
36 Илюшко М.В. и др. / Вестник защиты растений 1(99) – 2019, с. 36–39

OECD+WoS: 4.01+AM http://doi.org/10.31993/2308-6459-2019-1(99)-36-39

Полнотекстовая статья
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Пирикуляриоз – серьезный лимитирующий фактор получения стабильно высоких урожаев риса в Приморском 
крае. Использование устойчивых сортов считается одним из наиболее эффективных способов защиты растений 
от болезней. Для Приморского края определен круг наиболее важных генов в селекции на устойчивость к 
пирикуляриозу – это Pi-9, Pi-ta2, Pi-12(t) и Pi-zt. Цель исследования – идентификация гена устойчивости риса 
к пирикуляриозу Pi-ta2 с помощью молекулярно-генетических маркеров в дальневосточных сортах риса и 
коллекционных образцах китайского и корейского происхождения. В результате исследования ген Pi-ta2 выявлен в 
сортах Рассвет, Долинный и Луговой. Сорт Дубрава оказался полиморфным по наличию данного гена, поскольку 
выведен методом отбора из китайской сортосмеси. Семь из 30 китайских коллекционных сортообразцов были 
носителями гена Pi-ta2, и 14 из 21 образца корейской селекции обладали данным геном. В приморских сортах риса 
отсутствует ген Pi-9. Сочетание генов Pi-9+Pi-ta2 обеспечивает абсолютную устойчивость риса к пирикуляриозу. 
Таким образом, следующим шагом в селекции на устойчивость к пирикуляриозу будет поиск сортообразцов риса 
с геном Pi-9 с последующей интрогрессией его в сорта-носители гена Pi-ta2.
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Введение
Рисоводство в Приморском крае ведет свою историю с 

1918 года (Чайка и др., 2004). В течение ста лет селекцио-
неры успешно выводили и районировали сорта для даль-
невосточной зоны рисосеяния, характеризующейся слож-
ными условиями выращивания теплолюбивой культуры 
(короткий период вегетации, маленькая сумма эффектив-
ных температур). На 2018 год в Государственном реестре 
селекционных достижений, допущенных к использова-
нию для 12 зоны, рекомендовано 12 сортов риса, и все они 
принадлежат исключительно селекционерам Приморско-
го края (ФГБУ «Госсорткомиссия» …, 2019).

После кризиса в рисосеянии края, связанного с эконо-
мическими трудностями в сельском хозяйстве, пример-
но 10–12 лет назад в качестве семенного материала ста-
ли использовать сортосмеси китайского происхождения 
и испытывать нетрадиционные для России технологии 
возделывания риса (рассадная, мокрый посев). Данные 
технологии имеют недостатки, такие как большой вклад 
ручного труда и существенный вынос гумуса при гидра-
тационной планировке. Вместе с тем, у сортосмесей, при-
везенных из северных провинций Китая (Цзилиньской 
и Хейлунцзянской, в которых природно-климатические 
условия выращивания схожи с условиями в дальнево-
сточной зоне рисосеяния), имеются некоторые очевидные 
преимущества – при значительных дозах минеральных 
удобрений они устойчивы к полеганию и пирикуляриозу 
(Лелявская В.Н., неопубликованные данные). Маловеро-
ятно, что они будут районированы в крае, так как не об-
ладают должной выравненностью. Более того, незаконно 
ввезенные партии семян риса стали причиной значитель-
ного распространения пирикуляриоза на юге Дальнего 

Востока России. Отечественные селекционеры успешно 
вели селекцию на устойчивость к данному заболеванию, 
которое было представлено на территории края четырьмя 
распространенными штаммами возбудителя заболевания 
Pyricularia oryzae Cav. (Magnaporthe grisea (Hebert Barr.)) 
(Малахова и др., 1998). Бесконтрольный ввоз партий се-
мян риса привел к появлению новых штаммов P. oryzae, у 
которых зафиксированы практически все известные гены 
вирулентности (Ковалевская и др., 2013; Санкин и др., 
2017). К этим штаммам районированные сорта оказались 
среднеустойчивы, поскольку ранее отбор на устойчивость 
проводили на ином инфекционном фоне (Ковалевская и 
др., 2013).

Таким образом, перед селекционерами края стоят 
прежние задачи (получение высокоурожайных скороспе-
лых сортов риса, устойчивых к полеганию и пирикуля-
риозу), но в новых, несколько изменившихся условиях 
(применяемые высокие дозы удобрений и усилившаяся 
инфекционная нагрузка). 

Для получения стабильно высоких урожаев риса в При-
морском крае одним из серьезных лимитирующих факто-
ров является пирикуляриоз (Ковалевская и др., 2013). Это 
заболевание риса встречается во всех зонах рисосеяния 
(Dean et al., 2012). Использование устойчивых сортов счи-
тается одним из наиболее эффективных способов защиты 
растений от болезней (Костылев, 2017).

На сегодня известно 96 генов, ответственных за устой-
чивость риса к пирикуляриозу (Костылев, 2017). Однако 
только некоторые гены могут быть эффективны против 
популяций рас патогенов, циркулирующих в том или 
ином районе. Поиск эффективных генов устойчивости к 
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пирикуляриозу – это одна из важных задач специалистов 
(Wang et al., 2015). 

Для Приморского края определен круг наиболее важ-
ных генов в селекции на устойчивость к пирикуляриозу 
– это Pi-9, Pi-ta2, Pi-12(t) и Pi-zt. Приморские расы пири-
кулярии минимально поражают сорта-дифференциаторы 
с этими генами. Поражаемость составляет 2, 7, 9 и 12 % 
соответственно, в то время как другие моногенные линии 
имеют меньший уровень устойчивости (Санкин и др., 
2017). В северном Китае также большое внимание уделя-
ют генам Pi-9 и Pi-ta2, поскольку моногенные линии, несу-
щие этот ген, демонстрируют наивысший спектр устойчи-
вости к местным расам (изолятам) пирикуляриоза – более 
90 %, и во многих тестах до 100 % (Wang et al., 2013, Wang 
et al., 2015, Ma et al., 2015). 

В коллекционных образцах и сортах риса дальнево-
сточной селекции с помощью молекулярных маркеров 
не обнаружено гена Pi-9 (Илюшко и др., 2019). Однако, в 
трех сортах риса (Долинный, Луговой и Рассвет) выявлен 
ген Pi-ta (Илюшко и др., 2017), который рассматривается 
как сцепленный с геном Pi-ta2, либо как его другая аллель 
(Wang et al., 2004).

Цель исследования – идентификация гена устойчиво-
сти риса к пирикуляриозу Pi-ta2 с помощью молекуляр-
но-генетических маркеров в сортах риса, находящихся в 
Государственном реестре селекционных достижений по 
12 зоне, и коллекционных образцах китайского и корей-
ского происхождения. 

Материалы и методы
Объектом изучения послужили сорта риса (Каскад, 

Рассвет, Дарий 23, Луговой, Ханкайский 429, Ханкай-
ский 52, Долинный, Приозерный 61) селекции ФГБНУ 
«ФНЦ агробиотехнологий Дальнего Востока им. А.К. 
Чайки», находящихся в Государственном реестре селек-
ционных достижений РФ, сорт Дубрава (автор В.А. Кова-
левская), перспективный сорт Алмаз, 30 коллекционных 
сортообразцов китайской и 21 корейской селекции. В ра-
боте использовано по три растения каждого сорта в фазе 
трех-четырех листьев.

ДНК выделяли из свежих листьев известным методом 
(Aljanabi, Martinez, 1997). Концентрацию ДНК опреде-
ляли в объеме 1 мкл на спектрофотометре BioSpec-nano. 
Качество выделенной ДНК определяли методом электро-
фореза в 1.4 % агарозном геле с использованием в каче-
стве стандарта ДНК известной концентрации. Выявление 
наличия у растений гена устойчивости к пирикуляриозу 
Pi-ta2 проводили методом полимеразной цепной реакции 
(ПЦР). Праймеры, амплифицирующие искомый ген, вы-
брали по литературным данным (Wang et al., 2015).

Реакцию проводили в 25 мкл реакционной смеси со-
держащей (×1) ПЦР буфера (Thermo Scientific), 3.6 мМ 
MgCl2, 1.5 мМ dNTP, по 0.2 мкМ прямого и обратного 
праймеров, 1 единицу активности Taq ДНК полимеразы 
(Синтол) и по 50–60 нг ДНК исследуемых образцов. Для 
контроля неспецифической гибридизации праймеров ис-
пользовали полную реакционную смесь без добавления 
ДНК. Амплификацию осуществляли в трехкратной по-
вторности в термоциклере фирмы BioRad. Использовали 
следующий температурный профиль реакции: начальная 
денатурация – 95 °C 5 мин., далее 35 циклов: денатурация 
– 94 °C 30 сек., отжиг праймеров – 60 °C 30 сек., элонгация 
– 72 °C 35 сек., заключительная элонгация – 72 °C 5 мин.

Продукты амплификации разделяли методом электро-
фореза в 1.4 %-ном агарозном геле на основе (×0.5) ТВЕ 
буфера и визуализировали в ультрафиолетовом свете c 
использованием системы гель-документации «BioRad», 
предварительно окрашивая 1 %-ным раствором бромисто-
го этидия.

В качестве контроля использовали растения сорта-диф-
ференциатора Pi №4, являющегося носителем гена Pi-ta2.

Результаты и обсуждение
В результате молекулярно-генетического маркирова-

ния дальневосточных сортов риса ген Pi-ta2 идентифици-
рован в сортах Рассвет, Долинный и Луговой (рис. 1). Ра-
нее в этих же сортах обнаружен ген Pi-ta и его отсутствие 
в большинстве других (Алмаз, Ханкайский 429, Ханкай-
ский 52, Дарий 23 и Каскад) (Илюшко и др., 2017). Данные 
хорошо согласуются с гипотезой Wang et al. (2004) о том, 
что эти два гена аллельны, либо тесно сцеплены друг с 

другом. Oryzabase (Integrated Rice Science Database, 2018) 
рассматривает их, как один и тот же ген (размер гена 7281 
нуклеотид), выявляемый с помощью разных праймеров 
методом ПЦР для разных участков гена. Изучен полимор-
физм аллелей гена Pi-ta нескольких видов и сортов риса. 
Обнаружено, что аллели гена Pi-ta схожи по нуклеотидной 
последовательности на 99 %, и имеют различную степень 
дивергенции (Ramkumar et al., 2014). Однако действие 

Рисунок 1. Электрофоретическое разделение ПЦР-продуктов, полученных при выявлении доминантной аллели гена 
устойчивости к пирикуляриозу Pi-ta2 в дальневосточных сортах риса: 1 – Каскад, 3 – Ханкайский 429, 5 – Ханкайский 52, 

7 – Дарий 23, 8 – Приозерный 61, 9 – Алмаз (доминантная аллель отсутствует); 2 – Долинный, 4 – Рассвет, 6 – Луговой 
(доминантная аллель присутствует); 10 – контроль 515 п.н. (Pi №4); 11 – маркер молекулярной массы 
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этих генов, изученное с помощью сортов-дифференциато-
ров, имеет очевидное фенотипическое различие. Образцы 
риса с геном Pi-ta2 демонстрируют устойчивость к раз-
личным расам пирикулярии в два-четыре раза выше, чем 
образцы с геном Pi-ta (Wang et al., 2015, Ma et al., 2015, 
Санкин и др., 2017).

При анализе трех растений сорта Дубрава у двух из них 
выявлено наличие гена Pi-ta2, а у одного – отсутствие. Для 
уточнения результата дополнительно проанализировали 
15 растений данного сорта. Пять из них несли ген Pi-ta2, а 
у 10 растений характерный продукт амплификации не об-
наружен. Таким образом, сорт риса Дубрава полиморфен 

по наличию гена Pi-ta2. Он был выведен методом отбора 
из популяции №23-05 и заявителем характеризуется как 
устойчивый к пирикуляриозу (Государственный реестр …, 
2018). В дальневосточной зоне рисосеяния в качестве 
популяции можно рассматривать только китайские со-
ртосмеси, поэтому логично, что в ней выявлен полимор-
физм, как минимум по одному гену.

Семь из 30 китайских коллекционных сортообраз-
цов были носителями гена Pi-ta2 (выборочные данные на 
рис. 2), и 14 из 21 образца корейской селекции (выбороч-
ные данные на рис. 3). Эти образцы могут быть использо-
ваны в селекции на устойчивость к пирикуляриозу.

Рисунок 2. Электрофоретическое разделение ПЦР-продуктов, полученных при выявлении доминантной аллели гена 
устойчивости к пирикуляриозу Pi-ta2 в китайских образцах риса: 7 – Х-Н-20-09, 8 – Х-Н-1-01, 9 – Mu 07-1233,  

10 – Mu 07-1111, 11 – LJ 22 (доминантная аллель отсутствует); 1 – Mu 07-1117, 2 – Mu 07-1055, 3 – SJ 4, 4 – LJ 18, 5 – LJ 16,  
6 – LJ 14 (доминантная аллель присутствует); 12, 13 – контроль 515 п.н. (Pi №4); 14 – маркер молекулярной массы

Рисунок 3. Электрофоретическое разделение ПЦР-продуктов, полученных при выявлении доминантной аллели гена 
устойчивости к пирикуляриозу Pi-ta2 в корейских образцах риса: 5 – KY-203, 6 – KM-1709, 7 – KM-1704,  

8 – KM-1703 (доминантная аллель отсутствует); 1 – KY-204, 2 – KY-201, 3 – KM-1702, 4 – KM-1701 (доминантная аллель 
присутствует); 9, 10 – контроль 515 п.н. (Pi №4); 11 – маркер молекулярной массы

Гены Pi-9, Pi-b и Pi-ta2 относятся к генам широкого 
спектра действия. Два из них (Pi-9 и Pi-ta2) наиболее ак-
туальны для Приморского края в селекции на устойчи-
вость к пирикуляриозу (Санкин и др., 2017). Ни в одном 
из образцов, представленных в этом исследовании, не об-
наружено гена Pi-9 (Илюшко и др., 2019). Ген Pi-b отсут-
ствует в дальневосточных сортах, но выявлен в одном из 

коллекционных образцов (Илюшко и др., 2017). Сочета-
ние генов Pi-9+Pi-ta2 либо Pi-9+Pi-b гарантирует абсолют-
ную устойчивость риса к пирикуляриозу (Dai et al., 2012). 

Таким образом, следующим шагом в селекционной ра-
боте должен стать поиск сортообразцов риса с геном Pi-9 
с последующей интрогрессией его в сорта риса Луговой, 
Долинный или Рассвет.
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IDENTIFICATION OF THE PI-TA2 RESISTANCE GENE IN RICE COLLECTION SPECIMENS  
AND FAR EASTERN RICE VARIETIES BY MOLECULAR MARKING

M.V. Ilyushko1*, M.V. Romashova1, P.V. Fisenko1, T.V. Sunitskaya1, S.S. Guchenko1, V.N. Lelyavskaya2
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Rice blast disease caused by Pyricularia oryzae Cav. (Magnaporthe grisea (Hebert Barr.)) is a serious limiting factor 
in obtaining the consistently high yields of rice in Primorsky Krai. The use of resistant varieties is considered as one of 
the most effective ways to protect plants from the disease. The most important genes in the selection for resistance to P. 
oryzae in Primorsky Krai are Pi-9, Pi-ta2, Pi-12(t), and Pi-zt. In this study we aimed to identify the rice resistance gene 
Pi-ta2 using molecular genetic marker in Far Eastern rice varieties and collection samples of Chinese and Korean origin. 
As a result, the Pi-ta2 gene was found in the Rassvet, Dolinniy and Lugovoy varieties. The Dubrava variety turned out to be 
polymorphic for the presence of this gene, since it was derived by the selection method from the Chinese variety mixture. 
Seven out of 30 Chinese collection samples and 14 out of the 21 Korean selection samples carried the Pi-ta2 gene. This 
gene was not found in the Far Eastern rice varieties. The combination of the Pi-9+Pi-ta2 genes provides absolute resistance 
of rice to P. oryzae. Thus, the next step in the selection for resistance to pathogens is searching for the rice variety samples 
with the Pi-9 gene, followed by the introgression of this gene into the varieties carrying the Pi-ta2 gene.

Key words: Oryza sativa, rice blast disease, Pi-ta2, molecular marker
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