя сетчатой пят-
нистости ячменя оптимальным является исполь-
зование МСА для культивирования чистой куль-
туры P. teres по показателям агрессивности (ско-
рость роста – 5,3±0,5 мм/сут.; диаметр колоний 
– 53,4±1,1 мм; латентный период – споруляция 
на 4 сутки; интенсивность споруляции – 4,1*103

конидий в 1 мл) и по морфолого-культурным 
показателям (представлен больший диапазон 
морфологических типов колоний, включая мор-
фотипы изолятов, растущих на других средах).
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SELECTION OF APPROPRIATE NUTRIENT MEDIUM FOR CULTIVATION OF PYRENOPHORA TERES DRECHSLER

Volkova G. V.1, Yakhnik Ya. V.1, Kremneva O. Yu.1, Merzlikina E. N.2

1 FSBSI Federal Scientific Center of Biological Plant Protection
350039, Krasnodar, p/o 39, VNIIBZR

2 Kuban State University
350040, Krasnodar, Stavropolskaya st., 149

Key words: Pyrenophora teres cultivation conditions, vegetable nutrient media, phytopathogen aggressiveness, artificial infectious background. 
Net blotch (Pyrenophora teres Drechsler) is the dominant pathogenic complex of barley leaf diseases worldwide. The study of various methods of 

controlling hemibiotrophic fungus requires careful preparation and development of a sufficient amount of pathogenic inoculum. The aim of our research 
was to select appropriate nutrient medium for obtaining P. teres inoculum with maximum aggressiveness parameters (colony growth rate, sporulation, short 
latency period) and ergonomics in preparation. Three nutrient media were used: carrot-beet agar (CBA), potato-glucose agar (PGA), Czapek’s medium for 
standard methods and cultivation conditions. The selection consisted of 10 isolates for each nutrient medium and had statistically significant differences among 
the experimental variants. It was found that appropriate combination of parametres such as growth rate (5.3±0.5 mm/day), colony diameter (53.4±1.1 mm), 
latent period (4 days), sporulation intensity (4100 conidia in 1 ml) was observed in case of cultivation of P. teres isolates on carrot-beet agar on the 6th day. 
When cultivating the fungus on potato-glucose agar, rather high growth rates (5.2±0.8 mm/day), colony diameter (52.0±2.9 mm), sporulation intensity (3700 
conidia per 1 ml) were revealed, the latent period was the longest among the studied variants, the first sporulation was detected on the 6th day. In case of 
usage of the standard Czapek medium, the minimum aggressiveness of P. teres isolates was revealed (growth rate - 3.2 ± 0.3 mm/day; colony diameter - 31.6 
± 1.9 mm; latent period - spores were revealed on the 4th day in 1 cup; the intensity of sporulation was 500 conidia per 1 ml). It was noted that there is a larger 
range of morphological types of colonies on carrot-beet agar, including morphotypes of isolates which grow on other media. Almost all experimental variants 
cultivated on CBA medium had a clear structured mycelium with a dark color, which indicates a sufficient availability of nutrients in the culture medium. Thus, it 
is reasonable to use carrot-beet agar in order to obtain P. teres inoculum with maximum aggressiveness parameters and low labor costs when using standard 
cultivation methods.
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