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ИДЕНТИФИКАЦИЯ НОСИТЕЛЕЙ ГЕНОВ УСТОЙЧИВОСТИ  
К ТВЕРДОЙ ГОЛОВНЕ TILLETIA CARIES (DC.) ПШЕНИЦЫ

Аннотация. Одной из наиболее вредоносных болезней пшеницы относится твердая головня, 
возбудителем которой являются грибы Tilletia caries (DC.) Наиболее эффективным методом 
борьбы с головней считается генетическая защита растений, которая достигается внедрением 
в производство новых устойчивых образцов к твердой головне пшеницы. В настоящее время 
имеется информация о 15 генах, которые могут обеспечить защиту от патогена твердой головни. 
Разработан ряд молекулярных маркеров, связанных с основными генами устойчивости к твердой 
головне. Они будут использованы для создания устойчивых к твердой головне сортов путем 
скрининга и интрогрессии Bt-генов устойчивости в сорта пшеницы с хорошими хозяйственно-
ценными признаками. Целью исследования являются идентификация носителей устойчивости 
к твердой головне с использованием молекулярных маркеров. Проведен молекулярный и 
фитопатологический скрининг румынских образцов пшеницы на устойчивость к твердой головне 
Tilletia caries. Молекулярный скрининг румынских образцов на устойчивость к твердой головне 
показал, что 2 образца (02429GP-1, F08245G1), обладают геном Bt9. При использовании для 
ПЦР праймера к локусу FSD/RSA у двух образцов выявлен ген устойчивости Bt10. В результате 
фитопатологического анализа установлено, что 5 образцов (02429GP-1, F08126G1, F08245G1, 
F08347G1, F07270G2) характеризуются высокой устойчивостью к твердой головне. Сорт Retezat 
показал восприимчивую реакцию с поражением в 52%. Полученные данные являются ценными в 
селкционных программах для повышения устойчивости к твердой головне.

Ключевые слова: пшеница, молекулярный скрининг, гены устойчивость, фитопатологическая 
оценка, твердая головня.
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Identification of genetic carriers  
of wheat steady againt common bunt Tilletia caries (DC.)

Abstract. One of the most widespread and dangerous diseases of wheat is the common bunt, which 
is caused by the fungi Tilletia caries (DC.). The most effective method of combating smut is considered 
to be genetic protection of plants, which is achieved by the introduction of new resistant samples to 
common bunt wheat. There is information about more than 15 genes that can express resistance to this 
disease. A number of molecular markers associated with the main genes of resistance to common bunt 
have been developed. They will be used to create common bunt resistant samples by screening and 
introgression of Bt-genes resistance into wheat samples with good economic value traits. The aim of 
the study is to identify carriers of resistance to common bunt using molecular markers. Molecular and 
phytopathological screening of Romanian wheat samples for resistance to common bunt Tilletia caries 
(DC.) was carried out. Molecular screening of Romanian samples for resistance to common bunt showed 
that 2 samples (02429GP-1, F08245G1) possess the Bt9 gene. When using a primer for PCR to the FSD 
/ RSA locus, the Bt10 resistance gene was detected in two samples. As a result of phytopathological 
analysis, it was found that 5 samples (02429GP-1, F08126G1, F08245G1, F08347G1, F07270G2) are 
highly resistant to common bunt. Retezat showed a susceptible response with a lesion of 52%. The data 
obtained are valuable in breeding programs to increase resistance to common bunt.

Key words: wheat, molecular screening, resistance genes, phytopathological assessment, common 
bunt.
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Бидайдың қатты қара күйе ауруына Tilletia caries (DC.)  
төзімділік ген тасымалдаушыларын идентификациялау 

Аңдатпа. Қатты қара күйе бидайдың ең қауіпті ауруларының бірі болып табылады, оның 
қоздырғышы Tilletia caries (DC.). Қатты қара күйе аурумен күресудің ең тиімді әдісі генетикалық 
қорғану болып табылады, ол қатты қара күйеге төзімді бидай үлгілерін өндіріске енгізуге мүмкіндік 
береді. Қазіргі таңда бұл ауруға төзімділік көрсететін 15-ке жуық ген белгілі. Қатты қара күйеге 
төзімділіктің негізгі гендерімен байланысты молекулалық маркерлер қатары әзірленді. Олар 
жақсы шаруашылық-құнды белгілері бар бидай сорттарына тұрақтылық Bt-генінің скринингі 
және интрогрессиясы арқылы қатты қара күйеге төзімді сорттарды жасау үшін пайдаланылатын 
болады. Зерттеудің мақсаты молекулалық маркерлерді пайдалана отырып, қатты қаракүйеге 
төзімді ген тасымалдаушыларын анықтау болып табылады. Қатты қаракүйеге Tilletia caries 
(DC.) төзімділігін анықтауда румындық бидай үлгілеріне молекулалық және фитопатологиялық 
скрининг жүргізілді. Молекулалық скринингтің нәтижесінде қатты қаракүйеге төзімді 2 үлгіде 
(02429GP-1, F08245G1) Bt9 гені табылды. ПТР үшін FSD/RSA праймерінің локусын қолданғанда екі 
үлгіде Bt10 гені анықталды. Фитопатологиялық талдау нәтижесінде 5 үлгі (02429GP-1, F08126G1, 
F08245G1, F08347G1, F07270G2) қатты қаракүйеге жоғары төзімділікпен ерекшеленді. Retezat 
сорты 52%-да төзімсіздік реакция көрсетті. Бұл құнды генотиптер болашақта қатты қара күйеге 
төзімді сорттар шығару үшін селекцияда бағалы бастапқы материал ретінде пайдаланылуға 
болады.

Түйін сөздер: бидай, молекулалық скрининг, төзімді гендер, фитопатологиялық бағалау, 
қатты қаракүйе.

Сокращения и обозначения

Tilletia caries (DC) Tul. – возбудитель твер-
дой головни пшеницы; Bt-гены – обозначение 
для генов устойчивости к твердой головне.

Введение 

Твёрдая головня пшеницы – один из самых 
значимых биотических ограничителей в про-
изводстве пшеницы по всему миру. Для реа-
лизации задач по снижению распространения 
болезни, получения незаражённого сельскохо-
зяйственного продукта, повсеместно использу-
ется обработка семенного материала фунгици-
дами. Использование современных препаратов 
практически полностью устраняет прямые поте-
ри сельскохозяйственного продукта, они эффек-
тивно уничтожают споры на семенах и в почве. 
Однако метод применения протравителей се-
менного материала наносит урон окружающей 
среде, здоровью человека. Этот способ защиты 
экономически не выгоден и неприемлем при ор-
ганическом земледелии [2, 3]. В Европе потери 
урожая из-за твердой головни составляли более 
50%, а в отдельные годы эта болезнь приводила 
к полной потере урожая [4, 9]. Наиболее важным 
источником инфекции являются зараженные се-
мена. Заражение пшеницы происходит во время 

прорастания, этому способствуют прохладные и 
влажные условия. Пораженные колосья легко-
весные, не поникают, имеют серовато-фиолето-
вый оттенок, издают селедочный запах [5]. Кой-
шыбаевым М.К. (2002) показано, что при посеве 
непротравленными семенами пшеница поража-
ется головней до 10% и более, что приводит не 
только прямым потерям, но заметному сниже-
нию качество зерна; из-за токсических свойств 
спор головни, содержащих алкалоид триметила-
мин, головня негативно влияет на здоровье чело-
века и сельскохозяйственных животных. Сильно 
заспоренное зерно нельзя использовать для при-
готовления продуктов питания и комбикормов 
для животных [5, 6, 7]. Многие казахстанские 
сорта пшеницы, обладающие стабильной уро-
жайностью, высоким качеством зерна и эко-
логической пластичностью, на инфекционном 
фоне сильно поражаются болезнями. В случае 
проявления эпифитотии твердой головни это 
может привести к большим потерям в аграрном  
секторе [1].

В целях поддержания высокой урожайности 
и отличного качества семян органические про-
изводители должны полагаться на устойчивые 
к болезням сорта пшеницы [8]. Разработан ряд 
молекулярных маркеров, связанных с основны-
ми генами устойчивости к твердой головне. Они 
будут использованы для создания устойчивых к 
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твердой головне сортов путем скрининга и ин-
трогрессии Bt-генов устойчивости в сорта пше-
ницы с хорошими хозяйственно-ценными при-
знаками.

Наиболее эффективным методом борьбы с 
головней считается генетическая защита рас-
тений, которая достигается внедрением в про-
изводство новых устойчивых образцов к твер-
дой головне пшеницы. Таким образом, вместо 
применения химических обработок семян не-
обходимы органические средства для борьбы с 
болезнями растений. Сорта пшеницы, несущие 
гены устойчивости, используются как альтерна-
тивный метод борьбы вместо химических фун-
гицидов против общей болезни. Актуальность 
таких исследований обусловлена необходимо-
стью создания генетически разнородных источ-
ников устойчивости, доноров и перспективных 
линий пшеницы, которые могут быть использо-
ваны в селекции устойчивых к болезни сортов.

Использование генетической устойчивости 
у растительных организмов к опасным гриб-
ным паразитам является многообещающим 
выбором эффективного управления инфекци-
онным процессом, способом, безвредным для 
окружающей среды. Известно 15 олигогенов, 
предопределяющих устойчивость к твёрдой го-
ловне пшеницы (Bt1 – Bt15) [10, 4]. Они при-
сутствуют в генотипе различных сортов и ли-
ний пшеницы по отдельности или в сочетании 
нескольких Bt-генов. В производстве практиче-
ски отсутствуют устойчивые к твердой головне 
сорта пшеницы. Создание устойчивых сортов 
пшеницы обеспечивает стабильность произ-
водства, особенно в годы эпифитотии, также 
обеспечивает качество, себестоимость и в по-
левых условиях обеспечивает санитарно-эпи-
демиологическую безопасность. Российскими 
исследователями показано, что донорами твер-
дой головни являются яровые сорта пшени-
цы Baart (Bt1), Canus (Bt2, Bt5), Redman(Bt3) и 
озимые пшеницы Альбидум 114, Заря [11, 12]. 
Румынскими генетиками установлено, что ли-
нии F94976G-M2-11, F94978G-M1-51, F94975G-
M1-11,F95602GM1-21, F94895G-M1-21 и 
F94889G-M1-31 являются источниками генов 
Bt11, Bt13,Bt10, Bt8, Bt12 и Bt5. Эти линии, 
созданные на основе сорта Dropia, в настоя-
щее время выращивают на больших площадях 
в Румынии. Турецкая линия РI178383 является 
источником генов Bt8, Bt9, Bt10 [13]. В Румы-
нии и Кыргызстане твердой головни пшеницы 
высокую устойчивость твердой головне пшени-
цы показали образцы из США – Burt, Celorow, 

Franklin, Ark, Hyslop; из Франции – Marines; из 
Англии – Regent, из Болгарии – Русалка, из СНГ 
– Заря, Прикубанская, Красноводопадская 23, 
Красноводопалская 28 ит.д [13, 14]. При изуче-
нии устойчивости сортов озимой пшеницы ка-
захстанский селекции выделен сорт Милянопус 
223 [15]. Сорт Заря, имеющий ген BtZ, вызывает 
большой интерес селекционеров [14]. Устойчи-
вость к твердой головне в основном наблюда-
ется в 15 идентифицированных генах устойчи-
вости [4, 10]. Из генов устойчивости к твердой 
головне большое внимание уделяется гену Bt10, 
потому что, по литературном данным, этот ген 
является эффективным против всех рас твердой 
головни в мире [16].

Создание коллекции образцов пшеницы с 
эффективными генами устойчивости к твердой 
головне с помощью молекулярно-генетических 
маркеров, сочетающих высокую продуктивность 
с устойчивостью к твердой головне, позволит 
предотвратить потери урожая и повысить фак-
тическую урожайность до 50%, снизить затраты 
на обработку посевов пестицидами и уменьшить 
загрязнение окружающих среды.

Целью исследования была идентификация 
генотипов-носителей устойчивости к твердой 
головне с использованием молекулярных марке-
ров, сцепленных с генами Bt9 и Bt10.

Материалы и методы

Исследования проводили с 10 образцами 
зарубежной селекции (Румыния). В качестве 
стандарта служил сорт Богарная 56. Фитопато-
логические анализы к твердой головне пшени-
цы проводили на искусственном инфекционном 
фоне Казахского НИИ земледелия и растение-
водства, п. Алмалыбак, Алматинский область, 
Казахстан. Оценка на искусственном инфек-
ционном фоне позволяет определять степень 
поражаемости изученных образцов пшеницы, 
выбраковывать восприимчивых образцов и це-
ленаправленно вести работу.

Для инокуляции пшеницы твердой головней 
использовали метод В.И. Кривченко [25]. Устой-
чивость образцов озимой пшеницы к твердой 
головне оценивали по этой шкале: 0 – высоко-
устойчивые сорта или образцы, пораженность 
до 1%; 1 – практически устойчивые, поражен-
ность колосьев не более 5%; 2 – слабовоспри-
имчивые, поражено не более 10-25% колосьев; 
3 – средневосприимчивые – 30-50% колосьев; 4 
– сильновосприимчивые – 50-100%) [25]. С це-
лью создания успешного инфекционного фона, 
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заспорение озимой пшеницы проводили в мак-
симально поздние сроки (во 2-3 декаде октября). 
Семена высевали в 2-кратной повторности в 2 
ряда по одному погонному метру [5]. При иноку-
ляции озимой пшеницы использовали споры го-
ловни текущего года. Для оценки устойчивости 
сортов или линий использовали смесь местной 
популяции Tilletia caries, собранной из несколь-
ких восприимчивых сортов пшеницы. Учет по-
раженности головневыми болезнями образцов 
пшеницы проводили по колосьям [5].

Выделение геномной ДНК осуществляем 
из 5-дневных проростков пшеницы с помощью 
CTAB-метода [26]. Носители Bt-генов иденти-
фицированы на основе ПЦР с использованием 
разработанных протоколов. Для идентифика-
ции носителей Bt использованы STS маркеры.
Объем реакционной смеси для ПЦР составляет 
25 мкл и содержит 2,5 мкл 10х буфера для Taq-
полимеразы, 2,5 мкл dNTP (2,5 мМ каждого ну-
клеотида), 0,5 мкл каждого праймера, 0,5 мкл 
Taq-полимеразы, 18 мкл MQ-H20. Для разделе-
ния фрагментов амплифицированной ДНК про-
водится электрофорез в 2 %-м агарозном или 
8 % полиакриламидном геле (ПААГ) в ТВЕ-
буфере (45 мМ трис-борат, 1мМ EDTA, pH 8) 
[27]. Амплификация проводится в амплифика-
торе BioRad (TM100 Thermalcycler, Syngapore): 
начальная денатурация – 94 ºC в течение 5 мин; 
45 циклов – 1 мин при 94 ºC; 1 мин – 45 ºC; 
2  мин –72 ºC; финальная элонгация проводится 
в течение 7  мин при 72 ºC. Программы ПЦР мо-
дифицировались в зависимости от идентифици-
руемого гена. Амплифицированные фрагменты 
разделяли с помощью электрофореза в 1,5% 
агарозном геле в 1×ТВЕ буфере. Под действи-
ем электрического тока фрагменты ДНК про-
двигаются в геле от катода к аноду («от мину-
са к плюсу»), скорость их движения при этом 
обратно пропорциональна размерам (мелкие 
фрагменты проходят больший путь). Положе-
ние фрагментов в геле определяют по флуорес-
ценции бромида этидия – интеркалирующего 
агента, встраивающегося между двумя цепями 
молекулы ДНК. Использовалось следующее 
оборудование: электрофоретическая камера, 
столик для заливки геля, источник постоянно-
го тока (до 500  В), трансиллюминатор, фото-
камера. Реактивы: трис, борная кислота, ЭДТА, 
агароза, бромфеноловый синий, ксилолцианол, 
сахароза, бромид этидия и для эктрофорез (ага-
розный).

Результаты и обсуждение

Целью исследования была идентификация 
линий пшеницы среди образцов румынских се-
лекций, устойчивых к твердой головне. Для это-
го проведен скрининг образцов ДНК пшеницы 
на присутствие маркеров, сцепленных с генами 
устойчивости к твердой головне. Для идентифи-
кации носителей генов устойчивости использо-
ван метод полимеразной цепной реакции (ПЦР). 
Наиболее эффективными генами устойчивости 
к твердой головне являются Bt10 и Bt9. Ген Bt9 
локализован на хромосоме 6DL [17], донорами 
гена являются PI 166910, PI 166921, PI 167822 
[18]. Ген Bt10 также расположен на этой хромо-
соме. Было предположено их возможное сцепле-
ние или совместное размещение. После прове-
дённого сравнения установлено, что гены Bt9 и 
Bt10 являются двумя отличными генами устой-
чивости пшеницы к твёрдой головне, располо-
женными, соответственно, на 6DL. Вместе с ге-
ном Bt7 – в сорте CI 7090 [17], с геном Bt10 – в 
сортах пшеницы Jeff [19], PI 178383 [20], Ranger 
Bt10 [21]. 

Ожидаемый продукт амплификации разме-
ром 296 п.н. для Bt9 с использованием прайме-
ров Хgpw7433. В качестве положительного кон-
троля при идентификации носителей Bt-генов 
использованы изогенные линии PI 178383 (Bt9). 
На рисунке 1 представлены результаты ПЦР 10 
образцов пшеницы. Характерные для носителей 
Bt-гена ПЦР продукты размером 296 п.н. выявле-
ны у 2 образцов (02429GP-1, F08245G1). Эти об-
разцы являются устойчивыми к твердой головне. 

Ген Bt10 идентифицирован [22] и локализо-
ван J.G. Menzies с колленами [16]. Он имеется в 
генотипе следующих сортов и линий пшеницы: 
BW553 = Neepawa*6//RedBobs/PI 178383 [23], 
AC 2000, AC Cadillac, AC Carma, AC Crystal, AC 
Foremost, AC Taber, AC Vista [17], Fairview [24], 
PI 116301, PI 116306 [22], Selection M69-2094 
[10], SrCad [25]. Вместе с геном Bt9 – в сортах 
Jeff [19], PI 178383 [17], Ranger [21].

Для поиска гена Bt10 использованы маркеры 
FSD/RSA и Хgwm469 [29]. При использовании 
маркера FSD/RSA формируется фрагмент ДНК 
размером 275 п.н., а при использовании марке-
ра Хgwm469 размер продукта амплификации 
составляет 165 п.н., который ассоциируется с 
наличием Bt10 гена. В качестве положительно-
го контроля использованы изогенные линии PI 
554118 (Bt10). 
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ПЦР-анализ показал, что ПЦР с использова-
нием двух различных маркеров (FSD/RSA F/R и 
Хgwm469) показал одинаковые результаты, сви-
детельствующие о наличии гена Bt10 (рисунки 2 
и 3). В таблице 1 представлены результаты ПЦР-
анализа пшеницы, отражающего наличие или 
отсутствие в исследуемых образцах гена устой-
чивости к Tilletia caries.

Проведен фитопатологический скрининг к 
твердой головне румынских образцов пшени-
цы. Из изученных 10 генотипов пшеницы вы-
делено 5 генотипов, демонстрировавших вы-

сокий устойчивости к твердой головне (0%). 
Сорт Retezat показал восприимчивую реакцию 
с поражением в 52%. В таблице представлены 
результаты молекулярного и фитопатологи-
ческого скирининга образцов пшеницы. Мо-
лекулярный скрининг румынских образцов на 
устойчивость к твердой головне показал, что 
2 образцы (02429GP-1, F08245G1) обладают 
геном Bt9. При использовании для ПЦР прай-
мера к локусу FSD/RSA у двух образцов вы-
явлен ген устойчивости Bt10. Ismail Poyraz et 
al., 2016, Турция, используя микросателлит-

1- PARTNER, 2-02429GP-1, 3- RETEZAT, 4-F08126G1, 5- F08347G1,  
6- F06659G-1, 7- F08245G1, 8- F06393GP10, 9-F08034G1, 10- F07270G2,  

11-Bt-9 M82-2098, Marker Gene ruller 100 bp 

Рисунок 1 – Идентификация гена Bt9 с использованием маркера Хgpw7433

1-Partner, 2-Retezat, 3-02429GP-1, 4-F08126G1, 5-F08245G1, 6-F06659G-1,  
7-F08347G1, 8-F08034G1, 9-F06393GP10, 10-F07270G2, 11- PI 554118 (Bt10),  

Marker Gene ruller 100 bp

Рисунок 2 – Идентификация гена Bt10 с использованием маркераХgwm 469

1- F08034G1, 2-Partner, 3-Retezat, 4-02429GP-1, 5-F08126G1, 6-F08245G1,  
7- F07270G2, 8-F08347G1, 9-F06393GP10, 10-F06659G-1, 11- PI 554118 (Bt10),  

Marker Gene ruller 100 bp

Рисунок 3 – Идентификация гена Bt10 с использованием маркера FSD/RSAF/R
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ные Xgwm469, Xgwm114, Xgwm264, Xgwm374 
и RAPD UBC196 маркеры выявили наличие 
Bt-генов в гермоплазме пшеницы и показали, 
что 10 местных сортов имеют в генотипе гены 

устойчивости Bt10, Bt11 [30]. Предыдущие ис-
следования были также проведены для моле-
кулярных исследований казахстанских сортов 
[31].

Таблица 1 – Молекулярный скрининг румынских образцов пшеницы к твердой головне

№ 
ката-лога Название образца

Bt9 
Хgpw 7433

296 п.н.

Bt10
Xgwm469
165 п.н.

Bt10 FSD/RSA
275 п.н.

Фитопатологи-че-
ская оценка, %

77 PARTNER - 15,4

78 RETEZAT - - 52,6

79 02429GP-1 296 - 0
81 F08126G1 - - 0
82 F08245G1 296 - 0
84 F06659G-1 - - 4

336 F06393GP10 - - 3
337 F08347G1 - - 0
339 F08034G1 - 165 275 5
341 F07270G2 - 165 275 0

Ко
нт

ро
ль

ны
е 

ли
ни

и

Богарная 56 - - - 46,2
PI 178383 (Bt8, 

Bt9, Bt10) 296 165 275 0

Bt9 M82-2098 296 - - 0
PI 554118 (Bt10) - 165 275 0
Bt11 M82-2123 - - - 0
Bt12 P.I.119333 
(M82-2141) BW - - - 0

В результате многих исследований, прове-
денных в мире, есть много маркеров, опреде-
ляющих гены устойчивости. С помощью этих 
маркеров были идентифицированы устойчивые 
носители генов. 

Таким образом, был проведен молекулярный 
скрининг 10 румынских образцов на устойчи-
вость к возбудителю твердой головни пшени-
цы. Настоящее исследование было обусловлено 
необходимостью создания источников устойчи-
вости, доноров пшеницы, которые могут быть 
использованы в селекции устойчивых к болез-
ни сортов. В результате у перспективных линий 
02429GP-1, F08245G1 обнаружен ген Bt9, а у 
двух линий (F08034G, F07270G2) было обнару-
жен ген Bt10. Результаты фитопатологического 
анализа 5 образцов показали высокоустойчивую 
реакцию к твердой головне. Румынский сорт Re-
tezat показал восприимчивую реакцию с пораже-
нием в 52%.

Заключение

Молекулярный скрининг румынских образ-
цов на устойчивость к твердой головне показал, 
что 2 образца (02429GP-1, F08245G1) обладают 
геном Bt9. При использовании для ПЦР прайме-
ра к локусу FSD/RSA у двух образцов выявлен 
ген устойчивости Bt10. В результате фитопато-
логического анализа установлено, что 9 образцов 
(02429GP-1, F08126G1, F08245G1, F08347G1, 
F07270G2) характеризуются высокой устойчи-
востью к твердой головне. Сорт Retezat показал 
восприимчивую реакцию с поражением в 52%. 
Полученные нами результаты создают возмож-
ность для перехода селекционного процесса в 
Казахстане на новый научный уровень за счет 
комплексного применения молекулярно-генети-
ческих и фитопатологических методов. Данные 
являются ценными в селекционных программах 
для повышения устойчивости к твердой головне.
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