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СЕЛЕКТИВНОЕ ВЛИЯНИЕ СОРТОВ ПШЕНИЦЫ С ГЕНОМ ТSN1  
НА ФОРМИРОВАНИЕ ПОПУЛЯЦИИ ВОЗБУДИТЕЛЯ ЖЕЛТОЙ ПЯТНИСТОСТИ 

PYRENOPHORA TRITICI-REPENTIS

Н.В. Мироненко, О.А. Баранова, Н.М. Коваленко, О.С. Афанасенко, Л.А.Михайлова 
Всероссийский НИИ защиты растений, Санкт-Петербург

Популяции возбудителя эпидемиологически опасной болезни пшеницы – желтой пятнистости или пиренофороза 
– Pyrenophora tritici-repentis расширяют свой ареал, продвигаясь на север. Вирулентность популяции определяют 
взаимоотношения между продуктами генов (а)вирулентности или эффекторов и генов устойчивости/восприимчивости 
хозяина. Гриб P. tritici-repentis продуцирует белковые хозяин-специфичные токсины, индуцирующие некроз и хлороз 
на листьях восприимчивых сортов. Из них токсин Ptr ToxA, детерминируемый геном ToxA, считается основным 
фактором патогенности, который индуцирует некроз у сортов с геном восприимчивости Tsn1. Изучена роль гена Tsn1 в 
распространении изолятов, несущих ген ToxA, в популяции патогена. Провели диагностику функциональной аллели гена 
Tsn1 у 68 сортов пшеницы, включенных в Госреестр (2017), из 3-х регионов России. Для этого использовали метод ПЦР 
с праймерами на маркер Xfcp623. Аллель Tsn1 обнаружена у 48.4 % испытуемых сортов по Северо-Кавказскому региону, 
16.7 % – по Северо-Западному и 5.3 – по Западно-Сибирскому региону, что коррелирует с типом развития (озимый/
яровой) сортов в данном регионе и встречаемостью в географических популяциях P. tritici-repentis изолятов с геном ToxA. 
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Эти результаты доказывают влияние гена восприимчивости Tsn1 в возделываемых сортах пшеницы, на встречаемость 
в популяциях P. tritici-repentis, обитающих на этих сортах, изолятов с геном ToxA. Вместе с тем, северо-западная и 
западно-сибирская популяции патогена отличаются высокой вирулентностью. Несмотря на низкую встречаемость в 
этих популяциях изолятов с геном ToxA, поражение районированных сортов пшеницы как с геном Tsn1, так и без него 
обеспечивают иные некрозиндуцирующие токсины, отличные от Ptr ToxA. Мы считаем нецелесообразным проведение 
MAS на ген Tsn1 в селекционном процессе для создания сортов пшеницы устойчивых к желтой пятнистости.

Ключевые слова: Pyrenophora tritici-repentis, желтая пятнистость, пшеница, токсин Ptr ToxA, ген восприимчивости, 
Tsn1, маркер Xfcp623, ToxA, популяции, MAS.

Относительно недавно возникшая болезнь пшеницы – 
желтая пятнистость листьев, быстро расширяет свой ареал 
на север и северо-запад РФ [Михайлова и др., 2007; 2014]. 
Возбудитель болезни аскомицетный гомоталличный гриб 
Pyrenophora tritici-repentis [(Died.) Drechs., анаморфа 
Drechslera tritici-repentis (Died.) Shoemaker]. Основными 
факторами патогенности P. tritici-repentis считаются бел-
ковые токсины Ptr ToxA и Ptr ToxB, индуцирующие некроз 
и хлороз листьев у восприимчивых сортов. Синтез Ptr 
ToxA и Ptr ToxB контролируется генами ToxA и ToxB, со-
ответственно [Lamari, Bernier, 1989; Ciuffetti et al., 1997]. 
Эти гены клонированы и на них разработаны геноспеци-
фичные праймеры [Andrie et al., 2007], что позволяет ме-
тодом ПЦР определять их наличие в изолятах патогена. 
Чувствительность пшеницы к Ptr ToxA детерминируется 
геном Tsn1. Взаимоотношения в патосистеме «пшеница – 
P. tritici-repentis» осуществляются по типу «ген-на-ген», 
и выражаются в том, что продукты генов вирулентности 
патогена (=хозяин-специфичные токсины) при взаимо-
действии с продуктами генов восприимчивости растени-
я-хозяина вызывают совместимость, т.е. развитие болезни 
[Strelkov, Lamari, 2003; Ciufetti et al., 2010]. Это положе-
ние справедливо также для ряда других токсинобразую-
щих грибов: например, Stagonospora nodorum [Phan et al., 
2016], Cochliobolus carbonum [Scott-Craig et al., 1992], C. 
victoriae, C. heterostrophus [Markham, Hille, 2001; Walton, 
Panaccione, 1993]. 

На ген восприимчивости Tsn1 разработаны молеку-
лярные маркеры [Zhang et al., 2009; Faris et al., 2010]. Это 
SSR-маркеры на дистальные области гена Tsn 1: Xfcp1, 
Xfcp620, Xfcp394 [Zhang et al., 2009]. После того, как ген 
Tsn1 был клонирован и секвенирован, был разработан до-

минантный SSR маркер Xfcp623 на внутреннюю область 
гена [Faris et al., 2010]. 

Ранее на территории России нами были идентифици-
рованы три географические популяции P. tritici-repentis, 
различающиеся по вирулентности [Михайлова и др., 2014, 
2015] и SSR маркерам [Мироненко и др., 2016]. Это севе-
рокавказская, северо-западная и западно-сибирская (пред-
ставлена омской) популяции, которые также различаются 
по встречаемости в них изолятов с геном ToxA (ToxA+). 
Максимальная встречаемость изолятов ToxA+ (80 %) в се-
веро-кавказской популяции, в северо-западной популяции 
ToxA+ изолятов в 2 раза меньше (42 %) [Мироненко и др., 
2015]. В западно-сибирской популяции отмечена мини-
мальная встречаемость ToxA+ изолятов (27 %) [Мироненко 
и др., 2017]. Очевидно, что при расширении ареала пато-
гена на север какие-то механизмы препятствуют распро-
странению гена ToxA в популяции. Одним из таких меха-
низмов может быть селективный отбор изолятов ToxA+ на 
сортах с доминантной аллелью Tsn1.

Цель нашего исследования – выявить влияние сортов 
пшеницы с геном восприимчивости Tsn1 на распростра-
ненность изолятов, несущих ген ToxA, в популяциях 
P. tritici-repentis. Для этого мы проанализировали выбор-
ку сортов мягкой пшеницы, районированных в регионах 
происхождения изученных нами популяций патогена – Се-
веро-Кавказском, Северо-Западном и Западно-Сибирском 
– на предмет наличия в них доминантной аллели Tsn1. По-
лученные результаты сравнили с ранее опубликованными 
данными по встречаемости изолятов ToxA+ в популяциях 
P. tritici-repentis [Мироненко и др., 2015; Мироненко и др., 
2017].

Материалы и методы
Материалом исследования служили 68 сортов пшеницы, рай-

онированных и возделываемых в Северо-Кавказском, Северо-За-
падном и Западно-Сибирском регионах России (табл.1). Харак-
теристика типа развития (озимый/яровой) каждого сорта взята из 
Государственного реестра селекционных достижений за 2017 год 
(http:// reestr.gossort.com/).

Из проростков пшеницы выделяли ДНК известным 
методом [Murray, Thompson, 1980]. Доминантную ал-
лель гена Tsn1 идентифицировали в сортах методом ПЦР 
с праймерами на маркер Xfcp623 (Tsn1). Состав прайме-
ров (5’-> 3’): F – CTATTCGTAATCGTGCCTTCCG; R – 
CCTTCTCTCTCACCGCTATCTCATC [Faris et al., 2010]. Размер 
диагностического фрагмента – продукта амплификации маркера 
Xfcp623 составляет 380 п.н. Наличие продукта амплификации 
свидетельствует о существовании доминантной аллели гена 
Tsn1, отсутствие – о нулевой (рецессивной) аллели tsn1.

Состав реакционной смеси [Roder et al., 1998]: (×1) буфер 
(без магния), 0.20 mM каждого из 4-х dNTP, по 250 нМ каждого 
праймера, 1.5 mM MgCl2, 1 ед. Taq-ДНК - полимеразы (Helicon), 
50–100 нг ДНК в объеме 25 мкл.

ПЦР выполняли на термоциклере С1000TM (BioRad). Режим 
амплификации: преденатурация при 94 °C 3 мин. Затем в течение 
45 циклов: 94 °C – 1 мин, 60 °C – 1 мин, 72 °C – 2 мин; конечный 
синтез в течение 10 минут.

Продукты амплификации разделяли в 1.7 % агарозном геле, 
окрашенном бромистым этидием, при напряжении 100 В в тече-
ние 3 часов и фотографировали. В качестве маркеров молекуляр-
ных масс использовали GeneRulerTM 50 b.p. DNA Ladder фирмы 
Fermentas. 

Коэффициент корреляции считали с помощью программы 
Microsoft Office Excel 2007.

Результаты
Демонстрация результатов ПЦР идентификации алле-

ли Tsn1 представлена на рис.1. Доминантная аллель Tsn1 
была выявлена в 15 сортах из 31, выращиваемых в Севе-
ро-Кавказском регионе, в 3 сортах из 18, районированных 
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на северо-западе, и одном из 19 западно-сибирских сортов, 
что составляет 48.4, 16.7 и 5.3 % соответственно (табл.1). 
Оказалось, что доля сортов пшеницы с геном Tsn1 в ка-
ждом из трех регионов коррелирует с долей ToxA+ изоля-
тов P. tritici-repentis в популяциях патогена, обитающих 
в этих регионах, – 80, 42 и 27 % соответственно [Миро-
ненко и др., 2015, 2016a]. Коэффициент корреляции соста-
вил 0.99. Причем, северо-кавказские сорта все оказались 

озимыми, западно-сибирские – яровыми (кроме одного), а 
северо-западные были представлены яровыми и озимыми 
примерно в равных долях. В подавляющем большинстве 
сорта с геном Tsn1 имеют озимый тип развития. Коэффи-
циент корреляции составил 0.94. Изменчивость сортов по 
типу развития и аллельному составу гена Tsn1, а также из-
менчивость популяций патогена по гену ToxA в трех реги-
онах РФ отражена графически на рис. 2. 

Рисунок 1. Идентификация доминантной аллели гена Tsn1. Размер диагностического фрагмента 380 п. н.  
М – маркеры молекулярных масс 50 п.о. (Fermentas)

Таблица 1. Идентификация аллелей гена Tsn1 в сортах пшеницы методом ПЦР

Тип развития/ 
аллель Tsn1

Сорта районированные и возделываемые в регионе
Северо-Кавказском Северо-Западном Западно-Сибирском

Озимый / Tsn1

Афина, Безостая 1, Ермак, Есаул,  
Крошка, Лауреат, Паллада, Палпич,  

Памяти Калиненко, Сила, Старшина, 
Таня, Фишт, Фортуна, Юбилейная 100

 —  — 

Озимый/ tsn1

Адель, Айвина, Батько, Верта, Виза,  
Восторг, Дея, Доля, Зерноградская 10,  
Зерноградская 11, Золотко, Красота,  
Ласточка, Ольхон, Утриш, Юнона

Аристос, Бриллиант, Галина, 
Завет, Инна, Корунд, Мера, 
Немчиновская 24, Поэма,  

Русское поле, Цобель

Новосибирская 3

Яровой / Tsn1  — Софья, Дарья
Красноуфимовская 100 Алтайская жница

Яровой /tsn1  — 

Рассвет
Ленинградская 8
Ленинградская 6
Ленинградская 97

Зауралочка, Мелодия, Обская 2, Омская 
28, Омская 29, Омская 33, Омская 35, 
Омская 36, Омская 37, Омская 38, Ом-
ская 41, Омская краса, Памяти Азиева, 

Тобольская, Уралоcибирская, Челяба 75, 
Экада 113

Рисунок 2. Процентное содержание в популяциях P. tritici-repentis 
изолятов ToxA+, доли Tsn1+ и озимых в анализируемой выборке 

районированных сортов пшеницы в трех регионах России 

По данным Госреестра 2017 года (325 сортов) мы под-
считали распределение озимых и яровых сортов в трех 
регионах РФ: по Северо-Кавказскому региону 2 % яровых 
и 98 % озимых сортов, по Западно-Сибирскому – 82 % яро-
вых и 18 % озимых и по Северо-Западному – 47.5 % яро-
вых и 52.5 % озимых. Эти данные практически совпадают 
с полученными на взятой нами в анализ выборке сортов, 
что свидетельствует о ее репрезентативности.

Изучению роли взаимодействия токсина Ptr ToxA 
и гена восприимчивости пшеницы Tsn1 в развитии бо-
лезни посвящены многие работы. Отмечено, что часто 
встречаются изоляты гриба, имеющие ToxA, но не вы-
зывающие некроз на растениях с геном Tsn1 [Andrie et 
al., 2007; Faris et al., 2012]. Секвенирование гена ToxA у 
этих изолятов не выявило нуклеотидной изменчивости в 
гене [Aboukhaddour et a., 2013; Friesen et al., 2006; Ali et 
al., 2010; Leisova-Svobodova et al., 2010]. Таким образом, 
изменчивость аллелей гена ToxA не ответственна за раз-
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личия в эффектах взаимодействия Tsn1-Ptr ToxA. Выдви-
нуты гипотезы, что эффект взаимодействия Tsn1-Ptr ToxA 
уменьшается или маскируется благодаря эпистатическим 
эффектам других генных взаимодействий [Friesen et al., 
2008]. Показано, что у различных изолятов гриба одни и 
те же эффекторы могут иметь разные уровни экспрессии 
in planta. Такие факты были описаны для двух изолятов S. 
nodorum, имеющих ген ToxA [Faris et al., 2011]. В работе 
Manning & Ciuffetti [2015] показано, что симптомы, вы-
зываемые Ptr ToxA, маскируют симптомы, индуцируемые 
другими хозяин-специфичными токсинами

В некоторых работах молекулярные маркеры на до-
минантную аллель Tsn1 предлагается использовать для 
маркер-вспомогательной селекции (MAS – marker assisted 
selection), – отбора и последующего удаления из селекци-
онного процесса восприимчивых к желтой пятнистости 
растений [Faris et al., 2010; 2012; Kokhmetova et al., 2017]. 
В связи с полученными в данной работе результатами и 

анализом данных, полученных нами ранее, мы считаем 
нецелесообразным проведение скрининга образцов пше-
ницы на наличие доминантной аллели Tsn1 помощью мо-
лекулярных маркеров (MAS) с целью удаления этих образ-
цов из селекционного процесса. Можно ожидать, что на 
сортах с генотипом tsn1tsn1 проявятся некроз индуциру-
ющие токсины ToxA+ изолятов, отличные от Ptr ToxA, су-
прессированные ранее при взаимодействии Tsn1-ToxA, не 
говоря уже о ToxA− изолятах, также продуцирующих иные 
некроз индуцирующие токсины. Сделанный вывод под-
тверждается данными других авторов (Manning, Ciuffetti, 
2015; Phan et al., 2016). Например, из 56 сортов пшеницы, 
в которых с помощью маркера Xfcp 394 была определена 
рецессивная аллель tsn1, 43 сорта, в том числе сорта Зер-
ноградская 10, Зерноградская 11 и Виза, использованные в 
нашей работе, оказались восприимчивы хотя бы к одному 
изоляту при инокуляции сортов тремя различными изоля-
тами P. tritici-repentis [Kokhmetova et al., 2017].

Выводы:
1.	 Охарактеризованы сорта пшеницы, районирован-

ные в трех регионах РФ по наличию гена восприимчи-
вости Tsn1: доля сортов с этим геном составила 48.4 % в 
Северо-Кавказском, 16.7 % – в Cеверо-Западном и 5.3 % в 
Западно-Сибирском регионе.

2.	 Показано селективное значение гена восприимчи-
вости Tsn1: доля сортов пшеницы с этим геном в каждом 

из трех регионов коррелирует с долей ToxA+ изолятов 
P. tritici-repentis в популяциях патогена, обитающих в этих 
регионах. 

3.	 Сделано заключение о нецелесообразности прове-
дения MAS на ген Tsn1 в селекционном процессе получе-
ния сортов пшеницы устойчивых к желтой пятнистости. 
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SELECTIVE INFLUENCE OF WHEAT CULTIVARS WITH TSN1 GENE ON THE FORMATION  
OF TAN SPOT CAUSATIVE AGENT PYRENOPHORA TRITICI-REPENTIS POPULATION

N.V. Mironenko, O.A. Baranova, N.M. Kovalenko, O.S. Afanasenko, L.A. Mikhailova
All-Russian Institute of Plant Protection, St.Petersburg, Russia

Populations of Pyrenophora tritici-repentis, the causative agent of an epidemiologically dangerous disease of wheat tan 
spot, expand their range, moving northward. The relationships between the products of (a)virulence genes or effectors and 
resistance/susceptibility host genes determine of population virulence. P. tritici-repentis produces protein host-specific toxins 
which induce necrosis and chlorosis on leaves of susceptible cultivars. Of those, the toxin Ptr ToxA determined by the ToxA 
gene is considered the main pathogenicity factor that induces necrosis in varieties with the susceptibility gene Tsn1. The role of 
Tsn1 gene in the distribution of isolates carrying the ToxA gene in the pathogen population was studied. A functional allele of 
the Tsn1 gene was diagnosed in 68 wheat cultivars from 3 regions of Russia. For this purpose, a PCR method with primers for 
the dominant Xfcp623 marker has been used. Tsn1 allele is found in 48.4% of the “North Caucasian” wheat cultivars, 16.7% of 
“Northwestern” and 5.3% of “West Siberian” cultivars, which correlates with the type of cultivar development in a region and the 
occurrence of P. tritici-repentis isolates with the ToxA in geographical populations. These results prove the influence of the Tsn1 
in cultivated wheat cultivars on the occurrence of isolates with the ToxA in the populations of P. tritici-repentis inhabited those 
cultivars. At the same time, “Northwestern” and “West Siberian” populations of the pathogen are highly virulent. Despite the low 
occurrence of ToxA+ isolates in those populations, the defeat of wheat cultivars with both the Tsn1 and without it is provided by 
other necrosis-inducing toxins different from Ptr ToxA. We consider it inappropriate to conduct MAS against the Tsn1 gene in 
the breeding process for producing wheat varieties resistant to the tan spot.

Keywords: Pyrenophora tritici-repentis; tan spot; wheat; toxin Ptr ToxA; susceptibility gene; Tsn1; marker Xfcp623; ToxA; 
population; MAS.
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