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Для получения высокого урожая озимой твердой пшеницы необходимо не только использовать передо-
вые методы агротехнологии, но и высевать устойчивые к основным болезням сорта. Одной из таких болез-
ней, наносящих большой вред посевам, является септориоз. В статье представлены результаты исследований 
коллекционного материала российской и зарубежной селекции озимой твердой пшеницы по идентификации 
эффективного в Северо-Кавказском регионе гена устойчивости к септориозу Stb2. Цель исследований – вы-
явление гена устойчивости к септориозу типа Stb2 в коллекционном материале озимой твердой пшеницы. 
Исследования были проведены в 2017–2018 гг. в лаборатории маркерной селекции ФГБНУ «АНЦ «Донской» 
в г. Зернограде. В процессе проведения исследования применялись такие методы, как выделение геномной 
ДНК CTAB-методом, ПЦР-анализ молекулярным SSR-маркером WMS533, электрофорез на 2% агарозном геле, 
анализ электрофорезных гелей в программном обеспечении Bio-Rad Image Lab 6.0, а также общий анализ дан-
ных при помощи программы Microsoft Excel. В результате исследований из 185 проанализированных образцов 
было выявлено 29 образцов, имеющих ген устойчивости к септориозу Stb2: Л3557 h42, Л3182 h7, Л3335 h29, 
Л3336 h43, Л3408 h218 (Россия, ФГБНУ «НЦЗ им. П. П. Лукьяненко»), К-61620 (Россия), К-54455, DF 917 (Румы-
ния), К-61924, К-59179, К-51863, К-61869 (Молдова), К-63871 (Турция), Харьковская 909 (Украина), MVTD-15-99 
(Венгрия), 2196-1/04, 922/93, 589/13, 655/13, 683/13, 145/14, 322/14, 484/14, Гордеиформе 1424/82 (Россия, 
ФГБНУ «АНЦ «Донской»), Белый парус (Украина), Белгородская янтарная (ООО «Сатива» (Белгород, Россия), 
ИР им. В. Я. Юрьева (Харьков, Украина)), Живица (Россия, Прикумская ОСС), Pandur (Румыния) и Elidur (Румы-
ния). Рекомендуем использовать выявленные образцы озимой твердой пшеницы с геном Stb2 в селекционных 
программах на устойчивость к септориозу.
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In order to obtain high yields of winter durum wheat, it is necessary not only to use advanced agricultural tech-
nologies, but also to sow varieties resistant to major diseases. One of these diseases that cause great harm to grain 
crops is Septoria leaf blotch. The current paper has presented the study results of collection material of Russian and 
foreign winter durum wheat according to the efficiency of the Septoria leaf blotch resistance gene Stb2 in the North 
Caucasus region. The purpose of the current study was to identify the Septoria leaf blotch resistance gene Stb2 in 
the collection material of winter durum wheat. The study was carried out in 2017–2018 in the laboratory of marker 
breeding of the FSBSI “ARC “Donskoy” in Zernograd. In the course of the study there have been applied such meth-



Зерновое хозяйство России № 6(72)’ 202052

ods as the isolation of genomic DNA by the CTAB-method, PCR-analysis with the molecular SSR marker WMS533, 
electrophoresis on 2% agarose gel, analysis of electrophoresis gels in the Bio-Rad Image Lab 6.0 software, general 
data analysis by Microsoft Excel. The study has shown that 29 samples out of 185 analyzed ones had the Septoria 
leaf blotch resistance gene Stb2, they are the lines L3557 h42, L3182 h7, L3335 h29, L3336 h43, L3408 h218 (Russia, 
FSBSI “Research Center of Plants named after P. P. Lukyanenko”), K-61620 (Russia), K-54455, DF 917 (Romania), 
K-61924, K-59179, K-51863, K-61869 (Moldova), K-63871 (Turkey), Kharkovskaya 909 (Ukraine), MVTD-15-99 (Hun-
gary), 2196-1/04, 922/93, 589/13, 655/13, 683/13, 145/14, 322/14, 484/14, Gordeiform 1424/82 (Russia, FSBSI “ARC 
“Donskoy”), Beliy Parus (Ukraine), Belgorodskaya Yantarnaya (LLC “Sativa” in Belgorod, Russia), IR named after V. 
Ya. Yuriev (Kharkov, Ukraine)), Zhivitsa (Russia, Prikumskaya OSS), Pandur (Romania) and Elidur (Romania). There 
have been recommended using the identified samples of winter durum wheat with the Septoria leaf blotch resistance 
gene Stb2 in breeding programs.

Keywords: wheat, Septoria leaf blotch, gene, resistance, Stb2.

Рис. 1. Гомогенизатор Bertin Precellys 24, 
измельчающий растительные образцы,  

погруженные в CTAB-буфер, при помощи 
керамических шариков, вакуума и 3D-вращения

Fig. 1. Homogenizer Bertin Precellys 24,  
which grinds plant samples immersed in the CTAB-buffer 

using ceramic balls, vacuum and 3D rotation

Использовались следующие методы иссле-
дований: 

1. Выделение геномной ДНК CTAB-методом 
(Murray and Thompson, 1980).

2. ПЦР-анализ молекулярным SSR-маркером 
WMS533.

Условия ПЦР: 94 °С – 3 мин, 45 циклов (94 °С – 
1 мин, 60 °С – 1 мин, 72 °С – 2 мин), 72 °С – 10 мин.

Состав реакционной смеси на 25 мкл: ДНК – 
2 мкл; 10 х PCR буфер – 2,5 мкл; MgCl2 (25mM) – 
1,5 мкл; смесь dNTPs (25mM) – 0,5 мкл; по 1 мкл 
каждого праймера (1 µmol); Taq-полимераза 
(5 U) – 0,2 мкл; деионизированная вода – 
16,3 мкл (Botez et al., 2009).

3. Электрофорез в агарозном геле. 
Молекулярный размер ампликона маркера 
150 пар нуклеотидов указывает на наличие гена 
устойчивости к септориозу Stb2. Отсутствие 
амплификации – на отсутствие гена в исходном 
материале для анализа (Adhikari et al., 2004).

Степень поражения септориозом в поле-
вых условиях учитывали по шкале Петерсона 
(Peterson et al., 1948) на инфекционном фоне 
лаборатории иммунитета и защиты растений 
ФГБНУ «АНЦ «Донской» (Дерова и др., 2018). 
Образцы относили к разным группам устой-
чивости в зависимости от степени поража-
емости септориозом: 0–15% – устойчивые; 
15–25% – среднеустойчивые; 25–40% - средне-
восприимчивые; более 40% – восприимчивые 
(Самофалова и др., 2018).

Введение. Создание устойчивых сортов 
с последующим внедрением их в производство 
является одним из самых надежных и эффек-
тивных методов в интегральной защите сель-
скохозяйственных растений (Коломиец и др., 
2015). 

В Ростовской области посевам как мягкой, 
так и твердой пшеницы наносят большой вред 
грибные болезни, среди которых в последнее 
время широкое распространение получил сеп-
ториоз. Он снижает фотосинтетическую актив-
ность растений и вызывает недоразвитость 
колосьев, что в годы эпифитотий приводит 
к снижению урожая зерна на 40–50% (Кочоров 
и др., 2013). При создании новых сортов твер-
дой пшеницы необходимо использовать в каче-
стве исходного материала такие сорта, которые 
обладают геном устойчивости к септориозу. 
Для этого необходимы доноры – образцы, не-
сущие один или несколько генов устойчиво-
сти (Stb), поиск которых должен производить-
ся не только среди отечественных образцов, 
но и среди мировых коллекций (Коломиец 
и др., 2017). В последнее время у пшеницы 
определено 17 основных генов устойчивости 
к M. graminicola (Septoria tritici) (Stb1 – Stb17). 
Каждый из них обеспечивает разный уровень 
устойчивости. Для Северо-Кавказского реги-
она ген устойчивости к септориозу Stb2 отне-
сен к группе эффективно действующих генов 
(Пахолкова и др., 2016). Знание генотипов со-
ртов и конкретных генов устойчивости, содер-
жащихся у сортов, позволит прогнозировать 
защиту посевов от болезней и создавать новые 
устойчивые сорта озимой твердой пшеницы. 
Поэтому целью наших исследований являлось 
выявление гена устойчивости к септориозу 
типа Stb2 в коллекционном материале озимой 
твердой пшеницы.

Материалы и методы исследований. 
Объект исследований – 185 коллекционных об-
разцов озимой твердой пшеницы российской 
и зарубежной селекции. Идентификацию гена 
устойчивости к септориозу Stb2 проводили 
в 2017–2018 гг. в лаборатории маркерной се-
лекции ФГБНУ «АНЦ «Донской» в г. Зернограде. 
Гомогенизацию образцов проводили при по-
мощи прибора Bertin Precellys 24 (рис. 1).
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Оценку количества и качества выделенной 
ДНК проводили с помощью спектрофотометра 
Implen NanoPhotometer NP80 (рис. 2). 

Рис. 2. Оценка количества и качества  
выделенной ДНК при помощи спектрофотометра  

Implen NanoPhotometer NP80.  
Анализ выполняет А. Ю. Мышастая 

Fig. 2. Estimation of the quantity and quality  
of the isolated DNA using the spectrophotometer  

Implen NanoPhotometer NP80.  
The analysis has been performed by A. Yu. Myshastaya

К анализу допускались образцы озимой 
твердой пшеницы с коэффициентом соот-
ношения длин волн A260/A280 в пределах 
от 1,8 до 2,2 и содержащие более 50 нг/мкл 
продукта.

Анализ электрофорезных гелей выполняли 
в программном обеспечении Bio-Rad Image Lab 
6.0 (рис. 3). 

Общий анализ результатов исследова-
ния проводили в программном обеспечении 
Microsoft Excel.

Рис. 3. Процесс анализа электрофорезных гелей  
в программном обеспечении Bio-Rad Image Lab 6.0. 

Анализ выполняет О. С. Жогалева 
Fig. 3. The process of analysis of electrophoresis gels  

in the Bio-Rad Image Lab 6.0 software.  
The analysis has been performed by O. S. Zhogaleva

Результаты и их обсуждение. Ген Stb2 яв-
ляется одним из главных и эффективных генов 
устойчивости озимой пшеницы к септориозу 
и локализован на хромосоме 3BS. Источником 
этого гена является сорт пшеницы Chinese Spring. 
Ген Stb2 был ассоциирован с локусами WMS 533, 
WMS 389 и WMS 493 (Botez et al., 2009). С локусом 
WMS533 ассоциированы также гены устойчи-
вости к другим основным болезням пшеницы – 
желтой ржавчине Yr30, стеблевой ржавчине Sr2 
и бурой ржавчине Lr27 (Rahmatov et al., 2019).

В результате проведенных исследований 
185 коллекционных образцов озимой твердой 
пшеницы нами был получен ряд электрофоре-
грамм агарозных гелей. На фрагменте одной 
из таких электрофореграмм выявлено нали-
чие гена устойчивости к септориозу Stb2 у со-
рта Белгородская янтарная и других образцов 
(рис. 4).

Рис. 4. Фрагмент электрофореграммы скрининга образцов озимой твердой пшеницы  
по определению гена устойчивости к септориозу на агарозном геле. Продукты амплификации с маркером 
WMS 533: 1 – маркер молекулярного веса Thermo Scientific GeneRuler 50bp+; 2 – Белгородская янтарная 

(ООО «Сатива» (Белгород, Россия), ИР им. В. Я. Юрьева (Харьков, Украина)); 3 – 589/13; 4 – 655/13;  
5 – 683/13; 6 – 117/14; 7 – 126/14; 8 – 145/14; 9 – Динас; 10 – 309/14; 11 – 322/14; 12 – 385/14; 13 – 468/14;  

14 – 484/14; 15 – 533/14; 16 – 605/14; 17 – 627/14; 18 – 784/14 (ФГБНУ «АНЦ «Донской», Россия)
Fig. 4. The fragment of an electrophoretogram of winter durum wheat screening to identify the Septoria leaf blotch 

resistance gene on agarose gel. Amplification products with the WMS 533 marker: 1 – The molecular weight marker 
Thermo Scientific GeneRuler 50bp+; 2 – Belgorodskaya Yantarnaya (LLC “Sativa” in Belgorod, Russia), IR named 

after V. Ya. Yuriev (Kharkov, Ukraine)); 3 – 589/13; 4 – 655/13; 5 – 683/13; 6 – 117/14; 7 – 126/14; 8 – 145/14;  
9 – Dinas; 10 – 309/14; 11 – 322/14; 12 – 385/14; 13 – 468/14; 14 – 484/14; 15 – 533/14; 16 – 605/14; 17 – 627/14; 

18 – 784/14 (FSBSI “ARC “Donskoy”, Russia)
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Целевой фрагмент размером 150 пар ну-
клеотидов, свидетельствующий о наличии 
функционального аллеля гена устойчивости 
к септориозу Stb2, идентифицирован на рисун-
ке 4 у следующих образцов: Белгородская ян-
тарная, 589/13, 655/13, 683/13, 145/14, 322/14 
и 484/14. У других образцов отмечены нети-
пичные аллели, кроме образца 468/14 (у него 
амплификация отсутствовала). Следовательно, 
коллекционные образцы озимой твердой пше-
ницы, несущие нетипичные аллели, обладают 
широким генетическим разнообразием по ло-
кусу WMS533.

В ходе проведенного нами исследова-
ния было выявлено, что у 29 из 185 изучен-
ных коллекционных образцов российской 
и зарубежной селекции имелся функциональ-
ный аллель размером 150 пар нуклеотидов, 
что составило 15,7% от общего объема изу-
чаемых образцов: Л3557 h42, Л3182 h7, Л3335 
h29, Л3336 h43, Л3408 h218 (Россия, ФГБНУ 
«НЦЗ им. П.  П.  Лукьяненко»), К-61620 (Россия), 
К-54455, DF 917 (Румыния), К-61924, К-59179, 
К-51863, К-61869 (Молдова), К-63871 (Турция), 
Харьковская 909 (Украина), MVTD-15-99 
(Венгрия), 2196-1/04, 922/93, 589/13, 655/13, 
683/13, 145/14, 322/14, 484/14, Гордеиформе 
1424/82 (Россия, ФГБНУ «АНЦ «Донской»), 
Белый парус (Украина), Белгородская янтар-
ная (ООО «Сатива» (Белгород, Россия), ИР 
им. В.  Я.  Юрьева (Харьков, Украина)), Живица 
(Россия, Прикумская ОСС), Pandur (Румыния) 
и Elidur (Румыния).

У остальных образцов (84,3% от всех изу-
ченных образцов) размер ампликона не соот-

ветствовал гену Stb2 (был нетипичным) или во-
обще отсутствовал.

Проведенная на полевом инфекцион-
ном фоне оценка коллекционных образцов 
озимой твердой пшеницы подтверждает ре-
зультаты, полученные методом ПЦР-анализа. 
Наименьшее поражение септориозом отме-
чено у образцов Живица (5–10%) и Л3182 h7 
(10–15%), относящихся к группе устойчивых 
к септориозу образцов. У образцов Л3557 h42, 
Л3336 h43 и Л3408 h218 степень поражения 
септориозом варьировала от 20 до 30% (сред-
неустойчивые образцы). 

Таким образом, ген устойчивости к септо-
риозу Stb2 идентифицирован у 29 коллекци-
онных образцов озимой твердой пшеницы, 
в том числе у 7 селекционных линий ФГБНУ 
«АНЦ «Донской». Выявленные образцы озимой 
твердой пшеницы, несущие ген устойчивости 
к септориозу Stb2, рекомендуется использо-
вать в селекционных программах на устойчи-
вость к болезням.

Выводы
1.	 В результате исследований было выяв-

лено 29 коллекционных образцов российской 
и зарубежной селекции (в том числе 7 селекци-
онных линий ФГБНУ «АНЦ «Донской»), несущих 
ген устойчивости к септориозу Stb2.

2.	 Рекомендуем использовать выявлен-
ные образцы озимой твердой пшеницы с геном 
Stb2 в селекционных программах на устойчи-
вость к септориозу.

3.	 Необходим дальнейший поиск эффек-
тивных генов устойчивости к септориозу.
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