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ПРИМЕНЕНИЕ SSCP-АНАЛИЗА ГЕНОВ ВИРУЛЕНТНОСТИ 
ДЛЯ ИЗУЧЕНИЯ ПОПУЛЯЦИЙ Phytophthora infestans
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Фитофтороз картофеля, вызываемый оомицетом Phytophthora infestans (Mont.) de Bary, остается важ-
нейшей экономической проблемой картофелеводства. В молекулярных исследованиях патогенеза
особое внимание уделяется генам вирулентности (Avr) возбудителя этого заболевания. Эти гены ко-
дируют белки-эффекторы, позволяющие патогену преодолеть защитную систему хозяина, поэтому
определение состава и полиморфизма Avr-генов позволяет оценить вирулентность и агрессивность
штаммов P. infestans и проследить изменения генетического разнообразия популяций P. infestans.
Использование методов молекулярно-генетического анализа Avr-генов для раннего обнаружения
новых штаммов P. infestans и оценки вредоносности этих штаммов при заражении сортов картофеля,
несущих известные гены устойчивости к P. infestans, позволит сделать более эффективным приме-
нение химических средств защиты картофеля и прогнозировать возможные потери урожая этих
сортов при эпидемическом развитии фитофтороза. С помощью простого и надежного анализа SSCP
(single-strand conformation polymorphism) мы исследовали полиморфизм генов вирулентности
P. infestans в популяциях этого патогена из России и Польши и выявили различия между ними.
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Борьба с экономически наиболее важной болез-
нью картофеля ‒ фитофторозом ‒ сильно ослож-
няется быстрыми изменениями в составе популя-
ций возбудителя этой болезни – оомицета Phytoph-
thora infestans (Mont.) de Bary [1]. Новые патотипы
P. infestans, возникающие в результате эволюции и
гибридизации патогена, поражают сорта, которые
до этого считались устойчивыми, что иногда при-
водит к полной потере урожая картофеля [2, 3].
Разработка и валидация методов раннего распо-
знавания этих изменений в популяциях патогена
позволит оценивать потенциальную вредоносность
новых штаммов патогена и прогнозировать воз-
можные потери урожая сортов с известным соста-
вом генов устойчивости к фитофторозу.

На протяжении многих лет устойчивость кар-
тофеля к фитофторозу описывали в рамках моде-
ли Флора “ген-на-ген” [4]. Взаимодействие P. infes-
tans с растениями картофеля определяется присут-
ствием в клетках патогена генов вирулентности
(Avr-генов), которые кодируют эффекторы, вы-
зывающие иммунный ответ и защитную реакцию
у растений картофеля, содержащих соответству-
ющие (matching) гены устойчивости (R-гены).

На основе этой модели Дж. Малколмсон и
В. Блэк (Malcolmson J.F. & Black W.) [5] разрабо-
тали номенклатуру взаимодействующих генов R и
Avr. Одиннадцать генов устойчивости были обо-
значены символами R1‒R11. Аналогичные номе-
ра используют для соответствующих Avr-генов.
Для идентификации рас P. infestans были созданы
наборы растений-дифференциаторов – сортов
картофеля, несущих валидированные в условиях
искусственной инокуляции индивидуальные R-ге-
ны. Несмотря на главный недостаток – неиз-
вестное реальное число R-генов, традицион-
ный набор растений-дифференциаторов Ма-
стенброка‒Блэка [6] до сих пор активно
используют для описания расового разнообразия
в популяциях патогена во всем мире.

Сокращения: AFLP (amplified fragment length polymorphism) ‒
полиморфизм длин амплифицируемых фрагментов; RAPD
(random amplified polymorphic DNA) ‒ случайно амплифи-
цируемая полиморфная ДНК; RFLP (restriction fragment
length polymorphism) ‒ полиморфизм длин рестриктных
фрагментов; SNP (single nucleotide polymorphism) ‒ одно-
нуклеотидный полиморфизм; SSCP (single-strand confor-
mation polymorphism) ‒ анализ одноцепочечного конфор-
мационного полиморфизма; SSR (simple sequence repeats) ‒
простые повторяющиеся последовательности.
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В последние десятилетия широкое распро-
странение получили молекулярные методы гено-
типирования штаммов P. infestans. В большинстве
своем они основаны на прямом или опосредован-
ном анализе полиморфизма анонимных (арбит-
рарных) фрагментов генома: фингерпринтинг с
помощью RAPD (Random Amplified Polymorphic
DNA), AFLP (Amplified Fragment Length Polymor-
phism), RFLP (Restriction Fragment Length Poly-
morphism), SSR (Simple Sequence Repeats) и SNP
(Single Nucleotide Polymorphism), ‒ а также на ана-
лизе последовательности нескольких функцио-
нальных локусов, отвечающих за изоферментные
спектры пептидазы (локусы PEP1 и PEP2) и глюко-
зо-6-фосфатизомеразы (Gpi), тип спаривания,
устойчивость к металаксилу, или на определении
гаплотипов митохондриальной ДНК [3, 7‒11].

В частности, при фингерпринтинге P. infestans
методом RLFP-анализа с зондом RG57 [12] об-
наруживают 25‒29 полиморфных зон. Такой
метод оказался эффективным инструментом для
мониторинга генетического разнообразия P. in-
festans и в течение долгого времени его использо-
вали по всему миру для генотипирования изоля-
тов, что позволило создать Международную базу
данных по популяциям P. infestans [13]. Но сего-
дня этот метод применяется все реже из-за таких
существенных недостатков, как трудоемкость и
невозможность автоматизации, потребность в
большом количестве ДНК, низкая воспроизво-
димость и проблемы с интерпретацией получен-
ных данных.

Метод AFLP-анализа также широко приме-
нялся для изучения полиморфизма и генетиче-
ского картирования популяций P. infestans [14, 15].
Достоинство метода состоит в большом числе по-
лучаемых фрагментов ДНК. К числу его недо-
статков можно отнести необходимость использо-
вать хорошо очищенную ДНК, что исключает
работу с растительным материалом, заражен-
ным другими микроорганизмами, высокую стои-
мость оборудования для электрофореза, трудоем-
кость и трудности в подборе оптимальных усло-
вий проведения анализа.

Секвенирование митохондриального генома
P. infestans позволило разработать быстрый и про-
стой метод определения гаплотипов митохондри-
альной ДНК (мтДНК), который стал одним из са-
мых распространенных в популяционных иссле-
дованиях. Для этого используют амплификацию со
специфичными праймерами с последующей ре-
стрикцией – так называемый анализ PCR-RFLP (в
русском языке ‒ ПЦР-ПДРФ). Митохондриаль-
ные маркеры позволяют отслеживать индивиду-
альные линии P. infestans и сравнивать получен-
ные данные с результатами, полученными с по-
мощью других ДНК-маркеров. Метод оказался
мощным инструментом для филогенетического и

географического анализа многих организмов, хо-
тя в случае P. infestans его использование позволя-
ет обнаружить только четыре гаплотипа мтДНК
(Ia, IIa, Ib, IIb). Martin и соавт. [11] использовали
другой метод оценки генетического разнообразия
P. infestans при помощи митохондриальных мар-
керов. Для амплификации они отобрали пять ло-
кусов мтДНК: это увеличило число гаплотипов
мтДНК с четырех до 37 и позволило повысить
разрешающую способность метода.

В настоящее время для генотипирования и
паспортизации штаммов микроорганизмов часто
используют микросателлитные маркеры (SSR-мар-
керы). Они характеризуются наибольшей таксо-
номической разрешающей способностью и при-
меняются для идентификации и оценки внут-
ривидового полиморфизма изолятов P. infestans.
Протокол мультиплексного ПЦР-анализа изоля-
тов P. infestans по 12 микросателлитным локусам
[16] лег в основу международной системы мони-
торинга и прогноза распространения наиболее
опасных патотипов P. infestans [17].

К общим недостаткам всех вышеперечисленных
методов молекулярного генотипирования относит-
ся использование дескрипторов, которые непо-
средственно не связаны с вредоносностью патоге-
на. В этом отношении они уступают традици-
онному биологическому методу различения рас
P. infestans с помощью растений-дифференциато-
ров. В связи с вышеизложенным особого внимания
заслуживают методы диагностики с использовани-
ем молекулярных маркеров на основе Avr-генов,
которые непосредственно определяют поражаю-
щую способность патогена.

Avr-гены расположены в относительно мо-
бильной части генома, свободной от генов “до-
машнего хозяйства” (house-keeping genes) и бо-
гатой транспозонами [3]. Эти гены кодируют
белки-эффекторы, позволяющие патогену пре-
одолеть защитную систему хозяина и нарушить
физиологические процессы в организме хозяи-
на, способствуя колонизации и поражению рас-
тения. Использование методов молекулярно-ге-
нетического анализа Avr-генов для обнаружения
новых генотипов P. infestans и прогнозирования
их вредоносности позволит сделать более эф-
фективным применение устойчивых сортов и
химических средств защиты картофеля и про-
гнозировать возможные потери урожая различ-
ных сортов картофеля.

В последние годы многие Avr-гены P. infestans
были клонированы и секвенированы. Технология
ПЦР для детекции Avr-генов стала высокоспеци-
фичным инструментом анализа штаммов P. infes-
tans. Так, Клемент (J. Clément) и др. [18] исполь-
зовали ПЦР в реальном времени для различения
вирулентного и авирулентного аллеля гена Avr3a.
Намного эффективнее использовать в качестве
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дескрипторов вирулентности весь доступный для
анализа набор Avr-генов. Для этого мы впервые
применили один из общедоступных методов изуче-
ния генетического полиморфизма ДНК ‒ SSCP
(single-strand conformation polymorphism, или ана-
лиз одноцепочечного конформационного поли-
морфизма), ‒ который ранее хорошо зарекомен-
довал себя при генотипировании растений, в том
числе картофеля [19, 20], и микроорганизмов,
включая виды Phytophthora [21].

Полиморфизм SSCP-паттернов возникает
вследствие различной подвижности молекул
ДНК при электрофорезе в неденатурирующем
полиакриламидном геле (ПААГ), вызванной
различной конформацией ПЦР-фрагментов ДНК
после их термической и химической денатура-
ции в случае нуклеотидных замен (мутаций) в
целевом гене. Валидация SSCP-паттернов путем
секвенирования составляющих их индивидуаль-
ных электрофоретических полос, которые соот-
ветствуют аллелям Avr-генов, позволяет в даль-
нейшем их использовать в качестве надежных
дескрипторов вирулентности для различения
изолятов и генотипирования штаммов и линий
P. infestans.

Ранее мы применили метод SSCP-анализа для
изучения полиморфизма генов вирулентности в
популяциях P. infestans в Московской и Ленин-
градской областях [22‒24]. Целью этой работы
было пополнение данных о сравнительном поли-
морфизме Avr-генов в популяциях P. infestans из
Московской области и Восточной Европы (Поль-
ши), оцененных при помощи SSCP-анализа.

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА
Патогенный материал

В качестве материала P. infestans использовали
пораженные фитофторозом листья растений кар-
тофеля, собранные летом 2015 года в посадках на
территории четырех районов Московской обла-
сти (Люберецкий, Чеховский, Коломенский и
Озерский районы) (рис. 1).

В общей сложности было пять точек сбора.
Всего был собран и затем проанализирован 41 об-
разец: 9 из точки 1, 11 из точки 2, 10 из точки 3, 5
из точки 4 и 6 из точки 5 (табл. 1).

Также была проанализирована польская попу-
ляция P. infestans, которая представлена 30 изоля-
тами P. infestans, собранными летом 2016 года на
территории Польши. Геномная ДНК этих изоля-
тов была любезно предоставлена нам проф. Ядви-
гой Сливкой (Jadwiga Anna Śliwka) из Института се-
лекции и акклиматизации растений (Plant Breeding
and Acclimatization Institute – National Research
Institute, Młochów Research Center, Poland). В этой
популяции по 9 изолятов были собраны вблизи
населенных пунктов (н.п.) Сулеюв и Кажничка,
4 изолята – вблизи н.п. Млохув, 3 изолята – вбли-
зи н.п. Ухнин, по 2 изолята – вблизи н.п. Вруци-
ково и Бобровники и 1 изолят – вблизи н.п. Венг-
жце (рис. 1; табл. 1).

Выделение ДНК
Тотальную ДНК в случае российских образцов

выделяли из высушенных листьев при помощи
набора реагентов SILICA plant (ООО “Биоком”,

Рис. 1. Карта-схема мест сбора образцов патогенного материала. 
Fig. 1. Schematic map for collecting samples of pathogenic material.
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Россия) по протоколу производителя. Тотальную
ДНК польских изолятов P. infestans выделяли из
FTA-карт (Fitzco/Flinders Technology Agreement ‒
запатентованная технология сбора, транспортиров-
ки, очистки и архивирования нуклеиновых кислот;
https://www.sigmaaldrich.com/labware/labware-prod-
ucts.html?TablePage=108827546), на которые она
была предварительно нанесена для транспортиров-
ки. Нашими коллегами из Польши также было про-
ведено несколько ПЦР с аналогичными праймера-
ми и оставшейся ДНК для подтверждения сохран-
ности ДНК после транспортировки и выделения.

ПЦР амплификация Avr-генов

Полиморфизм четырех Avr-генов: Avr2, Avr2-like,
Avr3a и ipiO ‒ исследовали методом ПЦР с ис-
пользованием специфических праймеров, обес-
печивающих размер ампликона около 500 п.н.,
оптимальный для SSCP-анализа (табл. 2).

Реакционная смесь для амплификации объе-
мом 10 мкл содержала 1 мкл 10× ПЦР-буфера,
50‒100 нг тотальной ДНК, 1 мкл 2.5 мкМ dNTPs,
по 10 пмоль каждого праймера, 1 ед. Taq ДНК-по-
лимеразы (“Синтол”, Россия) и стерильную воду.
Амплификацию ДНК проводили в термоциклере
MJ Research PTC-200 (Bio-Rad, США).

SSCP-анализ

Протокол SSCP-анализа Avr-генов был опти-
мизирован и описан нами ранее [22‒24]. В крат-
ком изложении, полученные в результате ПЦР
ампликоны денатурировали с помощью форма-
мида при температуре 95°С и разделяли в недена-
турирующем 8%-ном ПААГ. Электрофорез про-
водили в течение 4.5 ч в 0.5× TBE-буфере (45 мМ
Tris, 45 мМ борная кислота, 1 мМ ЭДТА, рН 8.3)
при 4°С и напряжении 200 В. Для детекции фраг-
ментов ДНК гели инкубировали в 300 мл раствора
красителя SYBR Green I (Sigma-Aldrich, США) в
0.5× TBE-буфере и фотографировали в ультрафи-
олете (длина волны 312 нм).

Построение дендрограммы

Для построения дендрограммы использовали
программу SplitsTree 4.14.8.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Результатом SSCP-анализа являются наборы зон

электрофоретической подвижности (ДНК-фраг-
ментов), так называемые паттерны, которые ха-
рактеризуют полиморфизм изучаемых генов. В
предыдущих исследованиях [23] мы выявили пат-
терны генов Avr2, Avr2-like, Avr3a и ipiO P. infestans,

Таблица 1. Материала P. infestans с указанием мест сбора образцов 
Table. 1. Collection points of P. infestans samples

* Примечание: В скобках указан номер кластера. 
* Note: Cluster number is given in parentheses.

Место сбора Наименование образцов*

Россия
Точка 1 (пос. Коренево, 
поле ВНИИКХ)

1_KP (IIc), 2_KP (IIb), 3_KP (IIc), 5_KP (IIc), 6_KP (IIc), 9_KP (IId), 10_KP (IIc), 
12_KP (IIc), 13_KP (IIb)

Точка 2 (пос. Коренево, 
частный сектор)

1_KO (IIa), 2_KO (I), 4_KO (I), 6_KO (IIb), 7_KO (I), 9_KO (I), 10_KO (I), 14_KO (IId), 
17_KO (IIb), 18_KO (IIb), 20_KO (IIa)

Точка 3 (д. Масловка) 1_M (IId), 2_M (IId), 3_M (IIc), 5_M (IId), 6_M (IId), 7_M (IId), 8_M (IIc), 9_M (I), 
10_M (IIc), 11_M (IId)

Точка 4 (пос. Поляны) 1_P (IId), 2_P (IIc), 3_P (IIc), 4_P (IIb), 6_P (IId)
Точка 5 (пос. Лесное) 1_L(IIc), 2_L (I), 3_L (IIa), 4_L (IIa), 5_L (IIa), 6_L (IIa)

Польша
Сулеюв MP1847 (I), MP1866 (IId), MP1844 (I), MP1864 (I), MP1846 (IIa), MP1863 (I), MP1867 

(I), MP1871 (I), MP1872 (IId)
Вруциково MP1845 (I), MP1860 (I)
Кажничка MP1848 (I), MP1850 (I), MP1851 (IIa), MP1852 (I), MP1853 (I), MP1854 (I), MP1855 (I), 

MP1856 (I), MP1857 (I)
Млохув MP1849 (I), MP1859 (I), MP1861 (IId), MP1868 (I)
Бобровники MP1858, MP1862 (IId)
Ухнин MP1865, MP1869 (I), MP1870 (I)
Венгжце MP1873 (IId)
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подтвердили их воспроизводимость, а также опре-
делили нуклеотидные последовательности состав-
ляющих их зон электрофоретической подвижно-
сти. Этим паттернам были присвоены соответ-
ствующие номера (рис. 2).

В проанализированных нами образцах P. infes-
tans для всех генов обнаружены паттерны из числа
ранее выявленных, за исключением гена ipiO, для
которого у польских изолятов выявлен новый пат-
терн, ранее не встречавшийся в образцах россий-
ской популяции (рис. 2). В целом, распределение
паттернов Avr-генов заметно отличается для рос-
сийской и польской популяций (рис. 3).

Так, в случае гена Avr2 у российских образцов
преобладает паттерн 3, а изоляты из Польши пред-

ставлены паттернами 2 и 3 приблизительно по-
ровну. Наиболее яркие отличия характерны для
гена Avr2-like, где польские изоляты представле-
ны паттернами 1, 2, 3, в то время как в образцах из
России паттерны 1 и 2 полностью отсутствуют, а
преобладает паттерн 4, который в польской попу-
ляции не обнаружен. Сходная картина наблюда-
ется и для гена Avr3a: в польских изолятах паттерн
3 этого гена выявляли с высокой частотой, в то
время как в российских образцах он встречается
редко, как и паттерн 1, который не обнаружен в
польской популяции P. infestans. Для гена ipiO рас-
пределение паттернов 1, 2 и 3 в российской и поль-
ской популяциях оказалось практически одинако-
вым, но, как отмечалось выше, среди польских об-

Таблица 2. Последовательности праймеров для амплификации Avr-генов и температура их отжига 
Table 2. Primer sequences for amplification of Avr genes and their annealing temperature

* Примечание: Температура отжига. 
*Note: Annealing temperature.

Avr-ген
Праймер Длина 

фрагмента (п.н.)
Tm,*
°СНазвание Последовательность, 5'→3'

Avr2
AVR2F4 ATGCGTCTCGCCTACATTTT

340 61
AVR2R4 TGTCACCCTTAATTTTCAAATGC

Avr2-like
avr2F6 AGGCTCTCGATCTTGTGCY

392 61
avr2R6 TAGCTCCTTTTGTTACCCTTACTTTGT

Avr3a
Avr3aSF GTTTAATGTGGCTGCGTTG

239 53
Avr3aR CTGAAAACTAATATCCAGTGA

ipiO
IPIOF CATCCAAGATTCGCTTTCTGTCG

266 63
IPIO1R GCTTATCGGCGTCTCTCCGG

Рис. 2. SSCP-паттерны генов вирулентности P. infestans. 
Fig. 2. Polymorphic SSCP patterns of P. infestans Avr genes.
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разцов для одного обнаружен новый “польский”
паттерн 4 этого гена.

На основе полученных SSCP-паттернов мето-
дом ближайших соседей построена дендрограм-
ма, в которой сопоставлены российские и поль-
ские образцы (рис. 4).

Как видно на этой дендрограмме, в целом рос-
сийские и польские изоляты P. infestans сформи-
ровали свои отдельные кластеры, однако восемь
российских образцов оказались в “польском”
кластере, а 10 образцов из Польши попали в “рос-
сийский” кластер. Заметим, что российские об-
разцы кластеризовались в основном в соответ-
ствии с их географическим происхождением,
образуя в “российском” кластере субкластеры для
каждой точки сбора образцов. Исключение соста-
вили образцы, собранные в точке 2 и в точке 4, ко-
торые не формировали своего субкластера, а рас-
пределились по кластерам, образованным образца-
ми из других точек. В том числе из восьми
российских образцов, попавших в “польский” кла-
стер, шесть оказалось из точки 2. Следовательно,
популяция P. infestans в точке 2 оказалась самой
полиморфной. Это можно объяснить тем, что точка
2 и точка 4 представляют собой посадки картофеля
в частном секторе, где, вероятно, не проводили си-
стематические мероприятия по защите растений
и выращивали сорта картофеля с разными набо-
рами R-генов. Все это создавало благоприятные
условия для разнообразия P. infestans.

Распределение польских изолятов на дендро-
грамме практически не связано с географическим
положением точек их сбора. Это может свиде-

тельствовать об однородности польской популя-
ции P. infestans.

Таким образом, при помощи SSCP-анализа
мы установили, что российская и польская попу-
ляции P. infestans существенно различаются меж-
ду собой на уровне полиморфизма Avr-генов; при
этом польская популяция является географиче-
ски более однородной, чем российская, для кото-
рой характерно разделение на обособленные суб-
популяции даже на территории только Москов-
ской области. Эти результаты согласуются с ранее
полученными нами данными о том, что россий-
ская популяция P. infestans из Ленинградской об-
ласти отличается от западноевропейской популя-
ции по аллельному составу Avr-генов [23]. В про-
веденном нами сравнительном исследовании мы
еще раз подтвердили обособленный характер и
независимую динамику российской популяции
P. infestans. Наблюдаемая картина может быть
связана с тем, что в России используют семена
картофеля, как произведенные в различных реги-
онах, так и ввезенные из-за рубежа. Значитель-
ную часть картофеля выращивают на приусадеб-
ных участках, где его посадки не защищены от
фитофтороза. Другим фактором может быть пе-
ренос популяции с воздушными течениями на
территории России. В Польше перенос патогена
из соседних стран ограничен из-за интенсивной
химической защиты растений.

Дальнейшим направлением исследований в
этой области может стать расширение круга изу-
чаемых Avr-генов и попытка установить взаимо-
связь между полиморфизмом этих генов и по-

Рис. 3. Частота встречаемости SSCP-паттернов Avr-генов в изученных образцах P. infestans. 
Fig. 3. Frequency of Avr SSCP-patterns in P. infestans samples under study.
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лиморфизмом других маркеров, традиционно ис-
пользуемых в популяционных исследованиях
P. infestans. Установление такой связи позволит
привлечь к сравнению данные исследований по-
пуляций P. infestans, полученные другими науч-
ными группами по всему миру и за много лет.
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Abstract—Potato late blight disease caused by the oomycete Phytophthora infestans (Mont.) de Bary remains
the most important economic and social problem of potato growing. In molecular studies of late blight, spe-
cial attention is paid to the virulence genes (Avr) of the causative agent of this disease. These genes encode
effector proteins that allow the pathogen to overcome the host’s defense system; therefore, analysis of the
composition and polymorphism of the Avr genes makes it possible to assess the virulence and aggressiveness
of P. infestans strains and changes in the genetic diversity of pathogen populations. The methods of molecular
genetic analysis of Avr genes for the early detection of new P. infestans strains and the assessment of the harm-
fulness of these strains when infecting potato varieties carrying known resistance genes to P. infestans will
make it possible to enhance the effect of chemical pesticides and predict possible yield losses of these varieties
during the epidemic development of late blight. Using a simple and reliable SSCP (single-strand conforma-
tion polymorphism) analysis, we investigated the polymorphism of P. infestans virulence genes in populations
of this pathogen from Russia and Poland and revealed differences between these populations.
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