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Был проведен анализ морфо-физиологических и молекулярно-генетических параметров изолятов T. caries, 
собранных с полей различных агроклиматических зон Республики Башкортостан. Полученные результаты 
позволяют предположить, что неблагоприятные экологические условия, в том числе высокая пестицидная на- 
грузка, могут способствовать возникновению новых резистентных к фунгицидам форм патогена T. caries. 
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Наиболее распространенными и вредоносными 
патогенами зерновых культур на территории Рес- 
публики Башкортостан является головневые грибы, 
борьба с которыми в настоящее время является 
важной задачей [1]. Возбудитель твердой головни 
биотрофный патоген Tilletia caries (DC.) Tull про- 
никает в растение главным образом через колеоп- 
тиле в течение нескольких суток после прорастания 
зерновки. До начала налива зерна болезнь развива- 
ется бессимптомно, а гифы патогена в тканях рас- 
тения-хозяина встречаются крайне редко [2], что 
весьма затрудняет исследование механизмов ус- 
тойчивости к патогену. Развитие возбудителя твер- 
дой головни на тканях пшеницы удобно изучать с 
использованием совместной культуры патогена и 
каллусов пшеницы, в которой гриб в течение не- 
скольких месяцев развивается как экто-, так и эн- 
дофитно [3]. Используя внетканевой мицелий гри- 
ба, собранный с поверхности каллусов пшеницы, 
можно изучать генетическое разнообразие естест- 
венных популяций патогенных грибов [4]. 

Защита растений от возбудителей твердой и 
пыльной головни обеспечивается только химиче- 
скими протравителями. Сравнительно недавно про- 
тив головневых болезней растений широко приме- 
нялся фунгицид Карбоксин – ингибитор дыхания 
грибов [5, 6]. Позднее в защите злаковых культур 
от головневой инфекции стали широко применять- 
ся фунгициды азолового ряда или их смеси (Деро- 
зол Евро, Конкур КЭ), обладающие не только вы- 
сокой фунгицидной активностью, но и четко выра- 
женными свойствами регуляторов роста [7]. 
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Установлено, что в наименьших биологически 
активных концентрациях они ингибируют демети- 
лирование ланостерина в положении С-14, что яв- 
ляется первым шагом в превращении ланостерина в 
эргостерин, который требуется для нормального 
роста большинства грибов [8,9]. Стали известны и 
другие механизмы действия фунгицидов азолового 
ряда на грибные патогены. Выяснилось, в частно- 
сти, что под их влиянием у Ustilago maydis проис- 
ходит трансформация генов β-тубулина [10,11]. 

Интенсивное применение химических средств 
защиты растений приводит к изменению морфоло- 
гических и генетических параметров патогенов. 
Обнаружено, что скорость роста и количество об- 
разующихся спор у штаммов грибов р. Bipolaris и 
р. Septoria, культивируемых в условиях повышаю- 
щихся концентраций фунгицидов, ниже, чем ско- 
рость роста диких типов, а развитие резистентно- 
сти грибов к ингибиторам биосинтеза эргостерина 
обычно сопровождается снижением уровня их 
адаптации [12-14]. В то же время было показано, 
что штамм Fusarium solani, резистентный к фунги- 
циду азолового ряда Байтану, быстро рос в услови- 
ях значительного изменения температуры и рН 
среды [15]. 

В ряде хозяйств нередко применяют фунгициды 
без учета видового состава возбудителей болезни, 
характерных для конкретного региона. Дело усу- 
губляется и тем, что часто приобретаются более 
дешевые препараты, не соответствующие совре- 
менным требованиям эффективности и экологиче- 
ской безопасности [16]. Все это приводит к дли- 
тельной и неоправданно высокой пестицидной на- 
грузке, следствием которой является появление но- 
вых резистентных штаммов патогенов. 

В связи со сказанным, значительный интерес 
представляет изучение морфо-физиологические и 
молекулярно-генетические параметры изолятов T. 
caries, собранных с растений мягкой пшеницы из 
различных агроценозов, а также культивируемых 
in vitro с добавление фунгицидов. 
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МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ 
 

В качестве эксплантов для получения каллусной 
ткани использовали незрелые зародыши мягкой 
пшеницы сорта Жница. Часть каллусов пересажи- 
вали на среду Мурасиге и Скуга (МС), в которую 
добавляли Байтан в концентрации 0.1 и 1.0 мг/л. 
Эти концентрации фунгицида применялись нами 
для исследования его влияния на рост T. caries на 
каллусах пшеницы. Инфекционным материалом 
служили телиоспоры из сорусов, образованных на 
пораженных колосьях пшеницы, которые были со- 
браны в агробиоценозах Республики Башкортостан 
с различной пестицидной нагрузкой: Южная лесо- 
степь – высокая (изолят 1) и Северная лесостепь – 
низкая (изолят 2). 

Телиоспоры (80-100 шт на каллус) наносили на 
каллусы спустя 3 сут от начала пассажа. Оценивали 
сроки прорастания спор, морфологию и интенсив- 
ность развития воздушного мицелия и мицелия, 
развивающегося внутри каллусов через 15 и 25 сут 
после их инфицирования. Цитологические иссле- 
дования проведены на микроскопе Imager M1. 

ДНК выделяли из воздушного мицелия, собран- 
ного  с  каллусов  пшеницы  при  помощи  набора 
ДНК-сорб (Интерлабсервис, Россия). Качество и 
количество выделенных препаратов определяли 
аналитическим электрофорезом в 1% агарозном ге- 
ле. Агарозный гель-электрофорез проводили в при- 
борах модели Sub-Cell GT WIDE MINI (Bio-Rad, 
США). 

Для  амплификации  участка  гена  18S  РНК  T. 
сaries использовали универсальные праймеры NS1 

GTAGTCATATGCTTGTCTC,                              NS2 
GGCTGCTGGCACCAGACTTGC,                       NS3 
GCAAGTCTGGTGCCAGCAGCC           и           NS4 
CTTCCGTCAATTCCTTTAAG     (Gargas,     Taylor. 
1992). Для ПЦР использовали амплификаторы про- 
изводства компании “ДНК-технология” (Россия). 
Секвенирование проводили на автоматическом се- 
квенаторе “GenomeLab” (Beckman-Coulter, США). 
Поиск гомологичных генов и выравнивание нук- 
леотидных последовательностей осуществляли при 
помощи программ MegAlign пакета Lasergene 
(DNAstar, США) и MegaBlast, доступной через сайт 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov. 

Статистическая обработка результатов прово- 
дилась с использованием компьютерных программ 
StatSoft (Statistica 6.0). 

 
РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 

 
Наблюдения за ростом и развитием гриба на 

каллусах показали, что споры изолята 1 начинали 
прорастать уже через 5 сут после инокуляции кал- 
лусов, а спустя 15 сут мицелий покрывал 80% их 
поверхности (рис.1 I-а). 

Прорастание спор изолята 2 происходило толь- 
ко через 10 сут после их нанесения, а спустя 15 сут 
мицелий покрывал до 40 % поверхности каллусов 
(рис. II-а). Мы заметили, что воздушный мицелий 
изолята 1 легко отделялся от каллусной ткани, то- 
гда как мицелий изолята 2 был от нее почти неот- 
делим. 

 

 
Рис. 1. Интенсивность развития изолятов 1 (I) и 2 (II) Tilletia caries в совместной культуре с каллусами пшени- 
цы. 15 сут после инокуляции. а – среда МС, б – среда МС+0.1 мг/л Байтана, в – среда МС+1.0 мг/л Байтана 

 

Прорастание спор изолята 2 происходило толь- 
ко через 10 сут после их нанесения, а спустя 15 сут 
мицелий покрывал до 40% поверхности каллусов 
(рис. II-а). Мы заметили, что воздушный мицелий 
изолята 1 легко отделялся от каллусной ткани, то- 
гда как мицелий изолята 2 был от нее почти неот- 
делим. 

 

Морфо-физиологические различия природных 
изолятов T. caries могли быть обусловлены разли- 
чиями их генотипов. 

Для выявления генетического различия из воз- 
душного мицелия, образованного на каллусах пше- 
ницы, была выделена ДНК. Из образцов ДНК изо- 
лята 1 T. сaries при помощи пар праймеров 
NS1/NS2 и NS3/NS4 были амплифицированы оба 
участка гена 18S РНК. Размеры ампликонов совпа- 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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ли с теоретически ожидаемыми и составили немно- 
гим более 500 п.н. (рис. 2а). 

 

 
 

Рис. 2. Электрофореграмма результатов ПЦР участка 
гена 18S РНК изолятов 1 (а) и 2 (б) T. сaries. 1 и 4 - 
маркер молекулярного веса (Сибэнзим, Россия). 2 – 
ампликон NS1/NS2 изолята 1 T. сaries. 3 - ампликон 
NS3/NS4 изолята 1 T. сaries. 4 - ампликон NS1/NS2 
изолята 2 T. сaries. 5 -  ампликон NS3/NS4 изолята 2 
T. сaries 

Таким же образом, были получены ампликоны 
NS1/NS2 и NS3/NS4 изолята 2 T. сaries (рис. 2б). 
Затем 4 целевых ампликона были очищены при 
помощи набора фирмы Цитокин (Россия) и осуще- 
ствлено определение их нуклеотидных последова- 
тельностей. Поиск сходных последовательностей 
нуклеотидов при помощи программы MegaBlast 
показал высокий уровень гомологии выделенных 
нами ампликонов с участком гена малой субъеди- 
ницы 18S  РНК Tilletia caries (U00972.1), Tilletia 
goloskokovii (DQ832247.1), Tilletia controversa 
(DQ832245.1) и Tilletia iowensis (DQ832252.1). 
Наиболее точные данные по последовательности 
нуклеотидов были получены для ампликонов 
NS1/NS2, поэтому было проведено сравнение 
именно этих ампликонов у изолятов 1 и 2 при по- 
мощи программы MegAlighn. Сравнение нуклео- 
тидных последовательностей двух изолятов пока- 
зало высокий уровень гомологии между ними, но 
были обнаружены и большое количество нуклео- 
тидных замен (рис. 3). Наиболее характерным было 
выщепление 5-ти нуклеотидов в 461 положении у 
изолята 2, по сравнению с изолятом 1. 

 

 
 

Рис.  3. Сравнение нуклеотидных последовательностей участка гена 18S РНК изолятов 1 и 2 гриба T. caries из 
различных агроклиматических зон Республики Башкортостан. Совпадения нуклеотидов обозначены серым цве- 
том, а различия – белым 

 

Последовательности нуклеотидов участка гена 
18S РНК двух изолятов Tilletia caries были отправ- 
лены в Генбанк и зарегистрированы под номерами: 
изолят 1 – JQ955604; изолят 2 – JQ955605. Таким 
образом, выявленные морфо-физиологические осо- 
бенности изолятов из различных агроценозов были 
подтверждены их генетическими различиями. 

Известно, что в природных условиях головне- 
вым грибам свойственен половой процесс, являю- 
щейся основой формирования их новых форм и рас 
[2].  В то же время,  не исключена возможность по-  
явления новых форм патогена под влиянием изме- 
няющихся экологических условий, в том числе ин- 
тенсивного применения фунгицидов в сельском хо- 
зяйстве [17]. В связи с этим значительный интерес 
представляло изучения их роста и развития на кал- 
лусах пшеницы в присутствии неблагоприятного 
фактора – фунгицида Байтана. 

Результаты наших наблюдений выявили раз- 
личную устойчивость изолятов T. caries к фунги- 
циду Байтану. Так, введение в среду культивирова- 
ния 0.1 мг/л Байтана задерживало прорастание спор 

 
изолята 2 на 10 суток. Причем, скорость его рас- 
пространения по каллусу также снижалась: через 
15 сут после прорастания спор мицелий гриба по- 
крывал лишь 20 % поверхности каллусов (рис. 1, II- 
б). Добавление Байтана в концентрации 1мг/л в 
среду МС приводило к полному подавлению про- 
растания спор изолята 2 гриба T. caries (рис. 1, II- 
в). 

Изолят 1 проявил значительно более высокую 
устойчивость к фунгициду: введение в среду куль- 
тивирования 0.1 мг/л Байтана не оказывало влия- 
ние на рост гриба (рис. 1, I-б). Значительное сни- 
жение скорости роста гриба наблюдалось только 
при добавлении в среду культивирования Байтана в 
концентрации 1.0 мг/л (рис. 1, I-в). 

Таким образом, нами выявлены морфо- 
физиологические и молекулярно-генетические раз- 
личия между изолятами T. caries, собранными с 
растений пшеницы различных агроклиматических 
зон Республики Башкортостан. Различия касались 
скорости роста и развития изолятов гриба на кал- 
лусах  пшеницы,  растущих  на  питательной  среде 
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МС, а также при добавлении в среду культивиро- 
вания фунгицида Байтана в концентрациях 0,1 и 1,0 
мг/л. Полученные данные дают основание пола- 
гать, что воздействие экологически неблагоприят- 
ных факторов среды на популяцию T. caries,  в том 
числе пестицидов, приводит к появлению более ус- 
тойчивых к фунгицидам форм гриба. 

Работа проведена при финансовой поддержке 
гранта РФФИ_поволжье_а № 11-04-97037 и ФЦП 
ГК № 01201353578. 
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