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Pyrenophora tritici-repentis (Ptr) is the causative agent 
of tan spot, one of the yield limiting diseases of wheat, 
rapidly increasing in wheat growing countries includ
ing Kazakhstan. The aim of this study was the identifi
cation of wheat genotypes with resistance to Ptr race 1 
and race 5 and their hostselective effectors (toxins) 
Ptr ToxA and Ptr ToxB. A common wheat collection of 
41 accessions (38 experimental and 3 controls) was 
characterized using the molecular markers Xfcp623 
and XBE444541, diagnostic for the Tsn1 and Tsc2 genes 
conferring sensitivity to fungal toxins. The coincidence 
of the marker XBE444541 with resistance to race 5 was 
92.11 %, and with Ptr ToxB, 97.37 %. Genotyping results 
using the marker Xfcp623 confirmed the expected 
response to Ptr ToxA; the presence/absence of the  
marker Xfcp623 completely (100 %) coincided with 
sensitivity/resistance to race 1 and Ptr ToxA. This 
demonstrates the reliability of the diagnostic marker 
Xfcp623 for identifying wheat genotypes with resis
tance to the fungus and insensitivity to Ptr ToxA. The 
study of the reaction of wheat germplasm to the fun
gal inoculation and toxin infiltration showed that out  
of 38 genotypes analyzed 30 (78 %) exhibited resistan
ce to both race 1 and race 5, and insensitivity to  toxins 
Ptr ToxA and ToxB. Of most significant interest are 
eight wheat genotypes that showed resistance/ insen
sitivity both to the two races and two toxins. The re
sults of phenotyping were reconfirmed by the molecu
lar markers used in this study. Sensitivity to Ptr ToxB is 
not always correlated with susceptibility to race 5 and 
is dependent on the host’s genetic background of the 
wheat genotype, i. e. on a specific wheat genotype. 
The results of the study are of interest for increasing 
the efficiency of breeding based on the elimination of 
the genotypes with the dominant alleles Tsn1 and Tsc2 

Pyrenophora tritici-repentis (Ptr) является возбудителем пиренофоро
за, одной из болезней пшеницы, которая лимитирует урожай и бы
стро прогрессирует в странах, возделывающих пшеницу, включая 
Казахстан. Целью исследования была идентификация генотипов 
пшеницы, устойчивых к Ptr, расе 1 и расе 5, и их хозяинселектив
ным эффекторам (токсинам) Ptr ToxA и Ptr ToxB P. tritici-repentis (tan 
spot). Охарактеризована коллекция мягкой пшеницы (41 образец, 
в том числе 38 экспериментальных и 3 контрольных) с использо
ванием молекулярных маркеров Xfcp623 и XBE444541, диагности
ческих для генов Tsn1 и Tsc2, контролирующих чувствительность к 
токсинам гриба. Совпадение аллеля маркера XBE444541 с устойчи  
востью растения к расе 5 составило 92.11 %, а к токсину Ptr ToxB – 
97.37 %. Результаты генотипирования с использованием маркера 
Xfcp623 подтвердили ожидаемую реакцию на Ptr ToxA; наличие/от
сутствие маркера Xfcp623 полностью (100 %) совпадало с чувстви
тельностью/устойчивостью к расе 1 и Ptr ToxA. Это свидетельствует 
о надежности диагностического маркера Xfcp623 для идентифика
ции генотипов пшеницы с устойчивостью к грибу и нечувствитель
ностью к токсину Ptr ToxA. Изучение реакции генотипов пшеницы 
на инокуляцию гриба и инфильтрацию токсинов показало, что 30 
из 38 проанализированных генотипов (или 78 %) проявили устой
чивость к расе 1 и расе 5, а также нечувствительность к токсинам 
Ptr ToxA и Ptr ToxB. Наибольший интерес представляют восемь 
генотипов пшеницы, которые показали устойчивость/нечувстви
тельность как к двум расам, так и к двум токсинам. Результаты фено
типирования подтверждены с помощью молекулярных маркеров. 
Чувствительность к Ptr ToxB не всегда коррелировала с восприим
чивостью к расе 5 и зависела от генетического фона хозяина, т. е. 
от конкретного генотипа пшеницы. Полученные результаты пред
ставляют интерес для повышения эффективности селекции на 
основе элиминации генотипов с доминантными аллелями Tsn1 
и Tsc2, чувствительными к токсинам Ptr ToxA и Ptr ToxB. Идентифи
цированные генотипы необходимо использовать в селекции на 
устойчивость пшеницы к пиренофорозу.
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Увеличение производства пшеницы и изменения в 
практике ее возделывания включают переход от 
тра диционной обработки почвы к минимальной, с 

сохранением стерни на ее поверхности, и негативно влия
ют на фитопатологическую ситуацию. Монокультура и 
возделывание сортов пшеницы с недостаточным уровнем 
устойчивости к болезням способствуют накоплению ин
фекционного потенциала и развитию болезней листовых 
пятнистостей (БЛП) до масштабов эпидемии. Источни
ками инфекции являются инфицированные семена, рас
тительные остатки посева предыдущего года, пораженные 
растения и дикорастущие злаки, восприимчивые к БЛП. 
Повышение температуры и проявление засухи изза из
менения климата приводят к быстрому старению листьев, 
что увеличивает распространение БЛП и угрожает гло
бальному производству пшеницы. В условиях, благо
приятных для развития пиренофороза, потери урожая 
могут превышать 50 % (Rees et al., 1988). Вредоносность 
болезни заключается в уменьшении ассимиляционной 
поверхности, возрастании транспирации, уменьшении 
накопления органического вещества, поражении всех над
земных органов растений, а также в потере качества зерна 
изза формирования мелкого и невыполненного зерна.

Пиренофороз – одно из самых опасных и вредоносных 
заболеваний мягкой и твердой пшеницы во многих сель
скохозяйственных регионах, которое быстро прогрессиру
ет как во всем мире, так и в Казахстане. Эпифитотия этой 
болезни была ранее обнаружена в Бельгии (Maraite et al., 
1992), Англии (Cook, Yarham, 1989), Румынии (Dumitras, 
Bontea, 1981), Польше, Венгрии, Латвии и Чехии (Šarová 
et al., 2003). На территории СНГ патоген встречается в 
России, Молдове, Украине, Белоруссии, Центральной 
Азии и Казахстане (Поспехов, 1989; Султанова, 2007).

 В настоящее время отмечается нарастающее распро
странение и увеличение вредоносности пиренофороза 
пшеницы в Казахстане. В 1986 г. в северном регионе 
Казахстана пиренофороз на яровой пшенице развивался 
до уровня эпифитотии, с охватом 50–63 % площадей. По
следующие эпифитотии с распространением до 40–50 % 
отмечались в 1993–1994 гг. В предгорной зоне Южного 
и ЮгоВосточного Казахстана эпифитотийное развитие 
болезней листовых пятнистостей на озимой пшенице 
наблюдали четыре раза: в 1993, 2002 и 2003 гг. В период 
2000–2005 гг. в этом регионе трижды происходило эпифи
тотийное развитие желтой ржавчины совместно с желтой 
пятнистостью листьев и септориозом. Установлено, что 
среди коммерческих и перспективных казахстанских сор

тов озимой пшеницы отсутствуют образцы, устойчивые к 
пиренофорозу (Койшибаев, 2002). В Восточном Казахста
не заболевание отмечается ежегодно с пораженностью от 
10–25 до 50–75 %. С увеличением доли озимой пшеницы 
в структуре посевов и ее возделыванием в монокультуре 
поражаемость болезнями листовых пятнистостей в Алма
тинской области повысилась до 75 % (Койшибаев, 2002).

Каждое совместное взаимодействие между базовой 
расой и соответствующей ей дифференцирующей линией 
происходит через посредника – хозяинспецифичный ток
син (host selective toxins – HST). К настоящему времени 
известны четыре HST Pyrenophora tritici-repentis, каждый 
из которых имеет свою характеристику: токсин Ptr ToxА 
индуцирует некроз; токсины Ptr ToxB и Ptr ToxC – хло
розы; токсин Ptr ToxD индуцирует некроз и хлороз одно
временно (Ballance et al., 1989; Ali et al., 2010). Иденти
фицированы изоляты P. tritici-repentis, производящие все 
возможные комбинации токсинов Ptr ToxA, Ptr ToxB и 
Ptr ToxC, которые соответственно ранжированы как расы 
от 1й до 8й (Lamari, Bernier, 1989; Strelkov, Lamari, 2003). 

Токсин Ptr ToxA – продукт одиночного гена, отвечает 
за развитие некрозов в тканях чувствительных образцов 
пшеницы, является рибосомальносинтезируемым бел
ком с молекулярной массой 13.2 кДa, длиной 117 ами
нокислотных остатков (Tuori et al., 1995). Ptr ToxA вы
зывает некроз, контролируется доминантным геном Tsn1 
и способен синтезироваться в расах 1, 2, 7 и 8 (Strelkov, 
Lamari, 2003). Второй HST, токсин Ptr ToxВ, синтезиру
ется в расах 5 (Orolaza et al., 1995), 6, 7 и 8 (Martinez et 
al., 2001). Это низкомолекулярный водорастворимый, 
относительно термостабильный хозяинспецифичный 
белок (6.61 кДа) длиной в 63–64 аминокислотных остат
ка, представленный множественными копиями в геноме 
изолятов P. tritici-repentis. Ptr ToxB вызывает хлороз и 
контролируется доминантным геном Tsc2 (Friesen, Faris, 
2004). Третий токсин, Ptr ToxС, также вызывает хлорозы, 
синтезируется расами 3, 6 и 8 (Lamari, Bernier, 1991). Не
кротрофные эффекторы (NE) рассматриваются как фак
торы вирулентности, и было выдвинуто предположение, 
что чувствительность к NE приводит к восприимчивости 
к болезням (Anderson et al., 1999).

Расовый состав P. tritici-repentis был изучен ранее в 
Казахстане (Lamari et al., 2005; Zhanarbekova et al., 2005; 
Maraite et al., 2006). Анализ вирулентности P. tritici-
repentis, распространенного в странах, расположенных по 
направлению Великого шелкового пути, показал широкое 
разнообразие патогена в Азербайджане и Сирии, где обна
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ружено по шесть и восемь рас соответственно, в то время 
как в Казахстане, Кыргызстане и Узбекистане выявлено 
только по две расы (Lamari et al., 2005). В Северном Казах
стане наиболее распространенной оказалась раса 1. К ней 
относятся 87 % изолятов P. tritici-repentis из Центральной 
Азии и Казахстана, и только 7, 5 и 1 % были идентифици
рованы как расы 2, 3 и 4 соответственно (Zhanarbekova et 
al., 2005; Maraite et al., 2006). В результате сравнительного 
изучения расового состава P. tritici-repentis в России иден
тифицированы расы 1, 2, 4 и 8, а в Казахстане обнаруже
ны расы 1, 3, 4, 6 и 8. На территории Северного Кавказа 
России доминировали расы 1 и 2, в Казахстане – расы 1 
и 8 (Кохметова и др., 2016). Е.И. Гультяева с соавт. (2018) 
обнаружили высокое генетическое сходство омской попу
ляции с североказахстанской и челябинской, что говорит о 
единой эпидемиологической зоне и возможности генного 
потока между изученными популяциями. Это следует учи
тывать при размещении в данных регионах генетически 
устойчивых сортов пшеницы.

Молекулярные исследования генов, контролирующих 
реакцию на хозяинспецифичные токсины P. tritici-re pen-
tis, позволили разработать молекулярные диагностики 
отдельных токсинов с помощью полимеразной цепной 
реакции (ПЦР) (Михайлова и др., 2012). Первые прай
меры для генов устойчивости к токсинам ToxB и toxB 
предложены в статье (Martinez et al., 2004). В 2007 г. была 
разработана множественная (мультиплексная) ПЦР, поз
воляющая одновременно выявлять аллели генов ToxA, 
ToxB и toxB при наличии внутреннего контроля – гена 
«домашнего хозяйства» CHS-1, контролирующего хитин
синтетазу (Andrie et al., 2007). Исследование по позицион
ному клонированию Tsn1 с использованием маркирующей 
популяции тетраплоидной пшеницы привело к созданию 
SSRмаркеров Xfcp1 и Xfcp2, расположенных в интервале 
0.8 сМ от гена Tsn1 (Lu, Faris, 2006; цит. по: Михайлова и 
др., 2012). В последующем были получены другие SSR
маркеры: Xfcp620 и Xfcp394, локализованные в интерва  
ле 0.07 сМ от гена Tsn1, а также Xfcp623, локализован
ный в длинном плече хромосомы 5B в интроне 5, в по
зиции 4901…5280 локуса Tsn1, тесно сцепленный с геном 
устойчивости к болезни (Zhang et al., 2009; Faris et al., 
2010). Для идентификации носителей гена устойчивости 
к токсину Ptr ToxB (ген Tsc2) использовался STSмаркер 
XBE444541, локализованный в коротком плече хромосо
мы 2B, который сцеплен с геном устойчивости к пирено
форозу пшеницы на расстоянии 0.6 cM (Abeysekara et al., 
2010). Наличие эффективных молекулярных маркеров, 
тесно сцепленных с генами устойчивости к токсинам, 
позволяет проводить молекулярный скрининг селекцион
ного материала пшеницы.

Целью исследования была идентификация генотипов
носителей устойчивости к P. tritici-repentis с использо
ванием рас и токсинов Ptr ToxA и Ptr ToxB, а также мо
лекулярных маркеров, сцепленных с генами Tsn1 и Tsc2, 
контролирующими чувствительность к токсинам гриба.

Материалы и методы
Исследования проводили на коллекции из 41 образца 
мягкой пшеницы Triticum aestivum, включающей пер
спективные линии и сорта казахстанской и зарубежной 

селекции, в том числе 17 казахстанских, 4 российских, 
17 образцов из CIMMYT и ICARDA, 1 сорт из Египета и 
2 линии из Канады (см. таблицу). Сорт Salamouni исполь
зован в качестве невосприимчивого контроля для рас 1 
и 5 пиренофороза и токсинов Ptr ToxA и Ptr ToxВ; сорт 
Glenlea – в качестве восприимчивого контроля для расы 1 
и токсина Ptr ToxA (Faris et al., 2010); линия 6B662 – в ка
честве восприимчивого контроля для расы 5 и токсина 
Ptr ToxВ (Singh et al., 2010).

Изоляты рас Ptr 1 и 5 были предоставлены Dr. S. Ali 
(Университет Южной Дакоты, США) и использовались 
для оценки устойчивости коллекции образцов пшеницы 
к P. tritici-repentis. Размножение культуры гриба P. tritici-
repentis выполняли по методике Л.А. Михайловой и др. 
(2012). Токсин Ptr ToxA индуцирует образование некрозов 
у растений сорта пшеницы Glenlea, а токсины Ptr ToxB и 
Ptr ToxC индуцируют образование хлорозов у растений 
линии 6B662.

Изучение устойчивости образцов пшеницы к P. tritici-
repentis проводили в теплице при температуре 21 °C с 
16часовым фотопериодом. Растения пшеницы выращи
вали до фазы двух листьев в 25 мл пластиковых вазонах, 
заполненных песком, на гидропонике с применением 
пи тательного раствора Кнопа. Листья растений, взятых 
в качестве контроля, вместо токсинов инфильтровали 
25 мкл стерильной дистиллированной воды (Чесноков и 
др., 1960). В каждый вазон помещали по пять растений 
каждого сорта. Опыт проводили в трехкратной повторно
сти. Растения заражали определенной расой возбудителя 
болезни (водноконидиальной суспензией спор) путем 
опрыскивания из пульверизатора. Концентрация спор в 
 суспензии составляла 3 000–5 000 спор/мл. Влажный пе
риод в течение 18 ч поддерживали с помощью полиэти
леновых изоляторов. Учет степени развития заболевания 
проводили на 7–8е сутки по шкале Lamari, Bernier (1989), 
согласно которой сорта с проявлением некротической 
реакции 1–2 балла относили к устойчивым (R) образцам, 
а с типом реакции некроза 3–5 баллов – к восприимчи
вым (S). На линии 6B662 оценивали наличие или отсут
ствие хлороза по той же шкале.

Инфильтрацию токсинами проводили на проростках 
пшеницы на стадии двух листочков (Lamari et al., 2003; 
Xu et al., 2004). Условия выращивания растений описаны 
выше. Второй лист (три растения из каждого образца) 
подвергали инфильтрации 25 мкл очищенных токсинов 
Ptr ToxA и Ptr ToxВ (предоставлены Dr. S. Ali, Университет 
Южной Дакоты, США) с использованием шприца на 1 мл. 
Четыре листа каждого сорта/линии обрабатывали дваж
ды культуральным фильтратом каждого из тестируемых 
токсинов. Затем инфильтрированные растения помещали 
в ростовую камеру при температуре 21 °C с 16часовым 
фотопериодом. Растения оценивали через 4 дня после ин
фильтрации. Листья растений, взятых в качестве контро
ля, вместо токсинов инфильтровали 25 мкл стерильной 
дистиллированной воды. По присутствию/отсутствию 
симптомов некроза для ToxA или хлороза для ToxB на 
инфильтрованной стороне листа оценивали образцы как 
чувствительные или нечувствительные к HST.

Выделение геномной ДНК из растительного материа
ла осуществляли из листьев 5дневных проростков пше
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The allelic states of the Tsn1 and Tsc2 genes in wheat accessions and their responses to infection with P. tritici-repentis 

Accession Origin Allelic state of molecular markers Response to isolates of Ptr races  
and HST toxins

Xfcp623, Tsn1 XBE444541, Tsc2 Race 1 ToxA Race 5 ToxВ

Alikhan Kazakhstan tsn1 tsc2 1 I 2 I

Astana » tsn1 tsc2 2 I 1 I

Dostyk » tsn1 tsc2 2 I 2 I

Derbes » tsn1 tsc2 2 I 1 I

Kazakhstanskaya 25 » tsn1 tsc2 2 I 1 I

Kazakhstanskaya rannespelaya » tsn1 tsc2 1 I 2 I

Keremet » tsn1 tsc2 2 I 1 I

Kokbiday » tsn1 tsc2 1 I 1 I

Konditerskaya » tsn1 tsc2 1 I 2 I

Lazzat » tsn1 tsc2 1 I 1 I

Lutescens 90 » tsn1 tsc2 1 I 1 I

428g/MK122A » tsn1 tsc2 1 I 1 I

Albidum 31 Russia tsn1 tsc2 2 I 1 I

Omskaya 28 » tsn1 tsc2 1 I 1 I

Omskaya 35 » tsn1 tsc2 2 I 1 I

Omskaya 36 » tsn1 tsc2 1 I 1 I

Chum/8/jup/bjy CIMMYT tsn1 tsc2 1 I 2 I

SOMO/SORО/ACTS5 » tsn1 tsc2 1 I 1 I

DOMOJNJA » tsn1 tsc2 2 I 2 I

CORYDON » tsn1 tsc2 2 I 2 I

BR14/CEP8471 » tsn1 tsc2 1 I 1 I

BR14/CEP8472 » tsn1 tsc2 1 I 1 I

BR17/CNT8//BR17/PF80 1004 » tsn1 tsc2 1 I 2 I

F3.71/TRM/VORONA/3/OC14 » tsn1 tsc2 1 I 2 I

NANJTNG82149 KAUZ » tsn1 tsc2 1 I 2 I

ECHA/LI115 » tsn1 tsc2 1 I 2 I

TRAP#1/BOW » tsn1 tsc2 2 I 2 I

CROC 1AE » tsn1 tsc2 1 I 2 I

EFED/LE2150 » tsn1 tsc2 1 I 2 I

Bunyodkor CIMMYT
ICARDA
IWWIP

tsn1 tsc2 2 I 1 I

Aray Kazakhstan Tsn1 Tsc2 4 S 3 I

Koksu » Tsn1 Tsc2 4 S 2 S

Ramin » Tsn1 Tsc2 4 S 3 S

428/Umanka17 » Tsn1 Tsc2 3 S 4 S

428/Umanka18 » Tsn1 Tsc2 4 S 4 S

KR1120 CIMMYT
ICARDA
WWIP

Tsn1 Tsc2 4 S 2 S

ZM23524 CIMMYT Tsn1 Tsc2 3 S 1 S
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ни цы с помощью CTABметода (Riede, Anderson, 1996). 
Качество выделенных проб ДНК проверяли в 1 % ага
розном геле. Вторичный контроль на чистоту и качество 
выполняли на спектрофотометре SmartSpecTMPlus (Bio
RAD). После количественной оценки концентрация ДНК 
была нормализована до 30 нг/мкл для последующей ПЦР. 
Количество ДНК соответствовало протоколу ПЦР для 
идентификации соответствующего гена устойчивости. 
Для идентификации носителей генов устойчивости ис
пользовали метод ПЦР с праймерами, фланкирующи
ми диагностические маркеры генов, и пробами ДНК 
коллекции из 41 образца мягкой пшеницы. Генотипы с 
аллелем гена Tsn1, чувствительного к токсину Ptr ToxA, 
выявляли с помощью SSRмаркера Xfcp623 (Zhang et 
al., 2009), носители аллеля гена Tsc2, чувствительного 
к токсину Ptr ToxB, – с использованием STSмаркера 
XBE444541 (Abeysekara et al., 2010). Маркер имеет два 
аллеля: 380 п. н. (доминантный аллель гена Tsn1, сцеплен
ный с чувствительностью) и нульаллель (рецессивный 
аллель гена tsn1, сцепленный с устойчивостью к токсину 
Ptr ToxA) (Zhang et al., 2009). Сиквенс праймеров маркера 
Xfcp623 (5′–3′): F – CTATTCGTAATCGTGCCTTCCG; 
R – CCTTCTCTCTCACCGCTATCTCATC (Faris et al., 
2010). XBE444541 – STSмаркер к локусу Tsс2, чув
ствительному к Ptr ToxВ. Маркер имеет два аллеля: 
340 п. н. (доминантный аллель гена Tsс2, сцепленный 
с чувствительностью к токсину Ptr ToxA) и 505 п. н. 
(рецессивный аллель гена tsс2, сцепленный с устойчи
востью к токсину Ptr ToxB). Сиквенс праймеров мар
кера XBE444541 (5′–3′): F – TGGACCAGTATGAGA; 
R – TTCTGGAGGATGTTGAGCAC (Abeysekara et al., 
2010).

Объем реакционной смеси для ПЦР c маркерами 
Xfcp623 и XBE444541 составлял 25 мкл и содержал 2.5 мкл 
геномной ДНК (30 нг), 1 мкл каждого праймера (1 pM/ мкл) 
(SigmaAldrich), 2.5 мкл смеси dNTP (2.5 мМ, водный рас
твор dCTP, dGTP, dTTP и dATP) (ЗАО «Силекс», Россия), 
2.5 мкл MgCl2 (25 мМ), 0.2 мкл Taqполимеразы (5U,  
5 ед/ мкл) (ЗАО «Силекс», Россия), 2.5 мкл 10X ПЦРбу
фера, 12.8 мкл ddH2O. ПЦРамплификацию c маркерами 
проводили на амплификаторе Mastercycler (Eppendorf, 
Германия). Режим ПЦРамплификации c Xfcp623: началь
ная денатурация при 94 °С в течение 3 мин; 45 циклов: 

94 °С в течение 1 мин, отжиг при 60 °С в течение 1 мин, 
72 °С в течение 2 мин; финальная элонгация при 72 °C в 
течение 10 мин. ПЦР c маркером XBE444541 выполняли 
при следующем режиме: начальная денатурация при 94 °С 
в течение 5 мин; 45 циклов: 94 °С в течение 30 с, отжиг 
при 58 °С в течение 30 с, 72 °С в течение 2 мин; финальная 
элонгация при 72 °C в течение 7 мин. Для разделения ам
плифицированных фрагментов проводили электрофорез в 
2 % агарозном геле в ТВЕбуфере (45 мМ трисборат, 1 мМ 
EDTA, pH 8) (Chen et al., 1998) с добавлением этидиум 
бромида и в присутствии маркера размеров фрагментов 
GeneRulerTM, 100 bp DNA Ladder (Fermentas). Визуа
лизацию гелей осуществляли в гельдокументирующей 
систе ме Mega BioPrint 1100/26M (Vilber Lourmat).

Результаты
Поиск генотиповносителей аллелей генов устойчивости 
к пиренофорозу P. tritici-repentis был осуществлен в ре
зультате молекулярного анализа и скрининга коллекции 
образцов пшеницы, основанного на реакции к изолятам 
расы 1 и расы 5 гриба и к хозяинспецифичным токсинам 
Ptr ToxA и Ptr ToxB. Реакции генотипов пшеницы на изо
ляты рас и токсины Ptr ToxA и Ptr ToxB представлены в 
таблице.

В целом частота устойчивых к расе 1 и расе 5 образцов в 
коллекции пшеницы была достаточно высокой и составила 
79 %. Наибольший интерес представляют восемь образцов 
пшеницы: Kokbiday, 428g/MK122A, Lutescens 90, Lazzat, 
Omskaya 28, Omskaya 36, SOMO/SORA/ACTS5, BR14/
CEP8471 и BR14/CEP8472, которые показали высокую 
устойчивость (1 балл) как к двум расам (1 и 5), так и к 
двум токсинам (Ptr ToxA и Ptr ToxB), а также подтвердили 
невосприимчивость HST к токсинам при молекулярном 
скрининге (см. таблицу). Умеренная степень устойчивости 
к расам и токсинам P. tritici-repentis отмечена у 21 образца 
пшеницы. Наиболее устойчивые к пиренофорозу образцы 
представлены в линиях из CIMMYT (36.8 % образцов) и 
Казахстана (31.6 %). Восприимчивость практически ко 
всем изученным расам и токсинам обнаружена у восьми 
образцов пшеницы, включая пять казахстанских образцов 
и три зарубежные линии. Изоляты расы 5 не всегда вызы
вали хлороз у генотипов пшеницы, для которых выявлено 
наличие аллеля гена Tsc2, чувствительного к токсину 

End of the table

Accession Origin Allelic state of molecular 
markers

Response to isolates of Ptr races  
and HST toxins

Xfcp623, Tsn1 XBE444541, Tsc2 Race 1 ToxA Race 5 ToxВ

JAS58/JAS55//ALD/3/MRNG/4/ALD CIMMYT Tsn1 Tsc2 4 S 3 S

Salamouni Египет tsn1 tsc2 1 I 1 I

Glenlea Канада Tsn1 No data 5 S No data No data

6B662 » No data Tsc2 No data No data 4 S

Notes: Xfcp623 is the SSR marker to the Tsn1 locus sensitive to Ptr ToxA, amplifies a 380 bp DNA fragment; XBE444541, the STS marker to the Tsc2 locus, 
amplifies a 340 bp DNA fragment in wheat samples sensitive to ToxB and 505 bp in insensitive; Salamouni, the  insensitive control for races 1 and 5, 
toxins Ptr ToxA, and Ptr ToxB, carrier of the recessive genes tsn1 and tsc2; Glenlea, the susceptible control for race 1 and Ptr ToxA, carrier of the dominant 
Tsn1 gene; 6B662, susceptible control for race 5 and Ptr ToxB, carrier of the dominant Tsc2 gene. Numerals 1–5 are lesion scores based on the Lamari and 
Bernier (1989) scale; 1–2 indicates resistance, and 3–5, susceptibility. The reaction to HST toxin infiltration: I, insensitivity; S, susceptibility.
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Ptr ToxB. Так, устойчивая реакция к расе 5 обнаружена у 
линий ZM23524 и KR1120. У этих генотипов отмечена 
устойчивая реакция на изолят расы 5 при наличии аллеля 
гена чувствительности Tsc2, обнаруженного в результате 
ПЦР, и реакция хлороза на токсин Ptr ToxB. При инфиль
трации растений сорта пшеницы Aray токсином Ptr ToxB 
и заражении изолятом расы 5 наблюдали нечувствитель
ность к токсину и восприимчивость к изоляту гриба.

Генотипирование образцов пшеницы с использованием 
молекулярных маркеров было направлено на идентифика
цию носителей генов, контролирующих чувствительность 
и устойчивость к токсинам HST Ptr ToxA и Ptr ToxB. 
Маркер Xfcp623 амплифицировал фрагмент 380 п. н., ас
социированный с геном Tsn1, чувствительным к токсину 
Ptr ToxA у восьми образцов пшеницы и контроля Glenlea, 
носителя гена Tsn1 (см. таблицу, рисунок). Выделенные 
восемь образцов пшеницы были чувствительны к расе 1 и 
токсину Ptr ToxA. Нульаллель маркера Xfcp623 оказался 
сцепленным с нечувствительностью к токсину в 30 образ
цах пшеницы и в контроле Salamouni. Степень сцепления 
маркера Xfcp623 с фенотипированием по устойчивости к 
расе 1 и Ptr ToxA составила 100 %. По результатам скри
нинга образцов пшеницы, основанного на реакции к изо
ляту расы 1 и инфильтрату HST Ptr ToxA, все 30 образцов 
проявили нечувствительность к расе 1 и токсину Ptr ToxA. 
На рисунке представлен пример электрофореграммы с 
данными ПЦР, отражающей наличие/отсутствие в иссле
дуемых образцах локуса Tsn1, чувствительного к Ptr ToxA. 

Маркер XBE444541 амплифицировал фрагмент 
340 п. н., сцепленный с аллелем гена Tsс2, контролиру
ющим чувствительность к токсину в восьми образцах 
пшеницы и в контроле 6B662 (см. таблицу). Пять из этих 
восьми об разцов были чувствительны к расе 5; семь из 
восьми образцов показали также чувствительность к 
токсину Ptr ToxВ. В случаях амплификации фрагмента 
длиной 505 п. н., маркер XBE444541 указывал на сцепле
ние с нечувствительностью (устойчивостью) к токсину 
у 30 образцов пшеницы и в контроле Salamouni. Все от
меченные образцы проявили нечувствительность к расе 5 
и токсину Ptr ToxВ при скрининге генотипов с помощью 
изолята расы 5 и инфильтрата HST Ptr ToxВ. Степень 
сцепления маркера XBE444541 с нечувствительностью к 
расе 5 составила 92 %, а к Ptr ToxВ – 97 %.

Частота встречаемости аллеля маркера Xfcp623, сцеп
ленного с геном tsn1, а также аллеля маркера XBE444541, 
сцепленного с геном tsc2, контролирующих нечувстви
тельность к токсинам Ptr ToxA и Ptr ToxB соответствен
но, составила в обоих случаях 79 % (30 образцов). Встре
чаемость аллелей маркеров, сцепленных с доминантны ми 
аллелями генов Tsn1 и Tsc2, контролирующих чувстви
тельностью к Ptr токсинам, составила 21 % (8 об разцов).

SSRмаркер Xfcp623 амплифицировал фрагмент разме
ром 380 п. н., сцепленный с доминантным аллелем Tsn1 и 
определяющий чувствительность к Ptr ToxA у шести об
разцов: 428/Umanka17, 428/Umanka18, KR1120, JAS58/  
JAS55//ALD/3/MRNG/4/ALD, Koksu, ZM23524 и у конт
роля Glenlea. Другой аллель, обнаруженный с помощью 
маркера Xfcp623 у остальных образцов пшеницы, пред
ставлял собой нульаллель, характерный для нечувстви
тельных к ToxA генотипов и указывающий на рецессивное 
состояние аллеля tsn1.

Обсуждение
Несмотря на то что пиренофороз – чрезвычайно важное 
заболевание пшеницы, в научной литературе попрежнему 
недостаточно информации об устойчивости к болезни 
и преобладающим расам P. tritici-repentis среди сортов 
пшеницы, возделываемых в Казахстане. Предложенное 
исследование является одним из первых в этом регионе 
и включает комплексный скрининг с использованием 
рас и очищенных токсинов, а также молекулярный ана
лиз на присутствие известных генов, контролирующих 
устойчивость к болезни. В последнее время проведены 
исследования, направленные на оценку устойчивости 
гермоплазмы пшеницы к пиренофорозу (Chu et al., 2008; 
Singh et al., 2010, 2016; Kokhmetova et al., 2017; Dinglasan 
et al., 2018). Известно, что Tsn1 и Tsc2 вместе с другими 
генами играют большую роль в патогенезе; выявлены 
аддитивные эффекты, которые показали эффективность 
аккумуляции аллелей генов устойчивости для селекции 
на устойчивость к пиренофорозу (Kollers et al., 2014). 
Некротрофные эффекторы (NE) P. tritici-repentis ToxA и 
ToxB вызывают развитие пятнистости листьев при рас
познавании доминантными аллелями генов Tsn1 и Tsc2 
(Virdi et al., 2016). В ряде работ показаны статистически 
значимые взаимосвязи между чувствительностью к NE 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 M

380 bp

DNA amplification products of wheat accessions with primers to the diagnostic marker Xfcp623 linked to the Tsn1 gene, control
ling sensitivity to Ptr ToxA. Resolved in 2 % agarose gel. 
1, 428/Umanka17; 2, 428g/MK122A; 3, Kokbiday; 4, Lazzat; 5, 428/Umanka18; 6, Omskaya 28; 7, KR1120; 8, Omskaya 36;  
9, JAS58/JAS55//ALD/3/MRNG/4/ALD; 10, Koksu; 11, ZM23524; 12, SOMO/SORO/ACTS5; 13, BR14/CEP847; 14, Astana; 15, Kazakhstanskaya 25; 
16, Kazakhstanskaya Rannespelaya; 17, Keremet; 18, Salamouni; 19, Glenlea; M, molecular weight marker (GeneRulerTM; 100 bp DNA 
Ladder (Fermentas, Lithuania)).
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и восприимчивостью к P. tritici-repentis (Lamari, Bernier, 
1989; Friesen, Faris, 2004; Abeysekara et al., 2010). В на
шем исследовании NE P. tritici-repentis ToxA и ToxB ис
пользованы как факторы вирулентности для скрининга 
гермоплазмы пшеницы с NEсодержащими культурами, 
чтобы предсказывать их реакцию на пиренофороз.

Настоящее исследование обусловлено необходимостью 
расширения генетического полиморфизма с привлечени
ем разнородных источников устойчивости, которые мо
гут применяться в селекции устойчивых к P. tritici-repen-
tis сортов пшеницы. Эту задачу удалось решить на основе 
использования ПЦР, изолятов рас и токсинов Ptr ToxA и 
Ptr ToxВ. С помощью молекулярных маркеров Xfcp623 
и XBE4444541, диагностических для генов Tsn1 и Tsc2, 
связанных с чувствительностью к Ptr ToxA и Ptr ToxB, 
была охарактеризована коллекция из 41 образца мягкой 
пшеницы. Результаты генотипирования гермоплазмы 
пшеницы с использованием молекулярного маркера 
XBE444541 соответствовали фенотипическим реакциям 
к расе 5 со степенью сцепления 92.11 %, а к Ptr ToxВ – со 
степенью сцепления 97.37 %. Результаты генотипирования 
с использованием молекулярного маркера Xfcp623 соот
ветствовали фенотипическим реакциям нечувствитель
ности или чувствительности к токсину ToxA со 100 % 
степенью сцепления. Это позволяет сделать заключение 
об адекватности и надежности диагностического маркера 
Xfcp623 для идентификации носителей устойчивости к 
токсину ToxA пиренофороза. Эффективность маркера 
Xfcp623 обусловлена его локализацией внутри гена Tsn1, 
в интроне 5 этого локуса, в позиции 4901…5280 (Faris 
et al., 2010). В базе данных Komugi (Wheat Genetic Re
sources DataBase) ген Tsn1, зарегистрированный как ген 
чувствительности к HST ToxA, характеризуется наличи
ем 8 экзонов и S/ TPKNBSLRR структурой. Указывает
ся, что для функционирования гена Tsn1 необходимы все 
три домена, при этом белок TSN1 не взаимодействует 
на прямую с ToxA.

Изучение реакции гермоплазмы пшеницы на иноку
ляцию и инфильтрацию позволило выявить более 78 % 
образцов, устойчивых одновременно как к расам 1 и 5, 
так и к токсинам Ptr ToxA и Ptr ToxB. Полученные дан
ные совпадают с более ранними результатами изучения 
коллекции пшеницы, где нечувствительная реакция к 
Ptr ToxA наблюдалась у большинства (64.5 %) изученных 
генотипов пшеницы (Kokhmetova et al., 2017). С практи
ческой точки зрения, наибольший интерес представляют 
восемь образцов пшеницы, продемонстрировших самую 
высокую устойчивость одновременно к двум расам (1 и 5) 
и двум токсинам (Ptr ToxA и Ptr ToxB), а также подтвер
дивших невосприимчивость к HST при молекулярном 
скрининге. Однако изолят расы 5 не всегда вызывал хлороз 
у генотипов пшеницы, для которых предполагалось на
личие доминантного аллеля гена Tsc2, чувствительного к 
токсину Ptr ToxB. Так, устойчивая реакция к расе 5 вместо 
ожидаемой восприимчивой обнаружена у линий пшени
цы ZM23524 и KR1120. При инфильтрации токсином 
Ptr ToxB у сорта пшеницы Aray также вместо ожидаемой 
восприимчивой реакции наблюдалась нечувствительность 
к Ptr ToxB. Это согласуется с результатами ряда исследо
ваний, посвященных взаимодействию Tsn1–Ptr ToxA, где 

показано, что чувствительность к NE не всегда определяет 
чувствительность к P. tritici-repentis, а влияние взаимо
действия Tsn1–Ptr ToxA в развитии болезни зависит от 
генетического фона хозяина, т. е. от конкретного генотипа 
пшеницы (Chu et al., 2008; Faris et al., 2012; Kariyawasam et 
al., 2016). В статье (Мироненко, Коваленко, 2018) на при
мере взаимодействия аллелей гена Tsn1 и генаэффектора 
P. tritici-repentis ToxA в конкретных парах генетически 
охарактеризованных образцов пшеницы и изолятов па
тогена показано, что один и тот же признак «образование 
некроза на листьях» в сочетаниях различных генотипов 
сорт – изолят имеет разную генетическую природу. Эф
фекты взаимодействия Tsn1–ToxA на пиренофороз у 
мягкой пшеницы могут варьировать от незначительных 
до очень значительных в зависимости от генетического 
фона хозяина (Virdi et al., 2016). Авторы последней работы 
предположили, что некоторые генотипы пшеницы обла
дают факторами, которые приводят к изменению уровней 
экспрессии гена ToxA через эпистаз или какимто образом 
ингибируют распознавание токсина ToxA геном Tsn1 в 
растениях, зараженных спорами гриба.

Для успешной селекции на иммунитет большое значе
ние имеет международное сотрудничество с CIMMYT. 
Согласно нашим исследованиям, сорта, устойчивые к 
пиренофорозу, следует создавать с использованием раз
нообразных источников гермоплазмы. В качестве доноров 
устойчивости необходимо привлекать к гибридизации 
образцы из коллекции CIMMYT, России и Казахстана. 
Полученные нами результаты создают возможность для 
перехода селекционного процесса в Казахстане на новый 
научный уровень за счет комплексного применения мо
лекулярногенетических и фитопатологических методов. 
Данные генотипирования и скрининга с использованием 
некротрофных эффекторов представляют интерес для по
вышения эффективности селекции на основе элиминации 
из селекционного материала носителей доминантных 
аллелей генов Tsn1 и Tsc2, чувствительных к агрессивным 
токсинам Ptr ToxA и Ptr ToxB. Носители идентифициро
ванных рецессивных аллелей tsn1 и tsc2 генов устойчи
вости к токсинам Ptr ToxA и Ptr ToxB P. tritici-repentis 
необходимо использовать в селекционных программах 
по повышению устойчивости к пиренофорозу пшеницы.
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