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В работе приведены результаты исследования грибного компонента микробиома, ассоцииро-
ванного с короедом-стенографом (Ips sexdentatus) на территории Беларуси, для уточнения роли 
этого ксилофага как вектора опасных фитопатогенных грибов. Проанализировано культурально- 
морфологическим и молекулярно-генетическим методами более 360 чистых культур грибов, вы-
деленных с поверхности и из гемоцеля Ips sexdentatus, в которых идентифицировано 35 видов 
грибов из 25 родов 17 семейств 3 отделов.

Все виды по характеру наносимого ими ущерба лесной и деревообрабатывающей промышленности 
условно разделены на три группы: 1) деревоокрашивающие грибы, 2) грибы, вызывающие гнили 
растущего леса и заготовленной древесины, и 3) грибы, роль которых в повреждении заготовленной 
древесины неясна. Выявлено 5 видов грибов из сем. Ophiostomataceae, связанных с синевой древе-
сины: Leptographium Lagerb. & Melin sp., Ophiostoma ips (Rumbold) Nannf., O. minus (Hedgc.) Syd. & 
P. Syd., O. canum (Münch) Syd. & P. Syd. и O. piceae (Münch) Syd. & P. Syd.. Возбудитель корневой губ-
ки сосновых насаждений, гриб Heterobasidion annosum (Fr.) Bref., найден в 7.8 % проб микобиоты. 
Высокая частота встречаемости короеда-стенографа подтверждает его участие в формировании 
комплексных очагов усыхания сосны на территории Беларуси.



452

С применением молекулярно-генетического метода зафиксирована 11.4%-ная зараженность 
популяции I. sexdentatus четырьмя энтомопатогенными грибами.

Ключевые слова: Ips sexdentatus, Pinus sylvestris, энтомопатогенные грибы, видовое разно-
образие.

DOI: 10.31857/S036714452303005X, EDN: XORORU

По ряду ключевых показателей, характеризующих лесной фонд (лесистость терри-
тории, площадь лесов и запас растущей древесины в пересчете на одного жителя), Бе-
ларусь входит в первую десятку лесных государств Европы (Лесной фонд..., 2022). 
40.1 % территории лесов приходится на сосну обыкновенную (Pinus sylvestris). В по-
следнее десятилетие в сосновых насаждениях республики начали наблюдаться мас-
совые патологические явления, и к концу 2021 г. площадь усыхающих сосновых лесов 
в стране составляла 144 530 га, или 3.9 % от площади всех сосновых лесов Беларуси.

К основным причинам ослабления сосновых насаждений наряду с поражением со-
сновой корневой губкой (Heterobasidion annosum) относится повреждение древостоев 
стволовыми вредителями – короедное усыхание сосны (доминирующие виды: вер-
шинный короед – Ips acuminatus Gyll., и короед-стенограф, или шестизубый короед – 
I. sexdentatus (Börner, 1776)) (Обзор лесопатологического…, 2022).

 На территории Беларуси ранее не проводилось изучение энтомохорных микоком-
плексов, связанных с ксилофагами сосны, вызывающими массовое усыхание сос-
но вых насаждений. Первым этапом нашего изучения грибной флоры энтомопатоген-
ного комплекса сосновых насаждений стало исследование грибного микробиома 
шестизубого короеда.

Стенограф часто формирует комплексные очаги совместно с вершинным короедом 
и сосновой корневой губкой (рис. 1) (Машнина, 1963; Душин, 1981; Сазонов и др., 
2017; (Обзор лесопатологического…, 2022). В Беларуси к началу 2019 г. площадь вы-
явленных сосновых насаждений с такими комплексными очагами составляла 
5.7 тыс. га (Защита леса от вредителей и болезней…, 2022), а за период 2016–2021 гг. 
сосновые древостои были повреждены стволовыми вредителями на площади 
826.1 тыс. га, что потребовало проведения санитарно-оздоровительных мероприятий 
с объемом вырубленной древесины 38.1 млн. м3.

Шестизубый короед – палеарктический ксилофаг, распространенный по всей 
Европе (рис. 2) (Старк, 1952; Мозолевская и др., 2010; Lopez, Goldarazena, 2012; 
Alonso-Zarazaga et al., 2017; Jeger et al., 2017), самый крупный короед из встречаю-
щихся на сосне в Беларуси (Александрович и др., 1996). От всех остальных видов 
рода Ips он отличается крупными размерами (длина тела 6−8 мм) и числом зубцов по 
краям впадины на вершинном скате надкрылий. Маточные ходы короеда (рис. 3) 
также довольно примечательны: достигают 40 см в длину и 3−4 мм в ширину и проде-
лываются как в толстой, так и в тонкой коре.
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Рис. 1. Комплексный очаг усыхания сосны. Фото М. О. Романенко.

Рис. 2. Карта распространения Ips sexdentatus (Börner) на основе международной базы данных 
EPPO, август 2017 г. (по: Jeger et al., 2017).
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Лёт жуков начинается в апреле–мае и в годы с высокими летними температурами 
может продолжаться до сентября (Jactel, Gaillard, 1991; Lopez, Goldarazena, 2012). 
За сутки стенограф может пролететь расстояние от 5 до 45 км со скоростью 1.3 м/с 
(Lopez, Goldarazena, 2012).

Основные растения-хозяева стенографа – различные виды сосен (Pinus sylvestris, 
P. pinaster Aiton, P. radiata D. Don, P. leucodermis Antoine, P. nigra J. F. Arnold), но он 
может заселять также ели (Picea abies (L.) H. Karst., Р. ajanensis Lindl. et Gordon), 
пихты (Abies alba Mill., A. nordmanniana (Steven) Spach, A. sibirica Ledeb., A. holophylla 
Maxim., A. nephrolepis (Trautv. ex Maxim.) Maxim., A. sachalinensis F. Schmidt) и лист-

Рис. 3. Ходы Ips sexdentatus (Börner) под корой сосны. Фото М. О. Романенко.
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Рис. 4.

а – молодые жуки Ips sexdentatus (Börner) на древесине сосны и распространяющаяся по заболони синева, 
б – синева древесины на торце лесоматериалов. Фото А. А. Сазонова.
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венницы (Larix decidua Mill., L. sibirica Ledeb., L. gmelinii Rupr., L. olgensis A. Henry) 
(Старк, 1952; Jeger et al., 2017; European Environment Agency, 2022).

В Беларуси I. sexdentatus формирует ежегодно две полных генерации. Жук высту-
пает в качестве переносчика патогенов растений. Поселяясь совместно с I. acuminatus 
(Gyllenhal, 1827) на ослабленных, а иногда и внешне здоровых деревьях, он заносит 
под кору грибную и бактериальную инфекции, вызывающие изменение окраски за-
болонной древесины (рис. 4, а, б).

Описано более 30 видов офиостоматоидных грибов, переносимых этим короедом 
(Davidson, 1955; Bueno, 2010; Linnakoski et al., 2010; Jankowiak, 2012; Aas et al., 2018; 
Davydenko et al., 2021). Число видов грибов родов Ophiostoma и Leptographium, для 
которых установлена ассоциация со стенографом, каждый год растет с развитием 
моле кулярно-генетических методов. Вирулентность выделенных офиостоматоидных 
грибов различная, однако все они вызывают дисколоризацию древесины (синеву и 
другие заболонные окраски) даже при искусственной инокуляции срубленного дерева 
(Davydenko et al., 2021). Информация о других патогенных грибах, входящих в микро-
биом I. sexdentatus, зачастую отсутствует, так как обычно регистрируется ущерб, при-
чиненный исключительно офиостоматоидными грибами.

Цель данной работы – изучение грибного компонента микробиома короеда-стено-
графа в Беларуси.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

В течение полевого сезона 2020–2021 гг. для изучения грибов, переносимых шестизубым ко-
роедом, нами был произведен сбор имаго первого поколения I. sexdentatus из маточных ходов с 
деревьев IV и V категорий в очагах усыхания сосновых насаждений на территории 7 лесохозяй-
ственных учреждений: Узденский, Лельчицкий, Жлобинский, Слонимский, Барановичский, Ко-
бринский опытный и Негорельский учебно-опытный лесхозы. Схема расположения объектов 
приведена на рис. 5. Очаги усыхания в соответствии с Санитарными правилами в лесах Респу-
блики Беларусь (Об утверждении Санитарных правил..., 2016) и ТКП 634–2019 (Порядок прове-
дения лесозащитных мероприятий в лесах.., 2019) относились к действующим очагам корневой 
губки со слабой степенью поражения. Популяционные показатели короеда не рассчитывались, 
так как это не входило в задачи исследования.

В каждом из лесохозяйственных учреждений жуков собирали и помещали по отдельности в 
стерильные пробирки типа Eppendorf объемом 1.5 мл, маркировали и транспортировали в лабо-
раторию. Особей для дальнейшего выделения и культивирования грибов хранили при темпера-
туре 4 °C не более трех дней. Часть собранных жуков хранили при температуре ‒20 °C в ультра-
низкотемпературном морозильнике Arctiko ULTF 220 для проведения дальнейшего 
молекулярно-генетического анализа. Длительное хранение идентифицированных чистых 
культур происходит в термостате с охлаждением Memmert IPP55 по настоящее время.

В лабораторных условиях жуков снаружи промывали стерильной дистиллированной водой и 
выкладывали на поверхность агаризованной питательной среды в чашки Петри (не растирая по 
поверхности чашки) с агаризованной сусло-средой или МЕА без добавления антибиотиков 
(Билай, 1982; Davydenko et al., 2017). Инкубирование проводили при температуре 22 °C в хладо-
термостате ХТ-3.



457

Для поиска кишечных грибных симбионтов и их выделения из гемоцеля поверхность жуков 
стерилизовали 15%-ной перекисью водорода в течение 1 мин, промывали жуков стерильной 
водой, просушивали на чистой салфетке и затем выкладывали в чашку Петри на питательную 
среду с добавлением стрептомицина (0.025 г антибиотика на 250 мл среды) для предотвращения 
зарастания чашки бактериями. Все грибы, которые прорастали, считали перенесенными внутри 
гемоцеля, так как споры офиостоматоидных грибов, которые переносят жуки, расположены на 
поверхности экзоскелета и сильная поверхностная стерилизация удаляет их.

Чашки Петри проверяли ежедневно в течение трех недель, при появлении типичного мицелия 
грибы субкультивировали в новых чашках Петри со свежей средой. Идентификацию грибов и 
изучение их видового таксономического разнообразия проводили при наличии четко сформиро-
вавшегося конидиального спороношения с использованием микроскопов проходящего и отра-
женного света (Olympus, Leica DMLB) и классических определительных таблиц (Nobles, 1965; 
Barnett, Hunter, 1972; Alexopoulos et al., 1996; Watanabe, 2002). Систематическая принадлежность 
грибов определена с помощью базы данных Index fungorum (http://www.indexfungorum.org/).

ДНК из мицелия грибов экстрагировали с применением CTAB-метода (Падутов и др., 2007). 
Основные требования, предъявляемыми к методике: 1) получение препаратов нуклеиновых 
кислот с размером фрагментов более 20 тыс. п. н.; 2) отсутствие деградации ДНК и ингибиторов 

Рис. 5. Места сбора Ips sexdentatus (Börner) в очагах усыхания сосновых насаждений 
на территории Беларуси.
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полимеразной цепной реакции (ПЦР) (показатели A260/A280 и A260/A230 более 1.8) (Gardes, 
Bruns, 1993; Glasel, 1995; Tataurov et al., 2008).

Для проведения полимеразной цепной реакции использовался набор ArtMix Форез 2× (АртБиоТех, 
РБ) согласно инструкции фирмы-производителя. В качестве маркерного региона для видовой иден-
тификации грибов был выбран фрагмент рДНК: 18S рДНК-ITS1-5.8S рДНК-ITS2-28SрДНК. С 
целью амплификации данного локуса использовались праймеры ITS1F/ITS4 (White et al., 1990; 
Gardes, Bruns, 1993). Режим амплификации был следующим: денатурация (95 °C, 3 мин) – 1 цикл; 
денатурация (95 °C, 20 сек), отжиг (55 °C, 20 сек), элонгация (72 °C, 45 сек) – 35 циклов; охлаждение 
реакционной смеси (4 °C).

Электрофоретическое фракционирование продуктов ПЦР проводилось в 1.5%-ном агарозном 
геле с использованием 1 × TBE буфера в соответствии с инструкцией производителя. Визуали-
зированные ампликоны очищали набором AMPure XP (Beckman Coulter, США) в соответствии с 
инструкцией.

Для секвенирования использовали метод терминации цепи, или метод Сэнгера (Sanger et al., 
1977), основанный на применении дидеоксинуклеозидтрифосфатов. Секвенирующую реакцию 
проводили с использованием буферного реагента BigDye Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit 
(Thermo Fisher Scientifi c, США). Температурный профиль секвенирующей реакции в термоци-
клере был следующий: денатурация (96 °C, 1 мин) – 1 цикл; денатурация (96 °C, 10 сек); отжиг 
(50 °C, 5 сек); элонгация (60 °C, 3 мин) – 40 циклов; охлаждение реакционной смеси (4 °C). Элек-
трофоретический анализ и детекция меченых продуктов проводились в генетическом анализа-
торе ABI Prism 310. Количество внесенного образца составляло 30 мкл. Использовали денатури-
рующий гель POP-4TM и протокол быстрого секвенирования (28 мин. на образец) – P4StdSeq 
(1ml) E.md4. Результаты интерпретировали с помощью специального программного обеспе-
чения Sequencing Analysis Software 5.1.1 и базы данных NCBI BLAST (National Center for 
Biotechnological Information, 1922).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

В 2020−2022 гг. нами было исследовано 230 особей шестизубого короеда, из ко-
торых выделено более 360 чистых культур грибов. Частота встречаемости грибного 
материала составляла 65.3 %, в остальных случаях питательная среда в чашке Петри 
обильно зарастала бактериями, и такие варианты опыта отбраковывались.

Для описания относительной встречаемости все виды грибов условно разделили на 
группы: виды, которые встречаются эпизодично – частота встречаемости до 1 %; 
редко – частота встречаемости от 1.1 до 2.0 %; наиболее обычные виды грибов в ми-
кробиоме – 2.1 % и более. В рамках данной работы нами было зарегистрировано 
35 видов грибов, биологический материал которых присутствовал на экзоскелете или 
в гемоцеле шестизубого короеда (табл. 1).

В ходе ПЦР-анализа для выявления в тканях насекомых грибной ДНК был получен 
электрофоретический спектр ампликонов, характеризующийся наличием ряда 
фрак ций различной интенсивности. В жуках I. sexdentatus можно различать одно-
временно доминирующие и несколько сопутствующих видов, общее число перено-
симых видов грибов в имаго (комплексная микофлора) варьирует от 3 до 9. Альтерна-
тивные доминирующие варианты ампликонов были отобраны для проведения 
секвенирующей реакции.
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В качестве сравнения отметим, что в состав микобиома стенографа и древесины из 
его ходов, который описан К. Давыденко (Davydenko et al., 2021), входит 56 видов 
грибов (6 из них не описаны в базе данных NCBI BLAST) из 39 родов. 16 видов грибов 
(28 %) – общие для территорий Беларуси и Украины.

Среди выделенных грибов есть космополитные виды, встречающиеся на широком 
круге субстратов (гниющих растительных и животных остатках, древесине, в почве) 
(Barnett, Hunter, 1972; Watanabe, 2002). Часто из короедов выделяются грибы из родов 
Alternaria, Cladosporium, Botrytis и Fusarium, способные как к сапрофитному раз-
витию на растительных остатках, так и к активному поражению древесных и кустар-
никовых растений. Эти же грибы вызывают и поверхностное плесневение заготов-
ленных лесоматериалов (Федоров, 2004; Agrios, 2005; Dean et al., 2012). Многие 
выделенные виды, например, из родов Phoma и Epicoccum, условно патогенны для 
деревьев и в основном встречаются как эндофиты.

Сапрофитные грибы, такие как Trichoderma, Penicillium, Umbelopsis isabellina и 
Mucor mucedo, также были зарегистрированы в ряде исследований (Linnakoski, 2011; 
Davydenko et al., 2021) шестизубого короеда и других ксилофагов сосны.

Выделены и идентифицированы 3 вида грибов из отдела Basidiomycota, два из ко-
торых вызывают стволовые и корневые гнили растущих деревьев хвойных пород. Вы-
деление из стенографа возбудителя корневой губки, гриба Heterobasidion annosum, под-
тверждает его участие в формировании комплексных очагов усыхания сосны на 
территории Беларуси и способность переносить этот опаснейший патоген сосны. 
Ранее в подобных исследованиях гриб H. annosum уже регистрировался как один из по-
стоянных ассоциантов короедов (Persson et al., 2009; Davydenko et al., 2017, 2021).

Диагностирована чистая культура гриба Coniophora puteana, который является се-
рьезным деструктором заготовленной древесины (и в редких случаях способен пере-
селяться на ослабленные живые деревья) (Федоров, 2004). Этот гриб на ослабленных 
деревьях часто приводит к развитию скрытой гнили, вызывающей гибель дерева, 
после чего и начинается рост базидиом (Bernicchia, Gorjon, 2010). Встречаемость дан-
ного вида незначительная – 1.7 %.

Микофлора включает 4 вида энтомопатогенных грибов (11.4 % от всей выделенной 
микобиоты), вызывающих болезни и гибель особей короеда: Akanthomyces muscarius, 
Beauveria bassiana, Cephalosporium muscarium и Purpureocillium takamizusanense. 
Пато генность данных видов для короедов недостаточно изучена, за исключением 
B. bassiana (частота его встречаемости в микобиоме стенографа на территории Бела-
руси составляет 2.2 %). Гриб встречается также в микофлоре I. acuminatus, 
I. typographus и Tomicus spp. (Annila et al., 1999; Jankowiak, 2006, 2007; Davydenko 
et al., 2017, 2021), что еще раз доказывает его полигостальность (Burjanadze, 2010).

В результате изучения кишечных симбионтов с применением молекулярно-генети-
ческого метода выявлены амброзийные и дрожжевые грибы, которые составляют 
8.5 % от общего числа всех выявленных видов, однако на наш взгляд их может быть 
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значительно больше. Выделенные нами виды Sugiyamaella известны как ферментиру-
ющие ксилозу (Urbina et al., 2013; Cheng-Feng Shi et al., 2021). Сахаромицет 
Nakazawaea ambrosiae ранее был обнаружен в личиночных ходах и в личинках 
I. typographus и Dendroctonus micans на территории Московской обл. (Crous 
et al., 2019). Грибы рода Cyberlindnera – симбионтные дрожжи, присутствующие в ки-
шечнике ксилофагов и играющие значительную роль в процессах детоксикации за-
щитных химических веществ деревьев и разрушения лигнина древесины (Soto-Robles 
et al., 2019; Chakraborty et al., 2020). Изучение данной группы грибов затруднительно и 
требует разработки специализированных методов.

Таким образом, все идентифицированные грибы можно разделить на следующие группы 
по характеру наносимого ими ущерба лесной и деревообрабатывающей промышленности:

1) вызывающие дисколоризацию древесины (плесени и заболонные окраски);

2) вызывающие гнили заготовленной древесины и растущего леса;

3) виды, роль которых в повреждении заготовленной древесины неясна.

Часть микофлоры I. sexdentatus осталась не выявленной. Возможно, некоторые виды 
грибов не поддаются культивированию на питательных средах либо биотрофны, 
встречаются только в течение части сезона и только у особей определенных генераций 
короеда. Необходимо выяснение биологических особенностей и лесопатологического 
значения этих грибов.

Наше исследование микофлоры короеда I. sexdentatus с использованием методов 
ДНК-анализа ‒ одно из первых в Беларуси. Работы в этом направлении планируется 
продолжить с другими вредителями, в том числе с использованием метогеномных ме-
тодов анализа.
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MYCOBIOTA OF IPS SEXDENTATUS (BÖRNER, 1776) (COLEOPTERA, 
CURCULIONIDAE: SCOLYTINAE) IN BELARUS

M. O. Ramanenka, S. V. Panteleev, A. A. Sazonov, L. O. Ivashchenko
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S U M M A R Y

The paper presents the results of a study of the fungal component of the microbiome associated with 
six-toothed bark beetle on the territory of Belarus to clarify the role of this xylophage as a vector of 
dangerous phytopathogenic fungi. More than 360 pure cultures of fungi isolated from the surface and 
hemocoel of Ips sexdentatus were analyzed by cultural-morphological and molecular-genetic methods. 
35 species of fungi from 25 genera of 17 families in 3 divisions were identifi ed.

Based on their impact on the stored wood, all species are conventionally classifi ed into three 
groups: (1) fungi that cause discoloration of wood (mold, blue stain, etc.), (2) fungi that cause rot 
of growing forest and harvested wood, and (3) fungi whose . Five species of fungi from the family 
Ophiostomataceae were identifi ed: Leptographium Lagerb. & Melin sp., Ophiostoma ips (Rumbold) 
Nannf., O. minus (Hedgc.) Syd. & P. Syd., O. canum (Münch) Syd. & P. Syd., and O. piceae (Münch) 
Syd. & P. Syd. associated with blue wood. Heterobasidion annosum (Fr.) Bref. was found in 7.8% of 
the studied samples of the fungal fl ora. Fairly high frequency of occurrence confi rms the participation 
of the six-toothed bark beetle in the formation of complex centres of pine desiccation in the territory 
of Belarus.

In the I. sexdentatus population, a signifi cant proportion of entomopathogenic fungi (11.4%) was 
recorded using the molecular genetic method, which may indicate natural processes of self-regulation, 
or the attenuation of the outbreak of bark beetles in Belarus.


