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МОЛЕКУЛЯРНО-ГЕНЕТИЧЕСКИЕ ПОДХОДЫ В ИЗУЧЕНИИ ПОПУЛЯЦИЙ 
ВОЗБУДИТЕЛЯ БУРОЙ РЖАВЧИНЫ ПШЕНИЦЫ

Е.И. Гультяева, И.А. Казарцев
Всероссийский НИИ защиты растений, Санкт-Петербург

Исследования популяций возбудителя бурой ржавчины Puccinia triticina Erikss. имеют почти вековую историю. В 
данном обзоре проанализированы традиционные фитопатологические и современные молекулярные методические 
подходы, используемые при изучении P. triticina. Обобщены результаты анализа российских популяций P. triticina 
по признаку вирулентности и внутрипопуляционному и межпопуляционному разнообразию патогена по ДНК-
полиморфизму. Обсуждены достоинства и недостатки RAPD, AFLP и SSR анализов для популяционных исследований 
P. triticina. Представлены оригинальные результаты анализа российских популяций с использованием RAPD и SSR 
маркеров. С середины 2010 гг. для изучения микроэволюции популяций P. triticinа, обитающих на мягкой и твердой 
пшенице, подобраны SNP-маркеры. Обсуждается отработка методического подхода для оценки филогенетического 
родства между дербентскими изолятами P. triticina, полученными с видов Triticum sp. и Aegilops sp. разной плоидности, 
и актуальность его использования в популяционных исследованиях. Охарактеризованы перспективы создания и 
практического применения новых молекулярно-генетических диагностических систем для мониторинга популяций 
P. triticina, отслеживания появления новых рас, их распространения и миграции.
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Условием успешной селекции на устойчивость пше-
ницы к бурой ржавчине является не только наличие до-
статочного количества генетически разнородных доноров 
устойчивости к болезни, но и знание закономерностей 
изменчивости популяций возбудителя (Puccinia triticina 
Erikss.). Для исследования популяций Р. triticina могут 
быть использованы такие маркирующие признаки как ви-
рулентность, изозимные спектры и ДНК-полиморфизм. 

Вирулентность. История изучения популяций возбу-
дителей ржавчинных болезней началась со времени, когда 
было выяснено, что вирулентность является дифферен-
циальным признаком по отношению к сортам пшеницы и 
наследуется как обычный менделевский признак [Mains, 
Jackson, 1926; Newton, Johnson, 1932]. До настоящего вре-
мени для ржавчинных грибов – облигатных паразитов 
– вирулентность к изогенным линиям, различающимся 
по генам устойчивости, является наиболее доступным и 
информативным фенотипическим признаком [Михайлова 
и др., 2000]. До конца 1960 годов для изучения структу-
ры популяций использовали восемь сортов-дифференци-
аторов, предложенных Е.В. Mains и H.S. Jackson [1926]: 
Malakoff (ген Lr1), Carina (Lr2b=Lr22), Brevit (Lr2c=Lr23), 
Webster (Lr2a), Loros (Lr24), Mediterranean (Lr3a), Hussar 
(Lr11), Democrat (Lr3a). Затем P.L. Dyck и D.J. Samborski 
[1968] создали набор моногенных линий на основе сорта 
Thatcher. Линии получены посредством беккроссов, сход-
ны по генотипу, но отличаются по одному из генов устой-
чивости. К настоящему времени идентифицировано свы-
ше 77 Lr-генов, среди них гены c Lr1 до Lr38, а также Lr44, 
Lr45, Lr51, Lr52, Lr60, Lr64, Lr67 введены в генотип сорта 
Thatcher (TcLr), а остальные представлены в исходных 
образцах-донорах, большинство из которых не являются 
моногенными, что отражается на результатах анализа ви-
рулентности. 

Во второй половине 20-го века в различных странах, в 
том числе и России, была получена обширная информация 
о расовом составе популяций ржавчинных грибов. В 1981–
2000 гг. Л.А. Михайлова с использованием оригинального 
набора тестеров вирулентности определила существова-
ние нескольких популяций P. triticina в России и СНГ: ев-
ропейской, занимающей территорию от северо-западной 

части РФ до Поволжья, азиатской (Урал, Казахстан, Запад-
ная Сибирь), кавказской (Грузия, Азербайджан, Дагестан, 
Северная Осетия, Чечено-Ингушетия) и дальневосточной 
[Михайлова, 2006]. В этот же период различия между 
кавказской и европейской популяциями гриба показаны 
Г.К. Сорокиной с соавторами [1990], а между европей-
ской и среднеазиатской А. Амановым [1984]. Дифферен-
циация между европейскими и азиатскими популяциями 
P. triticina сохранялась и последующий период [Гультяева 
и др., 2009; 2015; Коваленко и др., 2010, 2012]. 

Следует отметить, что на результаты анализа вирулент-
ности и частоту встречаемости фенотипов существенное 
влияние оказывает наличие генов устойчивости в растени-
и-хозяине, что обуславливает направленный селективный 
отбор. Например, в США D.L. Long с соавторами в 2000 г. 
[2002] отмечали, что встречаемость изолятов, вирулент-
ных к Lr9 в штатах, где выращивались сорта с данным 
геном, была равна 7–28 %, а в штатах, где эти сорта отсут-
ствовали, частота таких изолятов была 0–1 %. Аналогич-
ные результаты по вирулентности к Lr9 получены нами и 
для российских популяций [Гультяева и др., 2009, 2015]. 
Вирулентность к Lr9 в Уральском и Западно-Сибирском 
регионах, где широко выращиваются сорта с этим геном, 
была существенно выше, чем в европейских и северокав-
казских. Аналогичная ситуация отмечается по вирулент-
ности к Lr19 для волжских популяций патогена, где скон-
центрированы сорта, защищенные данным геном. 

Изозимные спектры. В 1980–1990 гг. для анализа по-
пуляций возбудителя бурой ржавчины были апробирова-
ны неселективные биохимические маркеры, в частности 
электрофоретические спектры изозимов. При исполь-
зовании изозимного анализа для изучения популяций P. 
triticina и P. graminis в Австралии был выявлен низкий 
уровень полиморфизма и гетерозиготности по изозимным 
системам у обоих видов грибов, по сравнению с анали-
зом вирулентности [Burdon et al., 1983]. J.J. Burdon и A.P. 
Roelfs [1985] выявили вариабельность по одному из деся-
ти изозимных локусов у изолятов P. triticina из Северной 
Америки. Только два изозимных генотипа были опреде-
лены в наборе из 45 изолятов, принадлежащих к девяти 
различным фенотипам вирулентности. В целом популяция 
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патогена из Северной Америки, также как и Австралии, 
имела низкую изозимную вариабельность, что указывает 
на определенное ограничение в использовании изозимов 
для характеристики популяций возбудителя бурой ржав-
чины.

ДНК-полиморфизм: RAPD анализ. С середины 1990 г. 
были предприняты попытки диверсифицировать подходы 
изучения структуры популяций с использованием моле-
кулярных маркеров. Одним из первых для этого был ис-
пользован RAPD анализ (cлучайно амплифицированная 
полиморфная ДНК). Данный метод основан на полимераз-
но-цепной реакции (ПЦР) ДНК организма со случайными 
короткими (10 н.п.) олигонуклеотидами (праймерами) с 
последующим фракционированием амплифицированных 
фрагментов ДНК при помощи электрофореза. Для RAPD 
анализа достаточно очень малого количества ДНК (изме-
ряемого в нг), не требующего дополнительной очистки. 
Также не требуется знания нуклеотидной последователь-
ности тестируемой ДНК для конструирования праймеров, 
поскольку используют праймеры со случайной нукле-
отидной последовательностью. RAPD-метод позволяет 
оценить большое количество изолятов за сравнительно 
короткое время [Михайлова и др., 2003]. 

RAPD маркеры для изучения популяций P. trititcina 
впервые были использованы в Северной Америке в сере-
дине 1990 годов [Kolmer et al.,1995]). Было подтверждено 
предположение о наличии в Канаде двух географических 
популяций патогена, выдвинутое по результатам много-
летнего мониторинга вирулентности. В последующий пе-
риод (1995–2000 гг.) аналогичные исследования были про-
ведены в Западной Европе [Park et al., 2000]. Также была 
проанализирована обширная коллекция P. triticina, вклю-
чающая изоляты из Австралии, Новой Зеландии, Европы, 
Америки, Азии и Африки [Kolmer, Liu, 2000] и показана 
разная степень сходства между ними. 

Российские популяции возбудителя бурой ржавчины 
также были изучены с использованием RAPD-маркеров. 
О. А. Кудинова [2011] с использованием трех RAPD прай-
меров (UBS 450, UBS 517 и ОРА 18) оценила полимор-
физм популяций возбудителя бурой ржавчины, собранных 
в Северо-Кавказском регионе в 2007–2009 гг. и показала 
различия между образцами популяций в разных зонах. До-
полнительно ею был проведен сравнительный анализ по-
пуляций патогена из Северного Кавказа и Ленинградской 
области, в результате которого выявлены существенные 
различия между географическими коллекциями патогена 
[Кудинова и др., 2010]. Более масштабные исследования 
российских популяций с использованием RAPD маркеров 
проведены в ВИЗР [Gultyaeva et al., 2012]. C использова-
нием шести RAPD и одного УП праймера охарактеризо-
вано 417 монопустульных изолятов P. triticina, собранных 
с мягкой пшеницы в семи регионах РФ в 2007 г. Сходный 
уровень разнообразия российских популяций патогена 
по признаку вирулентности и молекулярному полимор-
физму был определен в данных исследованиях. Соглас-
но анализам вирулентности и RAPD высоким сходством 
характеризовались популяции Западной Сибири и Урала, 
что объясняется выращиванием в этих регионах генети-
чески сходных сортов. Образцы северокавказских популя-
ций и центрально-европейских существенно отличались 
от северо-западных, западно-азиатских и волжских по 

вирулентности. По RAPD полиморфизму центрально-ев-
ропейские изоляты кластеризовались независимо от се-
верокавказских, северо-западных и западносибирских, 
как это было установлено и по признаку вирулентности 
[Gultyaeva et al., 2012]. Дополнительно, с использовани-
ем RAPD маркеров было проведенo расширенное изуче-
ние популяций P. triticina в Северо-Западном регионе РФ 
в 2007 г. [Гультяева и др., 2011]. Среди 139 проанализи-
рованных изолятов выявлено 35 фенотипов вирулентно-
сти и 37 молекулярных. Сравнительный анализ выявил 
значимые различия между псковскими, новгородскими и 
ленинградскими субпопуляциями P. triticina по призна-
ку вирулентности, что было обусловлено влиянием со-
ртов – источников инфекционного материала, собранных 
преимущественно на ГСУ в Псковской и Ленинградской 
областях и на производственных посевах в Новгородской 
области. Молекулярный анализ показал приблизительно 
сходный уровень внутрипопуляционного генетического 
разнообразия трех популяций и не выявил значимых раз-
личий в степени сходства между парами популяций. Сход-
ство изолятов по молекулярным маркерам подтвердило 
общее генетическое единство изученных северо-западных 
субпопуляций и указывало на определенную нейтраль-
ность RAPD маркеров при анализе популяций, по сравне-
нию с признаком вирулентности. 

ДНК-полиморфизм: AFLP анализ Высокая чувстви-
тельность RAPD маркеров к изменениям условий реакций 
и возможность сравнения только фрагментов амплифи-
кации из одной ПЦР реакции является ограничением для 
широкого использования данного метода в популяцион-
ных исследованиях. В начале 2000 годов для анализа по-
пуляций возбудителя бурой ржавчины был использован 
AFLP анализ (полиморфизм длин амплифицированных 
ДНК-фрагментов). AFLP маркеры, как и RAPD, относятся 
к группе доминантных маркеров. Преимуществом AFLP, 
по сравнению с RAPD, является воспроизводимость ре-
зультатов и уровень выявления полиморфизма. Однако для 
его проведения требуются более дорогие расходные мате-
риалы. F.J. Keiper с соавторами [2003] сравнили информа-
тивность молекулярных маркеров полученных методами, 
основанными на ПЦР (AFLP, SAM (селективно амплифи-
цированные сателлиты), S-SAP (полиморфизм специфич-
но амплифицированных последовательностей ДНК)) для 
идентификации видов ржавчинных грибов и изучения их 
внутрипопуляционного разнообразия. Был сделан вывод, 
что все маркеры удовлетворительно дифференцировали 
виды грибов, однако разнообразие внутри групп изолятов 
одного вида, определяемое всеми этими методами, было 
низким. С использованием AFLP маркеров проведены 
ограниченные исследования популяций Р. triticina в Кана-
де [Kolmer, 2001], в Германии и Эфиопии [Mebbrate et al., 
2006], и Иране [Dadrezaie et al., 2013]. Из-за дороговизны 
и методических сложностей, которые могут ограничить 
воспроизводимость результатов при проведении AFLP–
анализа, данный метод не получил массового применения 
в популяционных исследованиях возбудителя бурой ржав-
чины пшеницы. 

ДНК-полиморфизм: микросателлитный анализ 
(SSR). Наибольший прорыв в молекулярных исследо-
ваниях P. triticina произошел в 2003–2007 гг., чему спо-
собствовало секвенирование ДНК нескольких изолятов 
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гриба [Duan et al., 2003], выявление микросателлитных 
повторов в геноме патогена и конструирование на основе 
этого SSR-праймеров, эффективных в определении вну-
тривидового полиморфизма популяций данного патогена 
[Szabo, Kolmer, 2007]. SSR (микросателлитные) маркеры 
являются кодоминантными и могут выявлять различия 
между гомозиготными и гетерозиготными генотипами, 
по сравнению с RAPD и AFLP-маркерами. С использо-
ванием подобранных SSR-маркеров был изучен молеку-
лярный полиморфизм популяций P. triticina в Северной 
и Южной Америке [Ordonez, Kolmer, 2009; Ordonez et al., 
2010], в Западной Европе [Goyeau et al., 2007; Mantovani 
et al., 2010; Kolmer et al., 2013], в Средней и Центральной 
Азии и Закавказье [Kolmer, Ordonez, 2007; Kolmer et al., 
2011]. Результатом этих исследований в Северной и Юж-
ной Америке явилось определение источника первичного 
появления гриба на двух континентах и направлений его 
дальнейшего распространения, а также оценка влияния 
генетически разнородных сортов пшеницы на диффе-
ренциацию популяций гриба. Полученные сведения по-
зволили охарактеризовать микроэволюцию P. triticina на 
территории Северо- и Южноамериканского континентов 
и разработать комплексную стратегию защиты пшеницы 
от бурой ржавчины. Исследования западно-европейских 
популяций позволили оценить влияние генетически раз-
нородных сортов пшеницы, выращиваемых в разных стра-
нах Европы, на молекулярно-генетическую изменчивость 
популяции, определить пути миграции изолятов как в пре-
делах Европы, так и из вне. Был показан возможный занос 
спор патогена в Западную Европу с Ближнего Востока, в 
том числе и из Турции [Kolmer et al., 2011]. Подтверждено 
высокое сходство по микросателлитным локусам между 
образцами кавказских популяций, обитающих на терри-
тории Азербайджана Грузии и Армении, и их родство с 
среднеазиатскими популяциями, собранными на террито-
рии Узбекистана, Таджикистана и Киргизстана. Популя-
ции Северного и Южного Казахстана дифференцирова-
лись от кавказских и среднеазиатских, что обусловлено 
наличием географического барьера (Тянь-Шанских гор), 
препятствующих заносу спор на территорию Казахстана 
[Kolmer, Ordonez, 2007]. 

Российские популяции P. triticina по полиморфизму ми-
кросателитных локусов были охарактеризованы в Сereal 
Diseases Laboratory (США) [Kolmer et al., 2015] и в ВИЗРе 
[Гультяева и др., 2017]. J.A. Kolmer с соавторами [2015] 
изучили коллекции патогена, собранные в 4 регионах РФ: 
Центральном (Курская, Липецкая, Тамбовская, Москов-
ская, Тульская обл.), Северокавказском (Краснодарский 
край), Западно-Сибирском (Новосибирская, Омская обл.), 
Нижневолжском (Саратовская обл.) и Волго-Вятском (Ки-
ровская обл.) в 2006–2010 гг. В этих исследованиях не вы-
явлено дифференциации между европейскими и азиатски-
ми популяциями, но показано существование двух групп 
изолятов P. triticina, распространенных по всей террито-
рии России. 

В ВИЗР была охарактеризована более широкая по гео-
графическому происхождению коллекция. Она включала 
изоляты, собранные в 2007–2014 гг. в девяти регионах РФ: 
Северокавказском (Дагестан, Краснодарский, Ставрополь-
ский край), Северо-Западном (Калининградская, Псков-
ская, Ленинградская, Новгородская обл.), Центральном 

(Смоленская, Владимирская, Брянская, Тульская обл.), 
Центрально-Черноземном (Курская, Липецкая, Воронеж-
ская, Тамбовская, Белгородская обл.), Западно-Сибирском 
(Томская, Омская, Кемеровская, Новосибирская, Тюмен-
ская обл., Алтайский край), Уральском (Курганская, Орен-
бургская, Челябинская обл., Башкортостан), Нижневолж-
ском (Саратовская обл.), Средневолжском (Самарская 
обл.) и Волго-Вятском (Нижегородская обл., Чувашия) 
Дополнительно в анализ были включены коллекции па-
тогена из Северного и Южного Казахстана. Значения ин-
дексов генетических расстояний между популяциями (Fst, 
Rst, KBm) по микросателлитным маркерам указывали на 
дифференциацию изолятов P. triticina по географическо-
му происхождению на три группы: 1) западноазиатские, 
2) европейские, 3) северокавказские. Северокавказские 
изоляты из Краснодарского и Ставропольского краев ха-
рактеризовались меньшими различиями с европейскими, 
чем дагестанские. В целом микросателлитные маркеры по-
казали высокую результативность в оценке генетического 
полиморфизма популяций P. trititcina и дифференциации 
их по географическому происхождению. Проведенный 
анализ подтвердил ранее выдвинутое на основании ана-
лиза вирулентности предположение о наличии в России 
нескольких популяций гриба [Михайлова, 2006; Гультяева 
и др., 2017]. 

При проведении SSR анализа в лаборатории миколо-
гии и фитопатологии ВИЗР и в Cereal Diseases Laboratory 
[Kolmer et al., 2015] были использованы сходные исследо-
вательские подходы. Использован единый набор микроса-
теллитных маркеров и протоколы проведения ПЦР [Duan 
et al., 2003; Szabo, Kolmer, 2007]. Для осуществления фраг-
ментного анализа в ВИЗР был использован генетический 
анализатор ABI Prism 3500 («Applied Biosystems», США, 
«Hitachi», Япония). Размеры SSR аллелей определяли в 
программе GeneMapper 4.1. В Cereal Diseases Laboratory 
для этих целей использовали прибор 4200 DNA Analyzer 
или 4300 DNA Analyzer («LI-COR», США). Поэтому на-
блюдались некоторые различия в методиках подготовки 
и реализации экспериментов в зависимости от особенно-
стей используемого оборудования. Также были небольшие 
различия в типах использованных флуоресцентных краси-
телей и маркеров длин, что практически не влияет на каче-
ство и сопоставимость результатов, полученных разными 
лабораториями.

В качестве стандарта длины мы использовали маркер 
LIZ450 (Синтол). Используемые маркеры были помечены 
флуоресцентными красителями: FAM (карбоксифлуорес-
цеин), ROX (карбокси-Х-родамин), TAMRA (тетраме-
тилкарбоксиродамин), R6G (6-Карбоксиродамин) и HEX 
(4,7,2′,4′,5′,7′-гексахлоро-6-карбоксифлуоресцеин). Это 
позволяло провести мультиплексный анализ изолятова од-
новременно по несколькими маркерам (рис. 1). Основным 
условием при этом являлось использование флуоресцент-
ных меток разных цветов, либо и подбор маркеров разной 
длины. Такой подход позволял сэкономить время и финан-
совые затраты (ПЦР продукта) на проведение микросател-
литного анализа и подобрать оптимальную концентрацию 
пробы, которая своим свечением не заглушала свечение 
стандарта длины, пики не перекрывались и четко визуали-
зировались в программе GeneMapper. 
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Рисунок 1. Фрагментный анализ P. triticina с маркерами 
PtSSR173 (212 п.н.), PtSSR61 (294 п.н., 300 п.н.),  

PtSSR152 (389 п.н.).  
По оси абсцис – шкала размера фрагмента, по оси ординат – 

шкала интенсивности флуоресценции

Различия в результатах дифференциации российских 
популяций возбудителя бурой ржавчины в двух выше-
описанных работах [Kolmer et al., 2015; Гультяева и др., 
2017] могут быть обусловлены разной представленностью 
изученных коллекций изолятов по происхождению и вре-
мени сбора. В исследованиях ВИЗР использован инфек-
ционный материал более широкого географического про-
исхождения, в котором доминировали изоляты, собранные 
в 2011–2014 гг. (75 %), а в исследованиях Cereal Diseases 
Laboratory в 2006–2010 гг.

Наряду с вышеописанными микросателлитными мар-
керами в литературе имеются сведения о других, создан-
ных с использованием базы данных маркерных экспресси-
руемых последовательностей (EST). Х. Wang с соавторами 
[2010] в результате анализа 7134 EST из библиотек кДНК 
P. triticina отобрали 204 EST-SSRs с минимальным чис-
лом повторяющихся нуклеотидов, которые содержали 
короткие ди- и тринуклеотидные повторы. На их основе 
были сконструированы маркеры, которые характеризова-
лись высоким полиморфизмом и информативностью при 
изучении канадских популяций P. triticinia. Сравнение 
результатов анализа вирулентности и микросателлитного 
показало их высокую корреляцию. Показана эффектив-
ность использования EST библиотек для подбора инфор-
мативных молекулярных маркеров в генетических иссле-
дованиях P. triticina. Аналогичные по типу маркеры были 
подобраны для изучения популяций P. triticina в Турции 
[Sipahi et al., 2015]. 

ДНК-полиморфизм: SNP анализ. Все вышеописанные 
молекулярные маркеры используются для оценки внутри-
популяционной и межпопуляционной генетической из-
менчивости P. triticina. Однако наряду с мягкой пшеницей 
в вегетативной фазе возбудитель бурой ржавчины может 
существовать и на других культурных и диких злаках из 
родов Triticum, Aegilops, Elymus, Bromus и др. [Bolton et al., 
2008]. Показано, что SSR генотипы P. triticina, выделен-
ные с Aе. speltoides в Израиле, существенно отличались от 

изолятов с мягкой и твердой пшеницы. Изоляты P. triticina 
на твердой пшенице были менее вариабельны по микро-
сателлитным локусам, и значимо отличались от изолятов 
с мягкой [Ordoñez, Kolmer, 2007]. В связи с этим возникла 
необходимость проанализировать дивергенцию и адапта-
цию гриба P. triticina к видам-хозяевам разной плоидности 
[Liu et al., 2014]. Основная гипотеза состояла в том, что 
изоляты P. triticina на Aе. speltoides представляют более 
раннюю эволюционную форму, а изоляты, вирулентные 
к твердой пшенице имеют происхождение от изолятов с 
мягкой пшеницы. Для проверки этой гипотезы был раз-
работан новый методический подход с использованием 
секвенирования интрон-содержащих участков гена субъ-
единицы РНК-полимеразы (RPB2), информативных для 
рода Puccinia SSR-локусов, а также анонимных гиперва-
риабильных участков генома [Liu et al., 2014]. Все после-
довательности и праймеры были получены и проверены 
относительно имеющихся для P. triticina геномных библи-
отек. В SNP анализе (однонуклеотидный полиморфизм) 
использовали 48 изолятов с мягкой пшеницы широкого 
географического происхождения (Центральная Азия, Ев-
ропа, Ближний Восток, Северная и Южная Америка, Но-
вая Зеландия), 20 изолятов с твердой пшеницы (Ближний 
Восток, Эфиопия, Европа, Серная и Южная Америка) и 2 
изолята с Aе. speltoides (Израиль). В качестве аутгруппы 
для филогенетического и коалесцентного анализа в иссле-
дования включили 2 изолята P. persistens, собранных в Че-
хии и Швеции на пырее (Elymus repens). В результате ана-
лиза 15 полиморфных локусов показано, что сопряженная 
эволюция P. triticina шла по вектору Ae. speltoides (донор 
генома B и цитоплазмы аллополиплоидных рядов пше-
ницы) – T. durum (эфиопские формы) – T. aestivum [Liu et 
al., 2014]. Для других изолятов гриба с твердой пшеницы, 
имеющих широкое географическое происхождение, по-
казана относительно недавняя дивергенция из популяций 
патогена, обитающих на мягкой пшенице. На филогене-
тическом древе изоляты с T. durum отдельной группой во-
шли в общий кластер с изолятами, полученными с мягкой 
пшеницы. Сделан вывод, что по относительной времен-
ной шкале дивергенция P. triticinia по специфичности к 
растению-хозяину произошла не очень давно. Значитель-
ный генный поток был определен между всеми популяци-
ями патогена на мягкой и твердой пшенице, в том числе и 
эфиопскими [Liu et al., 2014].

Изучение популяций P. triticina, обитающих на раз-
ных видах-хозяевах, проводится и в России. На Дагестан-
ской опытной станции ВИР (ДОС ВИР), расположенной 
в Южном Дагестане (Дербентский район) ежегодно изу-
чается генетически разнообразная коллекция пшениц и 
эгилопсов, которая в целом представляет генофонд устой-
чивости к бурой ржавчине. Данный регион относится к 
Переднеазиатскому центру происхождения пшениц и ее 
патогенов, соответственно, и является уникальным для 
изучения взаимоотношений в патосистеме паразит – хо-
зяин. Вокруг станции произрастают дикие злаки, в том 
числе, виды пырея и эгилопсов, восприимчивые к бурой 
ржавчине. Осенний посев пшеницы и теплая зима создают 
благоприятные условия для перезимовки и воспроизведе-
ния популяции патогена [Дмитиев и др., 1976; Михайлова 
и др., 1997]. Имеется мнение [Бердянд-Кожевников и др., 
1978], что основной (материнской) популяцией P. triticina 
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в этом регионе является совокупность клонов паразита, 
обитающих в течение года на пырее и других многолетних 
злаках. Изучение генотипического состава клонов гриба, 
собранных с дикорастущих злаков в южном Дагестане в 
1970–1972 гг., показало их высокое разнообразие по при-
знаку вирулентности [Бердянд-Кожевников и др., 1978; 
Михайлова, 2006]. Высокий полиморфизмом по вирулент-
ности отмечен и у дербентских изолятов P. triticina на ви-
дах Triticum и Aegilops выращиваемых на ДОС ВИР [Бер-
дянд-Кожевников и др., 1978; Михайлова, 2006; Gultyaeva 
et al., 2016]. Изоляты с тетраплоидных видов характери-
зовались меньшим числом аллелей вирулентности, по 
сравнению с изолятами с гексаплоидных видов и с дипло-
идного Ae. tauschii. В 2014 г. в ВИЗР эти исследования до-
полнены использованием SSR маркеров [Gultyaeva et al., 
2018]. Показано, высокое сходство по микросателлитным 
локусам между изолятами патогена на гексаплоидных ви-
дах пшеницы и их отличие от изолятов на тетраплоидных 
видах T. aethiopiсum, T. turaniсum и T. dicоccum (геном 
BВAuAu) [Gultyaeva et al., 2018]. 

Отработка методики проведения SNP анализа для 
изучения российских популяций P. triticina. В связи с 
подбором новой группы маркеров (SNP) для анализа воз-
будителя бурой ржавчины, представляло интерес оценить 
филогенетическое родство и дивергенцию дербентских 
изолятов P. tritina на разных видах-хозяевах (Triticum и 
Aegilops). Для этого требовалось отработка методиче-
ских подходов постановки SNP анализа. Для изучения 
полиморфизма дагестанских изолятов P. triticina проте-
стированы 11 маркеров, представленных в исследова-
ниях М. Liu с соавторами [2014]: RPB2, ctg1, ctg5, ctg9, 
ctg10/2, ctg10/3, ctg12, ctg34, ctg47, ctg67, ctg84. Для пред-
варительного анализа использовали изоляты P. trititicina, 
полученные с трех тетраплоидных видов T. turanicum, 
T. aethiopicum, Ae. crassa и с пяти гексаплоидных видов 
T. spelta, T.vavilovii, T. petropavlovskyi, T. macha, T. aestivum. 
Оптимизации протокола ПЦР включала подбор реактивов 
(полимераза разных фирм-производителей) и условий ам-
плификации. В результате отобрано 6 стабильно ампли-
фицирующихся маркеров (RPB2, ctg1, ctg5, ctg34, ctg67, 
ctg84). Эти маркеры были протестированы с использова-
нием расширенной коллекции, включающей изоляты па-
тогена с 15 разных видов Aegilops и Triticum. 

Для отработки методики подготовки проб к секвениро-
ванию использовали 24 изолята P. triticina, полученные с 
разных видов Triticum и Aegilops в Дагестане, Новосибир-
ске и Северном Казахстане (рис. 2). Ввиду особой слож-
ности изучаемого объекта, а именно по причине того, что 
клетки P. triticina являются гетерокарионами и необходи-
мо снизить вероятность неверного прочтения при анализе 
гетерозиготных локусов, нами были предъявлены повы-
шенные требования к качеству получаемых нуклеотидных 
последовательностей. 

Секвенирование полученных ампликонов было про-
ведено методом обрыва цепи по Ф. Сэнгеру [1977]. Наи-
лучшие результаты получены по трем локусам сtg1, ctg5, 
ctg84. Для других локусов и гена RPB2 качество результа-
тов нуклеотидной последовательности было неудовлетво-
рительным ввиду высокой неспецифичности ПЦР, которая 
наблюдалась и у предыдущих исследователей [Liu et al., 
2014]. Это существенно лимитирует использование дан-

ного метода. Нуклеотидные последовательности каждого 
локуса для отдельного изолята были конкатенированы 
в программе Sequence Matrix v1.7.8 [Vaidya et al., 2011]. 
Филогенетическое дерево для мультилокусных после-
довательностей было построено с помощью программы 
MrBayes v3.2, с использованием модели нуклеотидных 
замен GTR+G+I и генерации 1×106 марковских цепей 
[Huelsenbeck, Ronquist, 2001]. Полученные нами дан-
ные SNP анализа для 24 российских изолятов сравнили с 
представленными M. Liu с соавторами [2014] (рис. 2) для 
изолятов с мягкой и твердой пшеницы широкого геогра-
фического происхождения. Исходные последовательно-
сти маркеров ctg1, ctg5 и ctg84 для референсных изолятов 
были получены из Генбанка. 

Как и в исследованиях M. Liu с соавторами, на диа-
грамме выделено 2 существенно различающихся кластера. 
В первый вошли эфиопские изоляты с твердой пшеницы, 
во второй все изученные нами и дополнительно включен-
ные в анализ. Внутри второго кластера наблюдалась диф-
ференциация на 2 субкластера. Первый был представлен 
североамериканским изолятом с твердой пшеницы. Во 
втором субкластере наблюдалась умеренная дифферен-
циация. Большинство дербентских изолятов P. triticina и 
чешский с мягкой пшеницы характеризовались высокой 
степенью сходства. Умеренно дифференцировались от 
них новосибирские изоляты с T. aestivum и T. dicoccoides 
и азербайджанский с T. aestivum и ближе к ним по сход-
ству были алтайские изоляты с T. aestivum, североамери-
канский с мягкой пшеницы и дербентские с Ae. tauschii 
и T. spaerococcum. Предварительные результаты изучения 
российских популяций указывают на высокое филогене-
тическое сходство между дербентскими изолятами, полу-
ченными с разных видов-хозяев. В целом полученные ре-
зультаты филогенетического анализа согласуются с М. Liu 
с соавторами [2014]. Однако для повышеня достоверно-
сти сравнения необходимо использование большего числа 
маркеров, для которых в нашем исследовании не удалось 
получить стабильных результатов SNP анализа. 

Полногеномное секвенирование. Возбудитель ржав-
чины гриб P. triticina имеет высокий эволюционный по-
тенциал, что подразумевает проведение постоянного 
мониторинга популяций патогена и дальнейшее совер-
шенствование методов его изучения. В современный пе-
риод ведутся активные работы по полногеномному секве-
нированию ржавчинных грибов (whole genome sequencing) 
[Kolmer, 2013; Wu et al., 2017]. Первые попытки использо-
вания данного подхода предприняты в Австралии для кар-
тирования 20 изолятов, маркированных вирулентностью/
авирулентностью к Lr20 [Wu et al., 2017]. В результате 
полногеномного ассоциативного анализа идентифициро-
вано 302 гена, содержащих как минимум один SNP, свя-
занный с вирулентностью Lr20 (p <0.05). Критерий Вил-
коксона для парных (несвязанных) выборок показал, что 
разница в количестве несинонимических мутаций между 
группами невирулентных и вирулентных изолятов была 
значима (p<0.05). В целом SNP анализ показал потенци-
альную вовлеченность эпигенетических механизмов в 
патогенез P. triticina. В связи с этим, дальнейшие иссле-
дования будут направлены на выявление биологических 
функций предполагаемых эффекторов и механизмов ре-
гуляции генов на эпигенетическом и посттранскрипцион-
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ном уровнях. В недалеком будущем, несомненно, это при-
ведет к разработке новых диагностических SNP маркеров, 
которые в режиме реального времени позволят провести 
быстрое обнаружение новых рас и позволят отслеживать 
их распространение и миграцию. Однако, для мониторин-

га появления новых агрессивных рас и изучения эффек-
тивности Lr-генов устойчивости, основная информация 
может быть получена только с использованием признака 
вирулентности. Молекулярные маркеры более актуальны 
в фундаментальных исследованиях. 

Работа выполнена при поддержке гранта Российского научного фонда (проект №14-26-00067).
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MOLECULAR-GENETIC APPROACHES TO STUDYING WHEAT LEAF RUST POPULATIONS 
E.I. Gultyaeva, I.A. Kazartsev

All-Russian Institute of Plant Protection, St. Petersburg, Russia
Population studies of the leaf rust agent Puccinia triticina Erikss. have a long-time history. This review describes the 

traditional phytopathological and modern molecular methodological approaches used in P. triticina studies. The results of the 
analysis of P. triticina Russian populations according with virulence and intrapopulation and interpopulation diversity studies of 
the pathogen by DNA polymorphism are summarized. The advantages and disadvantages of RAPD, AFLP and SSR analyses for 
studies of P. triticina populations are discussed. The original results of analysis of P. triticina populations using RAPD and SSR 
markers are presented. Since the middle of 2010, new SNP markers have been developed for coevolution studies in P. triticina 
populations existed on the common and durum wheats. The possibility and perspective of using a new methodological approach 
for assessing the degree of phylogenetic relationship between Derbent isolates of P. triticina obtained from Triticum sp. and 
Aegilops sp. different ploidy are discussed. Prospects for the creation and practical use of new molecular genetic diagnostic 
systems for monitoring populations, tracking the emergence of new races, their distribution and migration are presented.

Keywords: Puccinia triticina; RAPD; SNP; SSR marker; virulence; Lr-gene.
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