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Доминирующее положение, по степени вредоносности для риса, в 

Краснодарском крае занимает пирикуляриоз. Основными причинами 

распространения этого заболевания являются: применение повышенных доз 

азотных удобрений, неоправданное увеличение норм высева семян, 

нарушение приемов технологии возделывания риса [1].  

В Краснодарском крае при благоприятных для патогена условиях 

отмечается эпифитотийное развитие болезни [2]. 

В системе интегрированной защиты растений от болезней наиболее 

эффективным элементом является селекция устойчивых сортов, 
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возделывание которых позволяет снизить объем применения пестицидов, 

загрязняющих окружающую среду, и получить стабильный 

высококачественный урожай зерна риса.  При этом особого внимания, с 

точки зрения эффективности, заслуживает создание сортов, несущих 

несколько генов устойчивости к патогену. Помимо создания сортов с 

пирамидированными (объединенными в одном генотипе) 

расоспецифическими генами устойчивости, перспективным является 

селекция сортов, несущих гены широкого спектра устойчивости к 

пирикуляриозу [3, 4], а также комбинирование генов с разным типом 

устойчивости: расоспецифических, являющихся эффективными в конкретной 

зоне рисосеяния, и генов широкого спектра устойчивости.        

Одна из наиболее современных селекционных технологий - ДНК-

маркерная селекция, предполагает использование ДНК-маркеров для 

идентификации генов устойчивости в селекционном материале без 

проведения фитопатологического тестирования экспериментальных 

растений, что позволяет сохранить гибридные образцы и использовать 

максимальное их количество для выполнения возвратных скрещиваний, при 

необходимости. Использование ДНК-маркерного отбора дает возможность в 

максимально короткие сроки выполнять интрогрессию генов устойчивости из 

генетически отдаленной генплазмы путем выполнения серии возвратных 

скрещиваний, при постоянном контроле наличия целевых генов в гибридном 

потомстве с помощью ДНК-маркеров.       

 Ген широкого спектра устойчивости риса к пирикуляриозу Pi-40 в 

соответствии с современными литературными данными, обеспечивает 

устойчивость к широкому спектру рас патогена [5]. По данным 

выполненного  ранее нами фитопатологического тестирования, линии 

риса, несущие данный ген, проявили высокую степень устойчивости к 
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Краснодарской популяции возбудителя пирикуляриоза (от 4 до 13% ИРБ, 

при степени поражения сорта-стандарта Хазар 83%) [6]. 

 Данный ген был интрогрессирован в геном культурного риса Oryza 

sativa из дикого вида Oryza australensis. В качестве реципиента при 

интрогрессии был использован корейский сорт подвида japonica. На 

начальном этапе была получена  интрогрессивная линия IR65482-4-136-2-2, 

несущая данный ген. Эта линия в дальнейшем использовалась при создании 

гибридной популяции, при выполнении картирования данного гена. Кроме 

того, на ее основе корейскими  учеными был создан ряд селекционных линий, 

несущих ген Pi-40 [7]. 

Данный ген был картирован на коротком плече хромосомы 6. В 

настоящее время идентифицирована область генома с локализацией данного 

гена протяженностью 95 тыс. пар оснований.  

  Идентифицировано два фланкирующих микросателлитных локуса 

(RM527 и RM 3330), расположенных на дистанции 1,1 и 2,4 сантиморганид 

соответственно, и также представляют ценность, т.к. являются 

кодоминантными и могут выявлять гомо- и гетерозиготное состояние локуса 

данного гена. Это необходимо для идентификации гибридных растений, 

гомозиготных по доминантной аллели при получении самоопыленных 

потомств [7].  

Ген устойчивости к пирикуляриозу Pi-b впервые был открыт Shinoda в 

1971 гoду в сортах риса подвида indica. В 1978 году были созданы 

близкоизогенные линии ВL1-BL8 сортов подвида japonica, несущие 

перенесенные из устойчивых форм области хромосомы с геном Pi-b [8]. 

Изначально ген был определен на генетической карте риса с использованием 

RFLP-маркерной системы [9]. Pi-b расположен на дистальном конце длинного 

плеча хромосомы 2. В дальнейшем на молекулярном уровне было выполнено 
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тонкое картирование той области хромосомы, где Pi-b ген локализовали  [10]. 

Это позволило в последующем клонировать ген и провести секвенирование 

[11]. Анализ аминокислотной последовательности продукта гена Pi-b выявил 

его принадлежность к классу генов устойчивости NBS-LRR, кодирующих 

белки, в структуру которых входит нуклеотид-связывающий домен – 

nucleotide binding site (NBS), а также область с повышенным содержанием 

аминокислоты лейцин – leucine reach repeat (LRR). Данный класс генов 

устойчивости кодирует цитоплазматические белки.  [12]. Полный сиквенс 

гена Pi-b доступен в базе данных  www.ncbi.nih.gov.  

Ген Pi-b является эффективным геном устойчивости к пирикуляриозу в 

зоне рисосеяния Краснодарского края [13].  

В лаборатории биотехнологии ВНИИ риса ранее была разработана 

внутригенная маркерная система для Pi-b гена [14]. С использованием ДНК - 

маркерного анализа был создан широкий перечень ценных селекционных 

форм с данным геном на генетической основе отечественных сортов Янтарь и 

Хазар [15]. Наличие сортообразцов, несущих ген Pi-b и обладающих 

комплексом хозяйственно-ценных признаков, близким по показателям к 

районированным в Краснодарском крае сортам риса,  позволило нам 

приступить к выполнению программы по созданию на их основе линий риса с 

объединенными генами устойчивости Pi-b и Pi-40.  

Перспективным является использование мультиплексной ПЦР для  

идентификации данных генов. Это позволит в два раза сэкономить расходы 

времени и химреактивов, т.к. даст возможность идентифицировать два гена 

одновременно, при постановке одной реакции.   

В связи с этим, задачей наших исследований являлась разработка 

мультиплексной ДНК - маркерной системы, позволяющей одновременно 

идентифицировать гены устойчивости риса к пирикуляриозу Pi-40 и Pi-b.  

http://ej.kubagro.ru/2013/10/pdf/19.pdf
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Материал и методы 

 
Донором гена Pi-40 послужили линии риса IR 83260-1-1-1-5-В, IR 83260-

2-10-5-2-1-В. Линии риса, несущие ген устойчивости Pi-40 были 

предоставлены ВНИИриса доктором К.К.Jena (IRRI)  в рамках работы 

международного Консорциума TRRC. Донор гена Pi-b сорт BL1, а также 

линии с геном Pi-b Хазар/BL1 (BC3F5) созданные ранее во ВНИИриса с 

применением ДНК - маркерной селекции.   

Сортами реципиентами при создании линий, несущих два указанных 

гена устойчивости послужили отечественные сорта риса Хазар и Новатор, 

которые использовались в качестве материнской формы. Кроме того, 

реципиентом послужили гибридные линии, несущие ген устойчивости к 

пирикуляриозу Pi-b, созданные нами ранее на основе отечественных сортов 

риса Янтарь и Хазар, с применением ДНК - маркерной селекции [15].  

Образцы ДНК выделяли из свежесрезанной части листовой пластинки 

гибридных растений на различных стадиях вегетационного развития. 

Экстракцию ДНК проводили  буфером следующего состава: 20мл 1М Tris-

HCl (pH 7.5), 5 мл 5M NaCl, 5 мл 0.5M EDTA (pH 8.0), 5 мл 10% SDS в общем 

объеме 100 мл. Часть листа (2-3см) растирали в 500 мкл экстрагирующего 

буфера в пластиковой пробирке объемом 1,5мл. Инкубировали образцы при 

600С в течение 3 часов. Отделяли супернатант центрифугированием при 

12000 об/мин. К перенесенной в чистую пробирку верхней фазе добавляли 

500 мкл изопропанола, оставляли для преципитации на 10-20 минут при 

комнатной температуре, предварительно перемешав. После этого образец 

центрифугировали 5 минут при 12000 об/мин, полученный осадок промывали 

300мкл 70% этанола, высушивали и растворяли в 200мкл 0,1*ТЕ. В ПЦР 

смесь добавляли по 2,5 мкл раствора ДНК, выделенного данным методом. 
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ПЦР проводили по стандартным методикам, с выполнением 

предварительной оптимизации экспериментальных параметров [16]. 

Для электрофоретического разделения продуктов ПЦР маркеров 

использовали 2% агарозный гель, а также не денатурирующий 8% 

акриламидный гель  на основе Трис-боратного буфера. Полимеризацию 

акриламидного геля проводили при комнатной температуре в течение 30 

минут. В качестве катализаторов полимеризации использовали ТЕМЕД и 

аммония персульфат, из расчета 40 мкл ТЕМЕДа (100% раствор) и 350 

мкл аммония персульфата 10%-ного на 40 мл раствора геля.  

Электрофорез продуктов ПЦР в агарозном геле вели при 150 V в 

течение 40 минут. Электрофорез в полиакриламидном геле проводили при 

напряжении 200V в течение 3 часов. После электрофореза гелевые 

пластины помещали на 10 минут в раствор бромистого этидия 5мкг/мл, и 

фотографировали в ультрафиолетовом свете.   

 

Результаты и обсуждение 

 
При подборе сочетаний ДНК-маркеров генов Pi-b и Pi-40 учитывали 

такие  параметры как температура отжига вносимых в реакционную смесь 

пар праймеров и размеры ПЦР-продуктов, синтезируемых в ходе 

амплификации с используемыми праймерными парами.   

Была определена перспективность использования в мультиплексном 

наборе микросателлитных маркеров RM527 и RM3330, фланкирующих ген 

Pi-40 в сочетании с праймерной парой 4+5, маркирующей доминантный 

аллель гена Pi-b. Для данных ДНК маркеров, в соответствии с общепринятой 

формулой расчета температуры отжига: Ta = 2(А+Т)+4(G+C)-5, 

http://ej.kubagro.ru/2013/10/pdf/19.pdf
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перспективным определили использование температуры цикла отжига 

праймеров при ПЦР 60°С. Данная температура была апробирована на 

начальном этапе работы и была определена как наиболее оптимальная.     

Кроме того, оптимизировали такие параметры как длительность циклов 

отжига праймеров и элонгации, а также общее количество циклов реакции.   

В результате оптимизации определили условия ПЦР, обеспечивающие 

высокую специфичность одновременного синтеза в одной реакционной смеси 

целевых амплифицированных фрагментов с последовательностей генов Pi-b и 

Pi-40 наряду с минимальным количеством неспецифических продуктов 

реакции:  

5 минут при 94Со - начальная денатурация;  

следующих 32 цикла:  

- 30 секунд денатурация при 94Со,  

- 35 секунд отжиг праймеров при 60Со,   

- 40 секунд синтез при 72Со;  

последний цикл синтеза 5 минут при 72Со.  

Помимо этого экспериментально определили оптимальную 

концентрацию  дезоксинуклеотидтрифосфатов (0,1 мM) и праймеров-0,3 

мкМ. ДНК вносили в количестве 50-100 нг на реакцию.  Оптимальные 

параметры реакции позволили четко идентифицировать целевые аллели 

обоих генов в одной ПЦР - пробе. На начальном этапе работы качество 

амплификации продуктов ПЦР оценивали методом электрофореза в 2% 

агарозном геле (Рис.1).    
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           МВ      1       2        3         4        5         6        7        8        9 

Рисунок 1 Апробация мультиплексной ПЦР для идентификации генов 

устойчивости риса к пирикуляриозу Pi-b + Pi-40 - (маркеры Pi-b [4+5]+Pi-40 

RM527, 2% агарозный гель).  

MB - маркер молекулярной массы ДНК; 1, 2 – в ПЦР смеси ДНК-

маркер гена Pi-b (Pi-b 4+5) и ДНК образца с доминантной аллелью Pi-b; 3, 4 – 

в ПЦР смеси ДНК-маркер гена Pi-40 (RM527) и ДНК образца с доминантной 

аллелью Pi-40; 5-9 – в ПЦР смеси ДНК-маркеры генов Pi-b и Pi-40 и смесь 

ДНК образцов с доминантными аллелями данных генов в соотношении 1:1.  

 

При апробации комбинаций праймерных пар, маркирующих сочетания 

генов Pi-b + Pi-40  использовали ДНК маркеры с размерами ПЦР продуктов 

около 500 пар оснований для гена Pi-b и около 230 пар оснований для гена Pi-

40.  На рисунке целевые ПЦР – продукты мультиплексной идентификации 

генов Pi-b  и Pi-40 отмечены стрелкой. Видно, что разница в размерах 

продуктов амплификации позволяет избежать перекрывания фрагментов при 

электрофорезе.  

Микросателлитные маркеры  гена Pi-40 - RM527 и  RM3330 являются 

кодоминантными, т.е. позволяют идентифицировать как доминантный, так и 

Pi-b 
 
 
Pi-40 
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рецессивный аллель данного гена. Кроме того, специфика данных маркеров 

такова, что разница в размерах продуктов амплификации у доминантного и 

рецессивного аллелей не превышает 20 пар оснований, что затрудняет их 

идентификацию с помощью агарозного геля. Поэтому нами была выполнена 

апробация мультиплексных наборов Pi-40+Pi-b при внесении в ПЦР смесь 

ДНК образцов, несущих как доминантный, так и рецессивный аллель данного 

гена в сочетании с геном Pi-b, с последующим электрофорезом продуктов 

амплификации в 8% полиакриламидном геле (Рис. 2).  

 
                           МВ      1          2         3         4           5         6         

Рисунок 2 Апробация мультиплексной ПЦР для идентификации генов 

устойчивости риса к пирикуляриозу Pi-b + Pi-40 - (маркеры Pi-b [4+5]+Pi-40 

RM527, 8% полиакриламидный гель). 

MB - маркер молекулярной массы ДНК; 1, 2 – в ПЦР смеси сочетание 

ДНК-маркеров гена Pi-b и Pi-40, ДНК образца с доминантным аллелем  Pi-40 

и рецессивным аллелем Pi-b;  3, 4 – в ПЦР смеси сочетание ДНК-маркеров 

гена Pi-b и Pi-40; ДНК образца с рецессивными аллелями генов Pi-40 и Pi-b; 5 

– в ПЦР смеси ДНК-маркеры генов Pi-b и Pi-40, ДНК образцов с 

доминантными аллелями данных генов; 6 – в ПЦР смеси ДНК-маркеры генов 

Pi-b и Pi-40, ДНК образца с доминантным аллелем Pi-b и рецессивным 

аллелем  Pi-40.  
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Как видно из результатов электрофореза, применение данного 

мультиплексного набора позволяет одновременно идентифицировать наличие 

как доминантного, так и рецессивного аллелей гена Pi-40 в сочетании с 

доминантным аллелем гена Pi-b.  

Таким образом, в ходе выполненной работы, были разработаны 

методические основы мультиплексной идентификации генов устойчивости  

Pi-40  и  Pi-b. За счет использования оптимальной комбинации праймеров и 

условий ПЦР возможна их достоверная идентификация при одновременном 

наличии у анализируемых образцов доминантных аллелей.    

Применение данной мультиплексной системы идентификации дает 

возможность выявлять одновременное присутствие данных генов в 

гибридных образцах, при постановке одной реакции, что снизит финансовые 

затраты на выполнение ДНК-анализа и сократит время, необходимое для его 

выполнения. Это позволит повысить экономическую эффективность 

выполнения программы по ДНК - маркерной селекции, направленной на 

получение селекционных форм риса, несущих данные гены.  

 

Работа выполнена при финансовой поддержке РФФИ и 

региональных инвесторов: проект № 13-04-96598 р_юг_а. 
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