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Аннотация 

Фитопатогенные представители Fusarium oxysporum могут поражать более 120 ви-

дов культурных растений и представляют серьезную опасность для мирового сельского 

хозяйства. Большое количество специальных форм, патогенных к разным видам растений, 

указывает на быструю адаптацию F. oxysporum к новым хозяевам. Основой такой адап-

тивности может являться пластичность геномов штаммов этого вида, возникающая, в том 

числе, из-за активности транспозибельных элементов. Исследованы изменения в количе-

стве транспозибельных элементов II класса у штамма F. oxysporum f. sp. radicis-

cucumerinum V03-2g. Показано, что при многократных пассажах количество всех изучен-

ных транспозибельных элементов увеличилось, тогда как у исходного штамма, хра-

нившегося в замороженном виде, количество транспозонов было сравнимо с таковым 

у томатного патогена F. oxysporum f. sp. radicis-lycopersici ZUM2407. Кроме того, у му-

тантных вариантов штамма V03-2g с расширенным кругом хозяев наблюдались разнона-

правленные изменения в количестве транспозибельных элементов, что указывает на воз-

можность перестроек генома F. oxysporum в течение относительно короткого периода. 

Ключевые слова: Fusarium oxysporum, специальная форма, транспозоны, IGS, ко-

личественная ПЦР 

Введение 

Представители вида Fusarium oxysporum (Fox) часто являются возбудите-

лями заболеваний растений [1, 2], снижая урожайность культур и ухудшая ка-

чество растительной продукции за счет выделения токсинов, опасных для чело-

века, животных и растений [3]. Фитопатогенные штаммы Fox делят на специаль-

ные формы (forma specialis) в зависимости от растения-хозяина и симптомов за-

болевания: корневые гнили или поражение сосудов; в настоящее время описано 

около 150 специальных форм [2, 4]. Наличие большого количества специальных 

форм может свидетельствовать о быстрой адаптации фитопатогенных штаммов 

Fox к новым хозяевам. Поскольку половой процесс, который является причи-

ной изменчивости у многих высших организмов, для этого вида не был описан 

ни в природных ни в лабораторных условиях [5], изменчивость у Fox может 

быть обусловлена мобильными элементами [6]. Так, у штаммов Fox обнаруже-

ны хромосомы патогенности, при переносе которых непатогенные штаммы 
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становятся фитопатогенами [5]. На данных хромосомах располагаются гены, 

обусловливающие патогенность к тем или иным растениям, кроме того, эти 

дополнительные хромосомы несут в себе большое количество транспозибель-

ных элементов [7], которые могут являться причиной геномных перестроек [6].  

Целью настоящего исследования являлось изучение изменения в количестве 

транспозибильных элементов штамма Fusarium oxysporum f. sp. radicis-cucume-

rinum V03-2g и его производных мутантов с расширенной патогенностью. 

Материалы и методы 

Штаммы и условия культивирования. В работе были использованы 

штаммы Fusarium oxysporum f. sp. radicis-cucumerinum (Forc) V03-2g и Fusarium 

oxysporum f. sp. radicis-lycopersici (Forl) ZUM2407 [8], патогенные к растениям 

огурцов и томатов соответственно. Кроме того, были исследованы мутанты 

штамма V03-2g с расширенной фитопатогенностью: SB1, SB2 и SB3, которые 

способны поражать растения как огурцов, так и томатов. 

Штаммы Fusarium oxysporum хранили замороженными в 30%-ном глице-

рине при –80 °С. При необходимости штаммы культивировали на агаризован-

ной среде Чапека (Difco, США) при 28 °С с добавлением цефтриаксона (ОАО 

«Синтез», г. Курган, РФ) в концентрации 100 мкг/мл для предотвращения бак-

териального загрязнения.  

Выделение ДНК. Для выделения ДНК биомассу микромицетов выращивали 

на стерильной фильтровальной бумаге, выложенной на поверхность агара Чапека. 

После того, как гифы гриба полностью покрывали фильтровальную бумагу и 

выходили за ее пределы, фильтровальную бумагу с гифами снимали с поверх-

ности чашки Петри и переносили в ступку с жидким азотом, после чего пере-

малывали пестиком до состояния гомогенного порошка, постоянно приливая 

жидкий азот для охлаждения. Порцию перемолотой массы  весом 100 мг пере-

носили в пробирку типа эппендорф объемом 2 мл, содержащую 1 мл 2%-ного 

бромида гексадекатриметиламмониума, 100 мM Tris-HCl (pH 8.0), 1.4M NaCl и 

20 мM EDTA, поставленные ООО «Компания Хеликон» (г. Москва, РФ), и ин-

кубировали при 60 °С в течение 20 мин. К смеси приливали 500 мкл хлороформа 

(ЗАО «База № 1 Химреактивов», г. Москва, РФ) и перемешивали переворачи-

ванием в течение 1 мин. Для разделения фаз пробирки центрифугировали при 

13000 об./мин в течение 5 мин. Верхнюю фазу объемом 500 мкл отбирали в но-

вую пробирку и приливали к ней 300 мкл (0.6 объема) изопропилового спирта. 

После перемешивания пробирки центрифугировали при 13000 об./мин в течение 

5 мин. Осадки дважды промывали 70%-ным этанолом и высушивали. Далее 

осадки растворяли в 100 мкл буфера STE pH 8.0 с добавлением РНКазы (Thermo, 

США) в концентрации 2 мг/мл при 60 °С в течение 20 мин. Для дальнейшей 

очистки использовали набор Cleanup mini (ООО «Евроген», г. Москва, РФ) в 

соответствии с рекомендациями производителя. Концентрацию и чистоту ДНК 

определяли с помощью прибора NanoDrop 2000 (Thermo, США) при длине 

волны 260 и 280 нм.  
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Разработка праймеров. Для разработки праймеров использовали про-

граммный пакет Clone Manager 9 (Scientific and Educational Software, США) и 

нуклеотидные последовательности транспозибельных элементов из базы дан-

ных GenBank. При создании пары праймеров учитывали размер амплифициру-

емого фрагмента и температуру отжига праймеров (табл. 1). 

Количественная ПЦР. Для определения представленности транспозонов в 

геноме изучаемых штаммов использовали метод количественной ПЦР. В каче-

стве матрицы использовали геномную ДНК микромицетов. Каждый препарат 

амплифицировали в трех повторах. Смесь для амплификации объемом 25 мкл 

представляла собой смесь qPCRmix-HS SYBR (ООО «Евроген», г. Москва, РФ) 

с добавлением 10 пМ каждого из праймеров (табл. 1) и 50 нг матричной ДНК, 

выделенной из исследуемых штаммов. Режим амплификации состоял из пред-

варительной денатурации при 95 °С в течение 5 мин, за которой следовало 

40 циклов в режиме 95 °С в течение 10 с и отжиг/элонгация 20 с с последую-

щим измерением флюоресценции при длине волны для красителя SYBR Green. 

Для построения кривой плавления флюоресценция измерялась в интервале 

температур 65 °С до 95 °С с шагом 0.5 °С. Сравнение производили только в об-

разцах, демонстрировавших сходные пики в кривых плавления. Для построения 

калибровочной кривой использовали разведения очищенного фрагмента гена 

5.8S рРНК – 5 нг, 500 пг, 50 пг, 5 пг, 500 фг, 50 фг, 5 фг, которые амплифициро-

вали также в трех повторах. Таким образом, получаемые данные являются коли-

чеством гена 5.8S рРНК в 10 нг тотальной ДНК микромицета. (табл. 1).  

Результаты и их обсуждения 

Вид Fox является космополитом, и его представители могут обитать в раз-

личных почвах как сапрофиты, минерализуя органические соединения [5]. Не-

которые штаммы являются фитопатогенами, которые по способу паразитиро-

вания и растению-хозяину делят на специальные формы. В настоящее время 

известно более 150 различных специальных форм, которые паразитируют на 

более чем 120 культурах сельскохозяйственных и декоративных растений [4]. 

Большой охват видов может свидетельствовать о быстрой специализации штам-

мов к растению-хозяину, и, следовательно, о изменчивости штаммов данного 

вида. При анализе штаммов Fox была выявлена значительная гетерогенность 

внутри специальных форм в в межгенной области рибосомального оперона – 

IGS – и структурных генах факторов элонгации трансляции [9]. Это свидетель-

ствует о том, что штаммы в одной специальной форме могут быть неродствен-

ными, а патогенность к тому или иному растению может развиваться на основе 

разных генотипов. Это демонстрирует возможность переноса хромосом пато-

генности и получения фитопатогенных вариантов изначально непатогенных 

штаммов [5]. Изучение дополнительных хромосом показало присутствие 

большого количества транспозибельных элементов [7].  

Транспозибельные элементы часто встречаются в геномах мицелиальных 

грибов [10]. В настоящее время показано, что активность транспозонов может 

возрастать в стрессовых для микромицета условиях: транспозон impala  в  геноме 
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Aspergillus fumigatus активировался при понижении температуры [11], а актив-

ность hAT-подобного транспозона у Fox повышалась в условиях голодания 

штамма [12]. Считается, что транспозоны II класса могут отвечать за пластич-

ность геномов штаммов Fox [10]. Для отдельных транспозибельных элементов 

доказано участие в формировании нового биотипа у расы 2 Fox f. sp. lycopersici 

из-за инсерции в последовательность гена вирулентности AVR1 [7, 13]. 

В исследовании мы использовали метод количественной ПЦР (qPCR) для 

анализа изменений транспозибельных элементов II класса – Hornet1, Hornet2, 

Hornet3, mimp1, mimp2, Fot3, Fot4, Han и marsu [10] – в вариантах штамма V03-2g, 

которые приобрели патогенность по отношению к томатам по сравнению с ис-

ходным штаммом, а также для оценки представленности транспозибельных эле-

ментов у фитопатогенного штамма Forl ZUM2407, вызывающего корневые гнили 

у томатов. 

При сравнении исходного варианта штамма, обозначенного М-Forc V03-2g, 

который хранился в виде замороженной культуры при –80 °С, и варианта 

штамма (далее Forc V03-2g), который поддерживался в течение одного года в 

виде пассажей на агаризованной среде Чапека, было показано, что копийность 

всех исследованных транспозонов в 4.1–8.5 раз выше у последнего (рис. 1), что 

может свидетельствовать о размножении транспозибельных элементов при по-

стоянных пассажах штамма на лабораторных средах. 

При количественном сравнении транспозонов в исходном штамме Forc 

V03-2g и его мутантных формах с расширенным кругом хозяев Forc SB1 и SB2 

наблюдалось статистически достоверное снижение копийности транспозонов 

mimp1, mimp2, Han и marsu более чем в два раза. Кроме того, у штамма SB2 

снизилось количество Hornet1. У штамма SB3 показано увеличение копийно-

сти транспозона Hornet2, копийность остальных транспозонов элементов до-

стоверно не отличалась от таковой у исходного штамма (рис. 1) 

При сравнении транспозонов в штаммах ZUM2407 и исходного М-Forc 

V03-2g было показано, что копийность транспозонов Fot4, mimp1 и Han в 3, 11 и 

13 раз выше соответственно, тогда как копийность Hornet1 была выше у штамма 

ZUM2407. Копийность всех транспозонов была выше у Forc V03-2g, в более чем 

80 раз превышает таковую у штамма ZUM2407 для mimp1 и Han (рис. 1). 

Для построения калибровочной кривой для всех транспозонов использовали 

разведения очищенного фрагмента гена 5.8S рРНК и праймеры комплементар-

ные последовательности гена 5.8S рРНК, который является частью рибосомаль-

ного оперона. Кроме того, было определено соотношение рибосомального опе-

рона к геномной ДНК (геному) у исследованных штаммов с использованием 

фрагмента гена 5.8S рРНК и фрагмента последовательности IGS. Соотношение 

копий гена 5.8S рРНК к геному у штамма Forl ZUM2407была в два раза ниже, 

чем у М-Forc V03-2g. При сравнении вариантов Forc V03-2g было показано, 

что копийность рибосомального оперона увеличилась у Forc V03-2g по сравне-

нию с М-Forc V03-2g в 2.5 раза. Штаммы Forc V03-2g, Forc SB1 и SB2 стати-

стически не отличались по копийности гена 5.8S рРНК. Это свидетельствует о 

том, что в геномах этих мутантов не произошло значительных изменений. Ко-

пийность гена 5.8S рРНК была значительно выше у мутанта Forc SB3 по срав-

нению с исходным штаммом. Для того чтобы подтвердить данные, полученные 
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Рис. 2. Количество копий гена 5.8S и IGS-региона рибосомального оперона в геноме 

штаммов F. oxysporum (среднее ± стандартное отклонение, n = 3)  

при анализе копийности гена 5.8S рРНК, был проанализирован другой фраг-

мент рибосомального оперона – межгенная последовательность IGS (Intergenic 

Spacer), который должен содержаться в геноме в эквимолярных количествах 

с геном 5.8S рРНК. Результаты количественного определения фрагментов IGS 

показали тот же тренд: копийность IGS была больше у Forc V03-2g в 3 раза, 

чем у М-Forc V03-2g, между исходным штаммом и мутантами SB1 и SB2 ста-

тистических различий не было, копийность IGS у мутанта SB3 превышала та-

ковую у исходного штамма в два раза (рис. 2). Различия в данных, полученных 

с помощью количественного определения фрагментов одного и того же оперона, 

можно отнести на счет эффективности реакции амплификации этих двух фраг-

ментов. 

Широкий круг растений-хозяев у вида Fox демонстрирует приспособляе-

мость, обусловленную, очевидно, пластичностью их геномов [5]. Транспози-

бельные элементы могут быть движущей силой этой пластичности, осуществляя 

значительные перестройки в геномах представителей вида Fox [6]. На примере 

ряда микроорганизмов было показано, как культивирование микроорганизмов 

в лабораторных условиях может влиять на строение их геномов. В проведенных 

исследованиях мы выявили значительное увеличение количества транспозонов 

при регулярных пассажах штамма на лабораторных средах; разница в копийно-

сти транспозонов была в большинстве случаев больше, чем таковая у нерод-

ственных штаммов. При сравнении исходного варианта штамма Forc V03-2g и 

варианта, который поддерживался в течение одного года в виде пассажей, было 

показано увеличение копийности рибосомального оперона, такого рода изме-

нения происходят у штаммов, клетки которых активно делятся.  

У мутантов Forc V03-2g SB, SB2 и SB3 наблюдались разнонаправленные 

изменения копийности транспозонов, а в случае мутанта SB6 увеличение ко-

пийности рибосомального оперона, что свидетельствует о быстрых изменениях 

в геномах Fox, которые сопровождают смену растения-хозяина, вероятно, мо-

жет происходить также и в естественных условиях. 
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Abstract 

Phytopathogenic strains of Fusarium oxysporum can parasitize on more than 120 species of crops 

and ornamental plants posing a serious danger to world agriculture. The wide range of hosts can be evidence 

of fast changes in the genomes of F. oxysporum strains, thereby allowing them to invade new plant species. 

Since the sexual reproduction has not been shown yet for F. oxysporum, in both natural and laboratory 

conditions, the activity of transposable elements can be responsible for the fast evolution of host speci-

ficity in this species. This paper describes the changes in the number of class II transposons in the 

F. oxysporum f. sp. radicis-cucumerinum (Forc) strain V03-2g, pathogenic to cucumber and its deriva-

tives, which developed pathogenicity towards tomato. Nine transposons of class II (Mimp1, Mimp2, 
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Hornet1, Hornet2, Hornet3, Han, Marsu, Fot3, and Fot4) were followed using qPCR in the wild-type 

strain V03-2g and its derivatives. The results of the study demonstrate an increase in the copy number of 

all the studied transposons in the strain V03-2g maintained by the regular plating on laboratory media in 

a period of one year in comparison with the same strain kept frozen at –80 °C. A decrease of the transposon 

copy number has been observed in two isolates, SB1 and SB2. In the SB3 isolates, the copy number of 

transposons increased. The data obtained demonstrate that changes in the transposon copy number can 

occur under different conditions relatively in a short time and can be the basis for the variability of 

F. oxysporum strains. 

Keywords: Fusarium oxysporum, forma specialis, transposons, IGS, qPCR 
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Figure Captions 

Fig. 1. Concentration of class II transposons in Fusarium oxysporum strains (mean value ± standard 

deviation, n = 3). 

Fig. 2. Copy number of the 5.8S gene and IGS region of the ribosomal operon in the genome of Fusarium 

oxysporum strains (mean value ± standard deviation, n = 3). 
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