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ABSTRACT
In the course of the work of the Mycology Laboratory of 
FGBU “VNIIKR”, while studying the regulated pro ducts 
of cranberry seedlings samples from the Republic of Be-
larus, the fungus Diaporthe vaccinii Shear was detec ted 
and studied, which is a causative agent of blight of blue-
berry. The study describes the biological characteristics 
of the pathogen, the main damage symptoms on the Vac-
cinium genus berry crops and, in particular, on cranber-
ry plants, methods of isolating and identifying the patho-
gen using culture morphological and molecular genetic 
methods; presents a comparative cha racteristic of the 
growth and development of the fungus on two nutrient 
media: potato dextrose and malt agar; the culture mor-
phological characteristics of the fungus are described, 
as well as the morphometry of the structures – pycnidia 
and pycnospores. The identification of the pathogen was 
carried out on the basis of preli mi nary symptomatic and 
morphological characteristics. To confirm the species, 
the analysis of nucleotide sequences was carried out for 
the site of the internal transcribed spacer.

Keywords. Blight of blueberry, Phomopsis vaccinii, 
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АННОТАЦИЯ
В ходе работы лаборатории микологии ФГБУ « В НИИКР» 
при исследованиях подкарантинной продукции об-
разцов саженцев клюквы из Республики Беларусь был 
выявлен и изучен гриб Diaporthe vaccinii Shear – возбу-
дитель вязкой гнили черники. В исследовании описа-
ны биологические особенности патогена, основные 
симптомы поражения на ягодных культурах рода 
Vaccinium и, в частности, на растениях клюквы, мето-
ды выделения и идентификации патогена с помощью 
культурально-морфологических и молекулярно-ге-
нетических методов; представлена сравнительная 
характеристика роста и развития гриба на двух пи-
тательных средах: картофельно-глюкозном и солодо-
вом агаре; описаны культурально-морфологические 
признаки гриба, а  также проведена морфометрия 
структур – пикнид и пикноспор. На основе предва-
рительных симптоматических и морфологических 
признаков была проведена идентификация патогена. 
Для подтверждения видовой принадлежности был 
проведен анализ нуклеотидных последовательностей 
по участку внутреннего транскрибируемого спейсера.

Ключевые слова. Вязкая гниль черники, 
Phomopsis vaccinii, ПЦР, диагностика фитопатогена. 

INTRODUCTION

C urrently, industrial plantations of rare ber-
ry crops, such as blueberries, cranberries, 
and bilberries, are becoming more wide-
spread in agriculture. The soil and  climatic 
 

ВВЕДЕНИЕ

В
настоящее время в  сельском хо-
зяйстве все большее распростра-
нение получают промышленные 
плантации редких ягодных куль-
тур, таких как голубика, клюква, 
черника. Почвенно-климатические 
условия средней полосы России по-
зволяют выращивать растения рода 

Vaccinium с высокими показателями  урожайности. 
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conditions of central Russia make it possible to grow 
plants of the genus Vaccinium with high yields. Industri-
al mother-plantation of berry crops are laid in Kalinin-
grad Oblast, Leningrad Oblast, Nizhny Novgorod Oblast, 
Tambov Oblast, Penza Oblast, etc., and plants are be-
ing actively cultivated in Krasnodar Krai (Latkov et al., 
2020). The production of berry crops is a promising in-
dustry, but to obtain high-quality planting material and 
a high yield, an effective set of measures is required, the 
basis of which is phytosanitary control of the mother 
plants state. Often, with the acquisition of planting ma-
terial for new and productive varieties of foreign origin, 
there is a risk of introduction and spreading of invasive 
species of fungi and fungi-like organisms.

One of these types is a species new for the Russian 
Federation – Diaporthe vaccinii Shear (asexual stage – 
Phomopsis vaccinii Shear, N.E. Stevens & H.F. Bain), the 
agent of blight of blueberry mostly affecting cultivat-
ed species of the genus Vaccinium: American and Euro-
pean cranberries (V. macrocarpon, V. oxycoccos, V. oxycoc-
cos var. intermedium, etc.), northern highbush blueberry 
(V. corymbosum), rabbiteye blueberry (V. ashei), cranber-
ry (V. vitis-idaea) and billbery (V. myrtillus). Wild species 
of the genus Vaccinium can be reserves of the infection 
D. vaccinii (EPPO Standard, 2009). The agent of blight of 
blueberry D. vaccinii is a quarantine pest absent in the 
Russian Federation and the Eurasian Economic Union; 
since 2019 it has been a regulated pest for the European 
Union countries. According to EPPO data ( 2020-03-02), 
the pathogen is spread in Europe (Latvia), Asia ( China), 
North America (Canada, USA) and South America (Chile) 
(https://gd.eppo.int/taxon/DIAPVA/distribution).

The harmfulness of the pathogen is manifested in 
the intense death of plant branches, leading to signi-
ficant losses in yield – up to 65%, in some cases to the 
complete death of berry crops (EFSA PLH Panel, 2014; 
Friend, Boone, 1968). The main pathway of the infec-
tion into a new territory is uncertified diseased plant-
ing material. The pathogen can naturally spread by 
wind, dripping moisture, implements, untreated agri-
cultural machinery, etc. D. vacinii overwinters on shoots 
and plant debris (stems, leaves, fruits) lying on the soil 
surface. The optimum temperature for both mycelium 
growth and conidial germination is 21–24 °C (EFSA 
PLH Panel, 2014; EPPO Standard, 2009).

The first symptoms of D. vaccinii appear on the tips 
of young shoots in the form of elongated cankers, which 
grow over time and cause the twigs and leaves of plants 
to dry out. The pathogen penetrates through wounds 
and stomata and spreads to the base of plants along the 
vascular tissues of the stems, causing brown discolora-
tion of the xylem. On the infected stems under the sur-
face of the bark, fruiting bodies appear – dark pycnidia, 
with numerous spores of a creamy-milky color emerg-
ing from the pores. The fungus also affects fruits that 
become reddish-brown, soft, mushy, and often crack 
with sap during harvest (EFSA PLH Panel, 2014; We-
ingartner and Klos, 1975) (Fig. 1).

In some cases, Vaccinium plants have no visible 
symptoms of D. vaccinii in the vegetative and generative 
parts. In this case, the pathogen can exist in a state of 
latent infection until the end of the growing season and 

Закладываются промышленные маточники ягод-
ных культур в  Калининградской, Ленинградской, 
Нижегородской, Тамбовской, Пензенской облас-
тях и др., а также активно происходит выращива-
ние растений в Краснодарском крае (Латков и др., 
2020). Производство ягодных культур является 
перспективной отраслью, но для получения ка-
чественного посадочного материала и  высокого 
урожая требуется проведение эффективного ком-
плекса мероприятий, основу которых составляет 
фитосанитарный контроль состояния маточных 
растений. Зачастую с  приобретением посадоч-
ного материала новых и  продуктивных сортов 
иностранного происхождения существует риск 
проникновения и  распространения инвазивных 
видов грибов и грибоподобных организмов.

Одним из таких видов является новый для 
РФ вид Diaporthe vaccinii Shear (бесполая стадия – 
Phomopsis vaccinii Shear, N.E. Stevens & H.F. Bain) – 
возбудитель вязкой гнили черники, поражающий 
преимущественно культивируемые виды рода Vac-
cinium: американские и европейские виды клюк-
вы (V. macrocarpon, V. oxycoccos, V. oxycoccos var. interme-
dium и др.), голубику высокорослую (V. corymbosum), 
голубику прутьевидную (V. ashei), бруснику (V. viti  s-
i daea) и чернику (V. myrtillus). Дикорастущие виды 
рода Vaccinium могут быть резерваторами инфек-
ции D. vaccinii (EPPO Standard, 2009). Возбудитель 
вязкой гнили черники D. vaccinii является каран-
тинным вредным организмом, отсутствующим на 
территории РФ и  Евразийского экономического 
союза; для стран Европейского cоюза с 2019 г. – 
регулируемый вредный организм. По данным 
 ЕОКЗР  ( 2020-03-02), патоген распространен в Евро-
пе (Латвия), Азии (Китай), Северной Америке (Кана-
да, США) и Южной Америке (Чили) (https://gd.eppo.
int/taxon/DIAPVA/distribution).

Вредоносность патогена проявляется в интен-
сивном отмирании ветвей растений, приводящем 
к значительным потерям урожайности – до 65%, 
в  некоторых случаях к  полной гибели ягодных 
культур (EFSA PLH Panel, 2014; Friend, Boone, 1968). 
Основным способом проникновения инфекции на 
новую территорию является несертифицированный 
пораженный посадочный материал. Естественным 
путем патоген может распространяться с помощью 
ветра, капельной влаги, инвентаря, необработанной 
сельскохозяйственной техники и т. д. D. vacinii зиму-
ет на побегах и на лежащих на поверхности почвы 
растительных остатках (стеблях, листьях, плодах). 
Оптимальная температура как для роста мицелия, 
так и для прорастания конидий составляет 21–24 °C 
(EFSA PLH Panel, 2014; EPPO Standard, 2009).

Первые симптомы D. vaccinii появляются на 
кончиках молодых побегов в виде вытянутых язв, 
которые со временем разрастаются и  вызывают 
усыхание веточек и  листьев растений. Патоген 
проникает через ранки и устьица и распространя-
ется к основанию растений по сосудистым тканям 
стеблей, вызывая бурое обесцвечивание ксилемы. 
На инфицированных стеблях под поверхностью 
коры появляются плодовые тела – темные пикни-
ды, с выходящими из порусов многочисленными 
спорами кремовато-молочного цвета. Гриб также 
поражает плоды, которые становятся краснова-
то-коричневыми, мягкими, приобретают каше-
образную консистенцию, часто растрескиваются 
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с  вытеканием сока при сборе урожая (EFSA PLH 
Panel, 2014; Weingartner, Klos, 1975) (рис. 1).

В ряде случаев у растений рода Vaccinium на 
вегетативных и генеративных частях отсутствуют 
видимые симптомы поражения D. vaccinii. При этом 
патоген может существовать в состоянии латент-
ной инфекции до конца вегетационного периода 
и проявляться только при созревании плодов. На 
растениях-хозяевах могут присутствовать близ-
кородственные виды грибов рода Diaporthe, такие 
как D. columnaris (D.F. Farr & Castl.) Udayanga & Castl., 
D. conorum (Desm.) Niessl, D. eres Nitschke и др., ко-
торые вызывают похожие симптомы поражения 
и формируют трудноотличимые морфологические 
структуры. Скрытая форма инфекции и  присут-
ствие близкородственных видов грибов на одном 
растении-хозяине усложняют диагностику заболе-
вания (EFSA PLH Panel, 2014; EPPO Standard, 2009).

Для предотвращения проникновения возбуди-
теля на новые территории необходимо точное и бы-
строе выявление на точках досмотра растительной 
продукции и надежная идентификация в лабора-
торных условиях, включающая проведение иссле-
дований импортируемого посадочного материала, 
основанных на комплексном подходе с использо-
ванием общепринятых классических (биологиче-
ских) и современных (молекулярно-генетических) 
методов (Farr et al., 2002; Michalecka et al., 2017).

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Объектом исследования являлся подкарантин-
ный посадочный материал растений клюквы 
(Vaccinium subgen. Oxycoccus) импортного происхож-
дения (Республика Беларусь). 

На первом этапе исследования использовали 
классические методы диагностики: выделение па-
тогена на питательную среду, микроскопирование 
и морфометрию.

При визуальном осмотре растений клюквы 
были отобраны небольшие фрагменты поражен-
ных частей (листья, стебли), которые промывали 
в проточной воде, стерилизовали и закладывали 
на чашки Петри с  подготовленной питательной 
средой (2%-й картофельно-глюкозный агар, pH 5,5). 
Чашки инкубировали при температуре 25 °С в тече-
ние 7 дней с ежедневным просмотром развившего-
ся мицелия гриба. Выросший мицелий микроско-
пировали, при наличии подозрительных и сходных 

manifest itself only when the fruits ripen. Host plants 
may contain closely related species of fungi of the ge-
nus Diaporthe, such as D. columnaris (DF Farr & Castl.) 
Udayanga & Castl., D. conorum (Desm.) Niessl, D. eres 
Nitschke, etc., which cause similar damage symptoms 
and form morphological structures that are difficult to 
distinguish. The latent form of infection and the pre-
sence of closely related fungal species on the same host 
plant complicate the diagnosis of the disease (EFSA 
PLH Panel, 2014; EPPO Standard, 2009).

To prevent the penetration of the pathogen into 
new territories, accurate and quick identification of 
plant products at inspection points and reliable iden-
tification in laboratory conditions are required, inclu-
ding research on imported planting material based on 
an integrated approach using generally accepted clas-
sical (biological) and modern (molecular genetic) me-
thods (Farr et al., 2002; Michalecka et al., 2017).

MATERIALS AND METHODS
The object of the study was regulated planting stock of 
cranberry plants (Vaccinium subgen. Oxycoccus) of im-
ported origin (Republic of Belarus).

At the first stage of the study, classical diagnostic 
methods were used: isolation of the pathogen on a nut-
rient medium, microscopy and morphometry.

During visual inspection of cranberry plants, 
small fragments of the affected parts (leaves, stems) 
were selected, washed in running water, sterilized, and 
placed on Petri dishes with a prepared nutrient medi-
um (2% potato dextrose agar, pH 5.5). The dishes were 
incubated at 25 °C for 7 days with daily viewing of the 
developed mycelium of the fungus. The grown myceli-
um was microscoped, in the presence of suspicious and 
similar to the target species of the fungus microscopic 
signs, were sifted into a pure culture.

To clarify the species identification, classi-
cal PCR was performed using universal  primers 
ITS5  (5´-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG -3´) 
и  ITS4  (5´-TCCTCCGCTTATTGATATGC -3´) (EPPO 
Standard, 2009; White et al., 1990).

To isolate DNA, a portion of the fungal mycelium 
(1 cm2) was selected in a 1.5 ml tube, 200 μl of lysis 
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Рис. 1. Симптомы поражения растений грибом D. vaccinii: 
a – отмирание ветвей на растении голубики;  
b – пораженная ягода голубики (фото Ю.В. Цветковой) 

Fig. 1. Symptoms of damage to plants by the fungus D. vaccinii: 
a – dying off of branches on a blueberry plant; b – affected 
blueberry (photo by Yu.V. Tsvetkova) 

bа
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buffer was added and triturated with a pestle until 
smooth. DNA isolation was carried out using a ready-
made kit “Fitosorb” (“NPF Syntol”, Moscow), based on 
the use of magnetic particles. 

PCR was performed in a T100 Touch Thermal Cyc-
ler, Bio-Rad. A mixture of reagents for staging one re-
action with a volume of 25 μL contained 5 μL of 5X PCR 
buffer Mas DDMix 2025 (Dialat Ltd., Moscow), 1 μL of 
each primer, 2 μL of target DNA, and 16 μL of sterile 
water.

Amplification conditions on the device: 3 min. – 
94 °C; 30 cycles: 30 s. – 94 °C, 30 s. – 52 °C, 90 s. – 72 °C; 
1 cycle 7 min. – 72 °C.

After the amplification, 4 μl of the PCR pro duct 
was dropped into the wells of a 1.0% agarose gel with 
ethidium bromide in 0.5 × TBE buffer and se pa rated 
by electrophoresis. Subsequently, the obtained ampli-
cons were visualized using a gel-documenting sys-
tem manu factured by Bio-Rad (USA). The samples 
were then purified using a commercial Thermo  Fisher 
kit GeneJET PCR Purification Kit) and sequenced on 
an Applied Biosystems 3500 Genetic Analyzer. The ob-
tained portions of the nucleotide sequences were pro-
cessed using the BioEdit and MegaX programs. Com-
parative analysis was performed using the sequences 
of isolates deposited in the GenBank NCBI database.

The work compared the growth and development 
of the pathogen on two types of nutrient media – pota-
to dextrose agar (2% CHA) and malt agar (2% MA) – and 
cultivated at 25 °C. Studied the cultural and morpho-
logical characteristics of the fungus on the 4th, 9th, 14th 
and 21st days. The study determined the features of the 
morphogenesis of the pathogen, the formation of fruit-
ing bodies (pycnidia), sporulation, assessed the nature 
of growth, structure, surface, color, shape of the colony. 
Conidia morphometry was performed using an Olympus 
BX43 microscope and QuickPHOTO MICRO 3.2 software.

RESULTS AND DISCUSSION
As a result of visual inspection of cranberry plants, 
symptoms of shoot drying and dark blackening spots 
on the leaf blades were found, the surface of the stems 
was dark brown, in the upper part of the petioles there 

с целевым видом гриба микроскопических призна-
ков, отсевали в чистую культуру.

Д ля уточнения видовой идентифика-
ции проводили классическую ПЦР c при-
м е н е н и е м  у н и в е р с а л ь н ы х  п р а й м е р о в 
ITS5  (5´-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG -3´) 
и  ITS4  (5´-TCCTCCGCTTATTGATATGC -3´) (EPPO 
Standard, 2009; White et al., 1990).

Для выделения ДНК отбирали участок ми-
целия гриба (1 см2) в 1,5 мл пробирки, добавляли 
200 мкл лизирующего буфера и растирали пести-
ком до однородного состояния. Выделение ДНК 
проводили с использованием готового набора «Фи-
тосорб» (ООО «НПФ Синтол», Москва), основанного 
на использовании магнитных частиц. 

ПЦР проводили в термоциклере T100 Touch 
Thermal Cycler, Bio-Rad. Смесь реактивов для поста-
новки одной реакции объемом 25 мкл содержала 
5 мкл 5Х ПЦР-буфера Mas DDMix 2025 (ООО «Диа-
лат Лтд.», Москва), 1 мкл каждого праймера, 2 мкл 
целевой ДНК и 16 мкл стерильной воды.

Условия амплификации на приборе: 3 мин. – 
94 оС; 30 циклов: 30 с. – 94 оС, 30 с. – 52 оС, 90 с. – 
72 оС; 1 цикл 7 мин. – 72 оС.
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Рис. 3. Серо-оливковый 
слабоопушенный 
прижатый воздушный 
мицелий D. vaccinii на 2%-м 
КГА (фото Ю.В. Цветковой) 

Рис. 2. Симптомы поражения растений клюквы грибом 
D. vaccinii: a – усыхание ветвей растения клюквы; b – некроз 
листа с образовавшимися пикнидами (фото Ю.В. Цветковой)

Fig. 2. Symptoms of damage to cranberry plants by the fungus 
D. vaccinii: a – drying out of the branches of the cranberry plant; 
b – leaf necrosis with formed pycnidia (photo by Yu.V. Tsvetkova)

Fig. 3. Gray-olive slightly 
pubescent compressed 
aerial mycelium of 
D. vaccinii at 2% PDA 
(photo by Yu.V. Tsvetkova)

bа
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После амплификации 4 мкл ПЦР-продук-
та раскапывали в лунки 1,0%-го агарозного геля 
с бромистым этидием в 0,5 × TBE-буфере и разде-
ляли с  помощью электрофореза. В  дальнейшем 
проводили визуализацию полученных ампликонов 
с использованием гель-документирующей системы 
производства Bio-Rad (США). Затем образцы очища-
ли с помощью коммерческого набора Thermo Fisher 
(GeneJET PCR Purification Kit) и проводили секвени-
рование на генетическом анализаторе 3500 Applied 
Biosystems. Полученные участки нуклеотидных 
последовательностей обрабатывали с использова-
нием программ BioEdit и MegaX. Сравнительный 
анализ проводили с использованием последова-
тельностей изолятов, депонированных в базу дан-
ных GenBank NCBI.

В работе сравнивали рост и развитие патоге-
на на двух видах питательных сред – картофельно- 
глюкозном агаре (2%-й КГА) и солодовом агаре (  2  % -й  
МА) – и  культивировали при температуре 25 ºC. 
Изу чали культурально-морфологические признаки 
гриба на 4, 9, 14 и 21-е сутки. В исследовании опре-
деляли особенности морфогенеза патогена, обра-
зования плодовых тел (пикнид), 
спорообразование, оценивали 
характер роста, строение, поверх-
ность, цвет, форму колонии. Мор-
фометрию конидий проводили 
с  помощью микроскопа Olympus 
BX43 и программного обеспечения 
QuickPHOTO MICRO 3.2.

РЕЗУЛЬТАТЫ 
И ОБСУЖДЕНИЯ

В результате визуального осмотра 
растений клюквы были обнаруже-
ны симптомы усыхания побегов, 
темные, чернеющие пятна на ли-
стовых пластинках, поверхность 
стеблей имела темно-коричневый 
цвет, в верхней части черешков от-
мечались мелкие, продолговатые, 
черные некрозы (рис. 2). Плоды на 
растениях отсутствовали.

Через 7 дней после начала 
инкубации на питательной среде 
КГА с фрагментами растительной 
ткани сформировался серо-олив-
ковый слабоопушенный прижатый 
воздушный мицелий (рис. 3).

Микроскопирование образ-
цов на наличие морфологиче-
ских структур гриба показало, что 
пикниды и спороношение отсут-
ствовали. Дальнейшая видовая 
идентификация проводилась с ис-
пользованием молекулярно-гене-
тического метода. 

На основании сравнительно-
го анализа последовательностей 
участка внутреннего транкриби-
руемого спейсера была построена 
дендрограмма, в которой близко-
родственные виды рода Diaporthe 
кластеризуются в 6 групп, одна из которых пред-
ставлена двумя видами: D.  сonorum и  D.  сolum-
naris  (рис. 4). Было показано, что исследуемый 

were small, oblong, black necrosis (Fig. 2). There were 
no fruits on the plants.

7 days after the start of incubation on the PDA nut-
rient medium with fragments of plant tissue, a gray- 
olive, slightly pubescent, compressed aerial mycelium 
was formed (Fig. 3).

Microscopic examination of the samples for the 
presence of morphological structures of the fungus 
showed that pycnidia and sporulation were absent. 
Further species identification was carried out using 
the molecular genetic method. 

Based on a comparative analysis of the sequences 
of the internal transcribed spacer, a dendrogram was 
constructed in which closely related species of the ge-
nus Diaporthe are clustered into 6 groups, one of which 
is represented by two species: D. сonorum and D. сo-
lumnaris (Fig. 4). It was shown that the studied isolate 
(MW969734 D. vaccinii_vniikr_isolate_495_1) belongs 
to the group including D. vaccinii. Intraspecific diversity 
was noted within this group.

The closest to the studied species is Diaporthe eres 
Nitschke. When studying sequences with a length of 
578 bp. 7 sites were found that allow to separate these 
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Рис. 4. Дендрограмма сравнения видов 
рода Diaporthe, ассоциированных 
с растениями рода Vacciniim

Fig. 4. Dendrogram for comparing species  
of the genus Diaporthe associated 
with plants of the genus Vaccinium 
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species: 5 transitions and 2 in-
sertions in D. eres. At the same 
time, guanine was present in 
one of the insertions in some 
D.  eres isolates, and adenine in 
the remaining isolates. In those 
isolates in which adenine was 
pre sent, the insertion was a frag-
ment of a tandem repeat. 

In the analyzed area, frag-
ments were also found, which, 
on the contrary, indicate the 
similarity of species. Thus, some 
isolates of the species D. eres have 
thymine in the fragment, some 
have cytosine, and D. vaccinii have 
thymine. 7 similar substitutions 
were found, 6 of which represent 
transitions and 1 – transversion.

Considering that insertions 
occur less frequently than single 
nucleotide substitutions and are 
more significant for the DNA re-
gion, the universal primers ITS5/
ITS4 can be used for preliminary 
identification of D. vaccinii.

After species identification, 
a comparative analysis of the 
culture morphological features 
of the species D. vaccinii was car-
ried out on nutrient media PDA 
and MA.

 The initial growth of the 
fungus culture on the 4th day on 
potato dextrose and malt agars 
differed in color and growth of 
aerial mycelium. On PDA, the iso-
late was characterized by a light 
brown colony, a slightly pubes-

cent mycelium structure, a uniform flat surface, and 
pycnidia were absent. On MA, the fungus had a light 
beige mycelium color, a medium pubescent structure, 
an inhomogeneous concentric surface, and also the ab-
sence of fruiting bodies. The diameter of the colonies 

изолят (MW969734 D. vaccinii_vniikr_isolate_495_1) 
относится к группе, включающей D. vaccinii.  Внутри 
данной группы было отмечено внутривидовое 
разно образие. 

Наиболее близким к  исследуемому виду яв-
ляется Diaporthe eres Nitschke. 
При изучении последователь-
ностей длиной 578 п. о. было 
обнаружено 7 участков, по-
зволяющих разделить данные 
виды: 5 транзиций и 2 инсер-
ции у D. eres. При этом в одной 
из инсерций у части изолятов 
D.  eres присутствовал гуанин, 
а у остальных изолятов – аде-
нин. У тех изолятов, у которых 
присутствовал аденин, инсер-
ция была фрагментом тандем-
ного повтора. 

В анализируемом участке 
также были обнаружены фраг-
менты, которые, наоборот, сви-
детельствуют о сходстве видов. 
Так, у  части изолятов вида 
D.  eres во фрагменте имеется 
тимин, у части – цитозин, а у D. vaccinii – тимин. Было 
обнаружено 7 аналогичных замен, 6 из которых 
представляют собой транзиции и 1 – трансверсию.
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Рис. 5. Колония D. vaccinii на 4-е сутки:  
a – на КГА; b – на МА  
(фото Ю.В. Цветковой) 

Fig. 5. Colony of D. vaccinii on the 4th day:  
a – on PDA; b – on MA  
(photo by Yu.V. Tsvetkova) 

Рис. 6. D. vaccinii на КГА на 9-е сутки:  
a – колония; b – центр колонии  
(фото Ю.В. Цветковой) 

Fig. 6. D. vaccinii on PDA on the 9th day: 
a – colony; b – center of the colony  
(photo by Yu.V. Tsvetkova) 

Рис. 7. D. vaccinii на МА на 9-е сутки:  
a – колония; b – центр колонии  
(фото Ю.В. Цветковой) 

Fig. 7. D. vaccinii on MA on the 9th day: 
a – colony; b – center of the colony 
(photo by Yu.V. Tsvetkova) 

bа

bа
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on PDA was 2 ± 0.05 cm, on MA – 
1.9 ± 0.1 cm (Fig. 5). 

On the 9th day, the active 
growth of the isolate slowed 
down. The diameter of the colony 
on CHA was 8 ± 0.2 cm, on MA – 
7.5 ± 0.3 cm. The isolate of D. vac-
cinii on PDA was characterized by 
a medium pubescent structure, 
a dark gray color of aerial myce-
lium with a passing beige edge, 
without pycnidia formation, re-
verse side (reverser) – gray with 
a beige edge (Fig. 6).

The isolate behaved diffe-
rently on malt agar. The colony 
of the fungus was characterized 
by a slightly pubescent structure 
with a brown-pink raised center 
with an even white filamentous 
mycelium, the reversum was 
poorly visible. The formation of 
dense mycelial structures in the 
 middle of the fungal colony was 
noted (Fig. 7).

On the 14th day, the growth 
of the fungus colony on nutri-
ent media was completed and 
reached the edge of the plate. On 
the PDA, the aerial mycelium of 
the D. vaccinii colony had a dark 
gray-olive color in the center, 
turning into a light olive edge, a 
medium pubescent structure, a 
homogeneous structure, and a 
dark gray reversum. There were 
no dense mycelial structures on 
this medium. 

On malt agar, the colony of 
the fungus had a beige-brown raised center with a rol-
ling milky edge, a slightly pubescent structure, an in-
homogeneous structure, and a beige-yellow reversum. 
The initial development of pycnidial structures of the 
fungus in the center of the colony was observed (Fig. 8). 

On the 21st day, the color and structure of the fun-
gus colonies on two nutrient media did not change. 
On malt agar, numerous developments of pycnidia 
semi-submerged into the substrate was noted, with the 
release of the milky mass of fungal spores from the cen-
ter of the pycnidia (Fig. 9).

Thus, in the study, D. vacinii isolate had a deve-
loped aerial mycelium and an average growth rate on 
two nutrient media – PDA and MA (1 cm per day). For 
the development of pycnidia and conidia, MA medium 
turned out to be preferable, which is an important fac-
tor for quick and reliable identification of the pathogen 
during the initial diagnosis of regulated plant produc-
tion in laboratory conditions.

Further microscopic examination of pure cul-
tures of the fungus on malt agar revealed pycnidia: 
dark, spherical, flat at the base, semi-submerged, lo-
cated over the entire surface, with a decrease in their 

Учитывая, что инсерции происходят реже од-
нонуклеотидных замен и являются более значи-
мыми для участка ДНК, универсальные праймеры 
ITS5/ITS4 можно использовать для предваритель-
ной идентификации вида D. vaccinii.

После видовой идентификации был проведен 
сравнительный анализ культурально-морфологи-
ческих особенностей вида D. vaccinii на питательных 
средах КГА и МА.

 Начальный рост культуры гриба на 4-й день на 
картофельно-глюкозном и солодовом агарах разли-
чался по окраске и росту воздушного мицелия. На 
КГА изолят характеризовался светло-коричневым 
цветом колонии, слабоопушенным строением ми-
целия, однородной ровной поверхностью, пикниды 
отсутствовали. На МА гриб имел светло-бежевый 
цвет мицелия, среднеопушенное строение, неод-
нородную концентрическую поверхность, также 
отсутствие плодовых тел. Диаметр колоний на КГА 
составил 2 ± 0,05 см, на МА – 1,9 ± 0,1 см (рис. 5). 

На 9-й день активный рост изолята замедлил-
ся. Диаметр колонии на КГА составил 8 ± 0,2 см, на 
МА – 7,5 ± 0,3 см. Изолят D. vaccinii на КГА характе-
ризовался среднеопушенным строением, темно-се-
рым цветом воздушного мицелия с переходящим 
бежевым краем, без образования пикнид, обратная 
сторона (реверзум) – серой окраски с бежевым кра-
ем (рис. 6).
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Рис. 8. Колония D. vaccinii на 14-е сутки:  
a – на КГА; b – на МА  
(фото Ю.В. Цветковой) 

Fig. 8. Colony of D. vaccinii on the 14th day: 
a – on PDA; b – on MA  
(photo by Yu.V. Tsvetkova) 

Рис. 9. Колония D. vaccinii на 21-й день:  
a – на КГА; b – на МА  
(фото Ю.В. Цветковой) 

Fig. 9. Colony of D. vaccinii on the 21st day: 
a – on the PDA; b – on MA  
(photo by Yu.V. Tsvetkova) 
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number in the direction from the center to the edge of 
the cup, single-layer, 0.5–3 mm in diameter, emitting a 
mass of cream-colored conidia (Fig. 10–11).

After the 21st day of incubation, 2 types of coni dia 
were formed in pycnidia: alpha-conidia (α) – hy aline, uni-
cellular, oblong, ellipsoidal – and beta- conidia (β) – uni-
cellular with bends or almost straight, filiform, hooked, 
hyaline. Dimensions α-conidia varied  within 6.6–10.6 × 
2.6–4.1 μm, on average 8.2 ± 0.8 × 3.4 ± 0.4 μm. The 
size of β-conidia was 12.7–24.6 ×  1.3–1.7 μm, on ave rage 
17.9 ± 2.7 × 1.5 ± 0.2 μm (Fig. 12).

Thus, the species D. vaccinii is characterized by 
pycnidia containing 2 types of hyaline non-septic al-
pha and beta conidia. Since beta-conidia are not always 
formed, the diagnosis of the pathogen is difficult and 
requires additional confirmation using molecular ge-
netic methods. 

CONCLUSION
In the course of laboratory studies, in the regulated 
production of cranberry seedlings samples, the patho-
gen of blight of blueberry D. vaccinii was isolated and 
 identified.

На солодовом агаре изолят проявлял себя 
иначе. Колония гриба характеризовалась слабо-
опушенным строением с коричнево-розовым при-
поднятым центром с ровным белым нитевидным 
мицелием, реверзум слабо просматривался. Отме-
чалось образование плотных мицелиальных струк-
тур в середине колонии гриба (рис. 7).

На 14-е сутки рост колонии гриба на питатель-
ных средах завершился и достиг края чашки. На 
КГА воздушный мицелий колонии D. vaccinii имел 
в центре темно-серо-оливковый цвет, переходящий 
в светло-оливковый край, среднеопушенное строе-
ние, однородную структуру, реверзум темно-серой 
окраски. Плотные мицелиальные структуры на 
данной среде отсутствовали. 

На солодовом агаре колония гриба имела бе-
жево-коричневый приподнятый центр с переходя-
щим молочным краем, слабоопушенное строение, 
неоднородную структуру, реверзум бежево-желтой 
окраски. Наблюдалось начальное развитие пикни-
диальных структур гриба в центре колонии (рис. 8). 

На 21-й день цвет и  строение колоний гри-
ба на двух питательных средах не изменились. 
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Рис. 10. Полупогруженные пикниды D. vaccinii на среде МА, 
выделяющие массу конидий (увеличение в 4 раза)  
(фото А.В. Камченкова) 

Fig. 10. Semi-submerged pycnidia of D. vaccinii 
on MA medium, emitting a mass of conidia. 4x  
(photo by A.V. Kamchenkov) 

Рис. 11. Полупогруженные пикниды D. vaccinii на среде МА:  
a – пикниды, выделяющие массу конидий;  
b – незрелая пикнида (увеличение в 4 раза) (фото А.В. Камченкова) 

Fig. 11. Semi-submerged pycnidia of D. vaccinii on MA 
medium: a – pycnidia, emitting a mass of conidia;  
b – immature pycnidia. 4x (photo by A.V. Kamchenkov) 
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After preliminary identification based on symp-
tomatic and morphological signs, the ITS site was se-
quenced to confirm the species of the pathogen. The 
results of the nucleotide sequences analysis of the stud-
ied and closely related species are presented in the 
form of a dendrogram, including 6 groups of Phomop-
sis fungi associated with plants of the genus Vaccinium. 

In the process of studying the pathogen, the opti-
mal nutrient medium for growth and sporulation was 
determined – malt agar (MA). When observing a pure 
culture on the 21st day of incubation, the formation of 
fruiting bodies of the fungus – pycnidia with a mass of 
mucous α- and β-conidia.

As a result of the conducted studies, it can be 
concluded that it is necessary to continue the study 
of the culture morphological characters of D. vaccinii 
and closely related species of the genus Diaporthe us-
ing various nutrient media, as well as methods of expo-
sure to environmental factors, in order to quickly form 

На солодовом агаре отмечалось многочисленное 
развитие полупогруженных в  субстрат пикнид, 
с выделением из центра пикнид молочной массы 
спор гриба (рис. 9).

Таким образом, в исследовании изолят D. vacinii 
имел развитый воздушный мицелий и  среднюю 
скорость роста на двух питательных средах – КГА 
и МА (1 см в сутки). Для развития пикнид и кони-
дий предпочтительней оказалась среда МА, что яв-
ляется важным фактором для быстрой и надежной 
идентификации патогена при начальной диагно-
стике подкарантинной продукции растений в ла-
бораторных условиях.

При дальнейшем микроскопировании чистых 
культур гриба на солодовом агаре выявлены пик-
ниды: темные, сферические, плоские у основания, 
полупогруженные, расположенные по всей поверх-
ности, с уменьшением их числа по направлению 
от центра к краю чашки, однослойные, диаметром 
0,5–3 мм, выделяющие массу конидий кремового 
цвета (рис. 10–11).

После 21-го дня инкубирования в пикнидах 
формировались 2 типа конидий: альфа-кони-
дии (α) – гиалиновые, одноклеточные, продолгова-
тые, эллипсоидные – и бета-конидии (β) – однокле-
точные с изгибами или почти прямые, нитевидные, 
крючковатые, гиалиновые. Размеры α-конидий 
варьировали в  пределах 6,6–10,6 × 2,6–4,1 мкм, 
в среднем 8,2 ± 0,8 × 3,4 ± 0,4 мкм. Размер β-кони-
дий составил 12,7–24,6 × 1,3–1,7 мкм, в среднем 
17,9 ± 2,7 × 1,5 ± 0,2 мкм (рис. 12).

Таким образом, вид D. vaccinii характеризует-
ся пикнидами, содержащими 2 типа гиалиновых 
несептированных альфа- и бета-конидий. Так как 
бета-конидии образуются не всегда, диагностика 
патогена затруднена и требует дополнительного 
подтверждения с использованием молекулярно-ге-
нетических методов. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В ходе лабораторных исследований в подкарантин-
ной продукции образцов саженцев клюквы был вы-
делен и идентифицирован возбудитель вязкой гни-
ли черники D. vaccinii. 

После предварительной идентификации, ос-
нованной на симптоматических и морфологиче-
ских признаках, было проведено секвенирование 
участка ITS с подтверждением видовой принадлеж-
ности патогена. Результаты анализа нуклеотидных 
последовательностей исследуемых и близкород-
ственных видов представлены в виде дендрограм-
мы, включающей 6 групп фомопсисных грибов, 
связанных с растениями рода Vaccinium. 

В процессе изучения патогена была определе-
на оптимальная питательная среда для роста и спо-
руляции – солодовый агар (МА). При наблюдении 
за чистой культурой на 21-й день инкубации было 
выявлено образование плодовых тел гриба – пик-
нид с массой слизистых α- и β -конидий.

В результате проведенных исследований можно 
сделать вывод о необходимости продолжения изу-
чения культурально-морфологических признаков 
D. vaccinii и близкородственных видов рода Diaporthe 
с применением различных питательных сред, а так-
же способов воздействия факторами среды, с целью 
быстрого формирования диагностически значимых 
структур гриба для достоверной идентификации.
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Рис. 12. Конидии D. vaccinii: 
a – aльфа (α); b – бета (β) 
(увеличение в 40 раз)  
(фото А.В. Камченкова) 

Fig. 12. Conidia of 
D. vaccinii: a – alpha (α);  
b – beta (β). 40x  
(photo by A.V. Kamchenkov) 

b
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diagnostically significant fungal structures for reliable 
identification.

The study showed that for the timely detection and 
accurate diagnosis of D. vaccinii, it is recommended to 
use an integrated approach based on the use of visual, 
biological and molecular genetic methods.
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Исследование показало, что для своевремен-
ного обнаружения и  точной диагностики вида 
D. vaccinii рекомендуется использовать комплекс-
ный подход, основанный на применении визуаль-
ного, биологического и молекулярно-генетическо-
го методов.
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