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ГЕНЕТИЧЕСКОЕ РАЗНООБРАЗИЕ ИНВАЗИВНОГО АСКОМИЦЕТА  
HYMENOSCYPHUS FRAXINEUS BARAL ET AL.  

НА ТЕРРИТОРИИ БЕЛАРУСИ 

С использованием генетических методов исследования (полимеразная цепная реакция, се-
квенирование по Сэнгеру) проведена верификация чистых культур возбудителя халарового 
некроза ветвей – аскомицета Hymenoscyphus fraxineus (T. Kowalski) Baral et al., изолированных с 
усыхающих растений ясеня обыкновенного и ясеня пенсильванского в лесных насаждениях пяти 
областей республики (Минская, Могилевская, Брестская, Витебская, Гродненская). Видовая 
идентификация основывалась на секвенировании нуклеотидной структуры региона рибосомной 
ДНК – 18S рРНК-ВТС1-5,8S рРНК-ВТС2-28S рРНК и ее последующем сравнении с депонента-
ми международного банка генов Национального центра биотехнологической информации 
(NCBI, США). 

На основании применения молекулярно-генетического метода RAPD изучена внутривидовая 
изменчивость 24 штаммов H. fraxineus. В ходе исследования были протестированы 18 RAPD-
праймеров. Анализ информативности полученных ДНК-профилей позволил отобрать для изучения 
внутривидовой изменчивости H. fraxineus 5 праймеров: UBC-268, primer6, UBC-536, Oligo 85 и 
OPA-09. По результатам RAPD-анализа для исследованных штаммов составлены генетические 
паспорта по 29 специфическим ДНК-локусам.  

Установлено, что в исследованной белорусской популяции H. fraxineus отмечается высокий уро-
вень внутривидового разнообразия. Согласно данным RAPD-анализа уровень различий между 
штаммами в большинстве случаев варьировал в диапазоне 7–47% локусов (DN = 0,0715–0,4769). 
Данное явление с учетом выявленного диффузного географического распределения генотипов 
можно объяснить гипотезой проникновения на территорию страны путем многократной инвазии 
спектра изолятов. 

Ключевые слова: Hymenoscyphus fraxineus, штамм, ДНК, ДНК-локус, нуклеотидная струк-
тура, праймер, полимеразная цепная реакция, секвенирование, RAPD.    
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GENETIC DIVERSITY OF INVASIVE ASCOMYCETE  
FUNGUS HYMENOSCYPHUS FRAXINEUS BARAL ET AL.  

IN THE TERRITORY OF BELARUS 

In the forest stands of five regions of the republic (Minsk, Mogilev, Brest, Vitebsk, Grodno) using 
genetic methods of analysis (polymerase chain reaction, Sanger sequencing) the causative agent of ash 
dieback disease Hymenoscyphus fraxineus (T. Kowalski) Baral et al. were verified. The pathogen was 
isolated in vitro from drying plants of common ash and green ash. Species identification was based on 
amplification and sequencing of the nucleotide structure of the rDNA region 18S rRNA-ITS1-5.8S 
rRNA-ITS2-28S rRNA and its subsequent comparison with the depositors of the GenBank database of 
the National Center for Biotechnological Information (NCBI, United States). 

Using the molecular genetic method RAPD the intraspecific variability of 24 H. fraxineus strains 
was studied. During the study 18 RAPD primers were tested. An analysis of the information content of 
the obtained DNA profiles made it possible to select 5 primers for studying the intraspecific variability 
of H. fraxineus: UBC-268, Oligo 31, UBC-536, Oligo 85, and OPA-09. For the strains genetic pass-
ports for 29 specific DNA loci were compiled. 

It was established that the Belarusian population of H. fraxineus is characterized by a high level of 
intraspecific genetic diversity. According to RAPD analysis the level of differences between strains in 
most cases varied in the range of 7–47% of loci (DN = 0,0715–0,4769). This phenomenon taking into 
account the geographical confinement of genotypes is explained by the hypothesis of the multiple inva-
sion of the isolate spectrum into the country. 

Key words: Hymenoscyphus fraxineus, strain, DNA, DNA locus, nucleotide structure, primer, pol-
ymerase chain reaction, sequencing, RAPD. 
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Введение. За последние два десятилетия в 
странах Европы стремительно распространи-
лось инфекционное заболевание ясеня – хала-
ровый некроз ветвей, или суховершинность (ash 
dieback disease, ADB) [1–6]. Это заболевание вы-
зывается аскомицетным грибом Hymenoscyphus 
fraxineus (T. Kowalski) Baral et al., известным 
также как Chalara fraxinea Kowalski et al. и  
H. pseudoalbidus Queloz et al. Патоген был 
впервые диагностирован в Польше в 2006 г. [7]. 
В Европе это инвазивный и агрессивный вид, в 
сильной степени повреждающий ясенники и в 
основном ясень обыкновенный [4–8]. Родиной 
гриба считается Восточная Азия [9, 10], а его 
распространение на запад связывают с интро-
дукцией инфицированного посадочного мате-
риала ясеня маньчжурского (Fraxinus mandshurica 
Rupr.) с Дальнего Востока России в период 
1960–1980 гг. [11]. 

Ущерб, причиненный популяции ясеня в 
Европе халаровым некрозом ветвей, колосса-
лен. Так, результаты лесопатологического мо-
ниторинга участков лесного фонда в Литве за 
2008–2015 гг. показали гибель 61,1% ясеневых 
насаждений [12]. В Норвегии к 2016 г. доля 
усыхающих деревьев ясеня в лесных насажде-
ниях с его преобладанием составила в среднем 
57,2%, при этом в молодняках этот показатель 
достигал 80% [13]. В Латвии по данным офици-
альной статистики на 2018 г. площадь ясенни-
ков сократилась по сравнению с 2005 г. на 
40,6% [14]. В Великобритании в 2019 г. в 
насаждениях, созданных до наступления эпи-
фитотии, максимально зарегистрированный по-
казатель гибели деревьев составлял около 85%, 
в молодняках до 20 лет – 70% при естественном 
возобновлении – 82% [15]. Подобная ситуация 
наблюдается и в других европейских странах 
[16]. В Республике Беларусь на сегодняшний 
день площадь ясеневых насаждений также со-
кратилась более чем на 40%. При этом к насаж-
дениям с нарушенной биологической устойчи-
востью относят 98% ясенников [17]. Катастро-
фическая деградация ясеневых лесов требует 
разработки методов оперативного восстановле-
ния и сохранения природных популяций. 

В настоящее время эффективных стратегий 
борьбы с данным заболеванием не разработано, и 
исследования в большинстве стран, которые пы-
тались контролировать его распространение 
(проект FRAXBACK межправительственной про-
граммы COST), не увенчались успехом [18, 19].  

Генетические исследования последних лет, 
основанные на методах секвенирования нового 
поколения, показывают, что европейская попу-
ляция H. fraxineus имеет происхождение лишь 
от нескольких изолятов из дальневосточной 
популяции России и возможно Японии [19]. 

Таким образом, полученные данные свидетель-
ствуют об эффекте «бутылочного горлышка», в 
результате которого наблюдается меньшее ге-
нетического разнообразие в европейской попу-
ляции H. fraxineus  по сравнению с дальнево-
сточной. Однако данные по уровню генетиче-
ского разнообразия популяций патогена 
приводятся в литературе в незначительных ко-
личествах [19]. Согласно литературным дан-
ным популяционно-генетические исследования 
H. fraxineus в странах Европы являются немно-
гочисленными и выполнены с использованием 
различных типов ДНК-маркеров (SSR, ISSR). 
Вследствие этого сопоставление результатов 
представляется трудоемким, так как полученные 
данные являются разноплановыми, а выводы, 
сделанные авторами, частично противоречивы-
ми. Так, в литературных источниках указывает-
ся как незначительный, так и высокий уровень 
генетического разнообразия в европейских по-
пуляциях H. fraxineus при высоком уровне гено-
типического полиморфизма [20–23].  

Целью данной работы являлось изучение 
генетического разнообразия белорусской попу-
ляции H. fraxineus с использованием RAPD-
анализа. 

RAPD (англ. random amplified polymorphic 
DNA) – произвольно амплифицируемая поли-
морфная ДНК. ПЦР продукт RAPD образуется в 
результате амплификации фрагмента геномной 
ДНК, фланкированной инвертированной после-
довательностью десятимерного праймера [24]. 
По результатам ПЦР и электрофореза амплико-
нов получаются многофракционные видоспе-
цифические спектры, напоминающие «штрих-
код». Метод универсален для исследований 
разных видов организмов при использовании 
одних и тех же праймеров [25, 26]. Однако сле-
дует учесть, что разным видам может соответ-
ствовать свой оптимальный набор праймеров. 
Метод не позволяет делать выводы о филоге-
нии изучаемых индивидов, но является одним 
из наиболее доступных при изучении генетиче-
ского полиморфизма в популяции. 

Основная часть. Экспериментальный ма-
териал для получения культур in vitro аско-
мицета H. fraxineus (побеги с признаками 
некроза) был собран в лесных культурах ясеня, 
насаждениях с его преобладанием или приме-
сью на территории пяти областей республики: 
Минская (ГЛХУ «Логойский лесхоз», ГОЛХУ 
«Борисовский опытный лесхоз», ГЛХУ «Мин-
ский лесхоз», ГОЛХУ «Стародорожский опыт-
ный лесхоз», ГЛХУ «Слуцкий лесхоз», Него-
рельский учебно-опытный лесхоз), Могилев-
ская (ГОЛХУ «Осиповичский опытный 
лесхоз», ГЛХУ «Глусский лесхоз», ГЛХУ 
«Жорновская экспериментальная лесная база 
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Института леса НАН Беларуси», Брестская 
(Национальный парк «Беловежская пуща»), 
Витебская (ГЛХУ «Двинская эксперименталь-
ная лесная база Института леса НАН Белару-
си», Гродненская (ГЛХУ «Лидский лесхоз»). 
Растения с признаками некроза ветвей были 
представлены различными возрастными груп-
пами (2–70 лет). 

Объектом исследования являлись 24 чистые 
культуры гриба, морфологически диагностиро-
ванные как H. fraxineus и введенные в культуру 
in vitro с использованием сусло-агаровой пита-
тельной среды из древесины побегов ясеня 
обыкновенного и ясеня пенсильванского с при-
знаками инфекционного некроза ветвей.  

Генетическая верификация вида проводи-
лась методами полимеразной цепной реакции 
(ПЦР) и секвенирования по Сэнгеру. 

Видовая идентификация основывалась на 
анализе нуклеотидной структуры ампликонов 
18S рРНК-ВТС1-5,8S рРНК-ВТС2-28S рРНК 
региона рибосомной ДНК. ВТС (внутренние 
транскрибируемые спейсеры, англ. ITS) пред-
ставляют собой видоспецифичные некодирую-
щие участки, разделяющие гены рРНК тран-
скрипционной единицы рДНК. Использование 
данного региона в качестве ДНК-маркера явля-
ется «золотым стандартом» при проведении 
видовой идентификации грибов [27, 28]. 

Экстракция тотальной ДНК проводилась из 
фрагментов мицелия с использованием моди-
фицированного CTAB-метода, описанного в 
литературных источниках [24]. Качество полу-
ченных препаратов суммарной ДНК оценива-
лось с использованием спектрофотометра 
NanoPhotometer P330 (Implen, Германия) со-
гласно общепринятой методике [29]. 

Полимеразная цепная реакция осуществля-
лась на базе термоциклеров Gene Max (Bioer, 
КНР) с использованием ПЦР-смеси следующе-
го состава:  Taq Buffer (10X) with KCl, 25 mM 
MgCl2, 10 mM NTP, Taq DNA Polymerase  
(5 U/µL) (Thermo Fisher Scientific, США). Ком-
поненты реакции добавлялись в концентра-
циях, рекомендуемых фирмой-производителем 
с использованием праймеров ITS1F CTTG-
GTCATTTAGAGGAAGTAA [28] и ITS4 TCC-
TCCGCTTATTGATATGC [27] в перерасчете на 
25 мкл общего объема ПЦР-смеси. 

Электрофоретическое фракционирование 
продуктов ПЦР проходило в 1,5%-ном агароз-
ном геле с использованием 1×TBE буфера при 
комнатной температуре в течение 45 мин и па-
раметрах тока 6 Вт. Последующее окрашивание 
осуществлялось в растворе бромистого этидия 
(0,5 мкг/мл) в течение 5 мин. 

Очистка ПЦР-продуктов (ампликонов) пе-
ред постановкой секвенирующей реакции про-

водилась с применением набора Agencourt 
AMPure XP согласно инструкции (Beckman 
Coulter, США). 

Секвенирующая реакция ставилась с ис-
пользованием набора BigDye Terminator v1.1 
Cycle Sequencing Kit (Thermo Fisher Scientific, 
США) и праймером ITS1F согласно протоколу 
производителя. Секвенирование ампликонов 
осуществлялось на базе генетического анализа-
тора ABI Prism 3500 (Thermo Fisher Scientific). 
Анализ первичных данных проводился в про-
граммном обеспечении Sequencing Analysis 5.1.1 
(Thermo Fisher Scientific, США). Видовая иден-
тификация осуществлялась в международном 
генном банке Национального центра биотехноло-
гической информации (NCBI, США) c использо-
ванием онлайн-сервиса Nucleotide BLAST [30]. 

С целью изучения генетического разнообра-
зия идентифицированных штаммов H. fraxineus 
в ходе исследования были протестированы 18 
десятимерных RAPD-праймеров (табл. 1). 

Таблица 1 
Перечень и основные характеристики 

RAPD-праймеров, использованных 
в ходе  исследования 

Нуклеотидная 
структура 

Классификация 
Температура 
отжига (Тa), °С 

CGTCTGCCCG UBC-106 43,0 
TCCATGCCGT UBC-154 38,5 
CAAACGGCAC UBC-184 34,5 
CACGGCGAGT UBC-203 38,7 
CGCCCCCATT UBC-254 43,0 
AGGCCGCTTA UBC-268 38,7 
TCCCGAACCG UBC-337 43,0 
GCCCCTCGTC UBC-536 41,0 
CAATCGCCGT OPA-11 38,7 
GGTGCGGGAA OPE-02 43,0 
AAGAGCCCGT primer 4 35,0 
CCCGTCAGCA primer 6 40,0 
CCGCAGCCAA OPA-08 45,2 
ATCGGTCGGTA Oligo 85 38,7 
TCACCGAACG Oligo 92 34,5 
GGGTAACGCC OPA-09 38,7 
AATCGGGCTG OPA-04 38,7 
CAAACGTCGG OPA-19 35,0 

Интерпретация результатов RAPD-анализа 
и построение дендрограмм осуществлялось в 
программном обеспечении POPGEN v1.32 
(University of Alberta, Канада) и MEGA6 (Institute 
of Molecular Evolutionary Genetics, США).  

В ходе ПЦР-анализа с праймерами ITS1F и 
ITS4 был получен однофракционный электрофо-
ретический спектр, что свидетельствовало о со-
держании генетического материала одного вида 
микромицетов в каждом отдельном образце. Дли-
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на ампликонов насчитывала ≈900 п. н., что свой-
ственно грибам из рода Hymenoscyphus (рис. 1). 

 

 
1–24 – номера чистых культур грибов 

М – маркер молекулярного веса (50–1000 п. н.) 

Рис. 1. ПЦР-спектр исследуемых чистых  
культур грибов с использованием  

праймеров ITS1F/ITS4 
 
Секвенирование продуктов ПЦР (ITS1F/ITS4) 

и сравнительный анализ полученных нуклео-
тидных последовательностей с депозитами ба-
зы данных Nucleotide NCBI [30] показали, что 
диагностируемые образцы принадлежат виду 
Hymenoscyphus fraxineus (T. Kowalski) Baral et al.  

При этом генетическое сходство белорус-
ских штаммов по маркерному региону рДНК со 
спектром депозитов NCBI отмечалось в диапа-
зоне 99,08–100,00% с учетом показателя пере-
крытия нуклеотидных последовательностей 
(query coverage) 93–100% (табл. 2). 

 
Таблица 2 

Депозиты NCBI, используемые в исследовании 

Штамм / Страна Номер NCBI / % идент. 
H. fraxineus ZT3404_1 / 
Австрия 

MH931276.1 / 99,89–100 

C. fraxinea AIN-M-8 / 
Франция 

HM193468.1 / 99,89 

H. fraxineus NK2 / 
Сербия 

KX255648.1 / 99,89–100 

C. fraxinea / Финляндия 
Kast1b, Knip4, Fag1 

GU797161.1/ 99,88–100 
GU797148.1 / 99,88–100 
GU797152.1 / 99,88–100 

H. fraxineus 23.1_DS / 
Хорватия 

KY977559.1 / 99,54–99,66 

H. fraxineus / Словакия 
H42, H146, CH_30 

MF564277.1 / 99,54–99,65 
MF175245.1 / 99,42–99,54 
KU736880.1 / 99,08–99,20 

H. pseudoalbidus 8097 / 
Китай 

KF188725.1 / 99,65–99,77 

H. fraxineus AIG17P / 
Швейцария 

KJ820414.1 / 99,77–99,88 

На основании полученных данных проведе-
но депонирование белорусских генотипов 
H. fraxineus в базу международного генного 
банка NCBI с присвоением идентификацион-
ных номеров MK621286 и MT155386. 

В ходе анализа информативности полу-
ченных RAPD-профилей для дальнейшего 
анализа генетического разнообразия штаммов 
H. fraxineus были отобраны 5 праймеров: UBC-
268, primer 6, UBC-536, Oligo 85 и OPA-09 
(рис. 2 и 3). 

 

 
1–24 – номера штаммов H. fraxineus 
М – маркер молекулярного веса 

Рис. 2. RAPD-профиль штаммов H. fraxineus 
с праймером primer 6 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

1–24 – номера штаммов H. fraxineus 
М – маркер молекулярного веса 

Рис. 3. RAPD-профиль штаммов H. fraxineus 
с праймером UBC-536 

Полиморфизм RAPD-маркеров представлен 
двумя группами аллелей. Первая группа харак-
теризуется полной комплементарностью нук-
леотидной структуры праймеров к местам их 
отжига в обоих фланкирующих регионах.  
На RAPD-профилях данная группа аллелей 
представлена четкой зоной амплификации и 

1    2   3  4   5   6    7   8   9  10 11 12 М 

13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 М 

1   2    3   4   5   6  7   8   9  10 11 12 М 

13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 М 

1   2    3   4   5   6   7   8   9  10 11 12 М 

13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 М 



124 Ãåíåòè÷åñêîå ðàçíîîáðàçèå èíâàçèâíîãî àñêîìèöåòà Hymenoscyphus fraxineus Baral et al. 

Òðóäû ÁÃÒÓ   Ñåðèÿ 1   № 2   2020 

обозначена как «1». Вторая группа характери-
зуется отсутствием комплементарности нук-
леотидной структуры в местах отжига одного 
или обоих фланкирующих регионов, а также 
делецией амплифицируемого региона. На элек-
трофореграммах данная группа аллелей пред-
ставлена в виде отсутствия ПЦР-фракции в зоне 
амплификации и обозначена как «0» [25, 26].  

Таким образом, в ходе анализа RAPD-
профилей были составлены генетические пас-
порта исследуемых штаммов H. fraxineus по 29 
локусам, которые были проанализированы в 
специальном программном обеспечении для 
популяционно-генетического анализа POPGEN 
v 1.32 и MEGA6. На основании расчета показа-
теля генетической дистанции Неи (DN) был 
установлен уровень генетической разнородно-
сти среди штаммов H. fraxineus в белорусской 
популяции. 

Значения генетической дистанции Неи (DN) 
среди изученных штаммов H. fraxineus, варьиро-
вали в значительной степени (DN = 0,00–0,4769), 
что свидетельствовало о высоком показателе 
внутривидового генетического разнообразия. 
Так, в исследованной выборке, представленной 
24 штаммами, генетическая идентичность по 

всем 29 локусам отмечалась только в случае 
двух штаммов из Лидского лесхоза (№  16 и 17 
на рис. 2 и 3). Остальные образцы характеризо-
вались альтернативными вариантами генотипов 
в 7,1–47,7% локусов. Среднее значение показа-
теля общего генетического разнообразия HT  = 
= 0,2046 при стандартном отклонении = 0,0440. 
На основании полученных значений генетиче-
ской дистанции Неи с использованием невзве-
шенного парно-группового метода кластерного 
анализа (UPGMA) и метода максимального 
правдоподобия были построены дендрограммы, 
иллюстрирующие уровень генетической диф-
ференциации исследованных штаммов H. frax-
ineus (рис. 4, 5). 

Как видно из рис. 5, на полученной денд-
рограмме наблюдается запараллеливание бо-
лее длинных ветвей. Данное явление получило 
название «гомоплазия», что свидетельствует о 
возникновении у выявленных штаммов вто-
ричных гомологий, не унаследованных от об-
щего предка и сближающих дивергированные 
организмы в ходе филогенеза (параллельная 
эволюция). В случае RAPD-локусов гомопла-
зии представлены сходными комбинациями 
аллелей. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Рис. 4. Дендрогрограмма, иллюстрирующая уровень генетической дифференциации  

белорусских штаммов H. fraxineus (UPGMA, %) 
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Рис. 5. Дендрограмма, иллюстрирующая уровень генетической дифференциации  

белорусских штаммов H. fraxineus (метод максимального правдоподобия) 
 

Явление гомоплазии указывает на общую 
направленность развития популяции на опреде-
ленной территории и может являться следстви-
ем адаптации к сходным условиям обитания 
под действием естественного отбора. 

Заключение. Полученные данные указыва-
ют на то, что популяция H. fraxineus на террито-
рии Беларуси состоит из множества микропопу-
ляций, генетическая структура которых не имеет 
строгой географической приуроченности. 

Установленный высокий уровень генетиче-
ского разнообразия у белорусских штаммов 

H. fraxineus и их диффузное географическое рас-
пределение по областям республики указывает на 
проникновение на территорию страны, по всей ве-
роятности,  путем многократной инвазии спектра 
изолятов. Многообразию генотипов возбудителя 
в популяции может способствовать также низкая 
конкуренция в силу сходной вирулентности 
штаммов и доступности кормовой базы. Полу-
ченные данные RAPD-анализа являются допол-
нением и вносят определенный вклад в популяци-
онно-генетические исследования патогенного 
микромицета H. fraxineus на территории Европы. 
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