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Так как пирикуляриоз – болезнь, наносящая значительный вред рису во всем мире, то актуальной зада-
чей является интенсивное создание генотипов, резистентных к данному заболеванию. Использование тех-
нологий молекулярной биологии, новых биотехнологических подходов и молекулярно-генетических методов 
позволяет создавать устойчивые к болезням сорта при сокращении сроков их создания, что играет важную 
роль в выращивании кοнкуpентοcпοcοбнοй продукции. В данной статье освещены результаты оценки образцов 
риса, созданных в ФГБНУ «АНЦ «Донской» на устойчивость к пирикуляриозу. В качестве объекта исследования 
выступали новые образцы, созданные в лаборатории селекции и семеноводства риса. В 2022–2023 гг. был 
выполнен скрининг 187 образцов риса. В них определялось наличие гена устойчивости к пирикуляриозу Pi-2. 
115 образцов оценивали по гену резистентности к пирикуляриозу Pi-b. Геномную ДНК выделяли из молодых 
листьев риса. После оценки количества и качества выделенной ДНК проводили полимеразную цепную реак-
цию на целевые гены Pi-2 и Pi-b. Для идентификации аллелей искомых генов использовали специфические 
внутригенные молекулярные SSR-маркеры доминантного (для Pi-2) и кодоминантного (для Pi-b) типа. Элек-
трофорез полученных ампликонов выполняли на 2 %-х агарозных гелях в течение часа. Итоги анализа фик-
сировали в ультрафиолетовом свете и обрабатывали в программном обеспечении ImageLab 5.1. В результате 
проведенных исследований выявлены новые селекционные образцы риса, которые несут гены устойчивости 
к пирикуляриозу Pi-2 и Pi-b. Эти образцы рекомендуется использовать в дальнейшем селекционном процессе 
на устойчивость к пирикуляриозу.
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Since rice blast is a disease that causes significant damage to rice all over the world, the intensive development 
of disease-resistant genotypes is of great urgency. The use of molecular biology technologies, new biotechnological 
approaches and molecular genetic methods allows creating disease-resistant varieties while reducing the time of their 
development, which plays an important role in growing competitive products. The current paper has highlighted the re-
sults of estimating rice samples developed at the FSBSI “ARC “Donskoy” for blast resistance. The objects of the study 
were new samples developed in the laboratory of rice breeding and seed production. In 2022–2023, there were 
screened one hundred eighty-seven rice samples. They were identified on a presence of the blast resistance gene 
Pi-2. One hundred fifteen samples were estimated for the blast resistance gene Pi-b. Genomic DNA was isolated from 
young rice leaves. After estimating the quantity and quality of the isolated DNA there was conducted a polymerase 
chain reaction for the target genes Pi-2 and Pi-b. In order to identify the alleles of the desired genes there were used 
specific intragenic molecular SSR markers of dominant (for Pi-2) and codominant (for Pi-b) types. Electrophoresis 
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of the obtained amplicons was performed on 2 % agarose gels during an hour. The results of the analysis were record-
ed in ultraviolet light and processed in ImageLab 5.1 software. As a result of the conducted study, there were identified 
new rice breeding samples that carry blast resistance genes Pi-2 and Pi-b. These samples are recommended for use 
in the further breeding process for blast resistance. 

Keywords: rice, rice blast, marker, gene, resistance, Pi-2, Pi-b.

ни из-за появления новых рас (Коротенко и др., 
2018).

На сегодняшний день идентифицировано 
более 100 генов устойчивости риса к пирикуля-
риозу, из которых 39 клонированы (Wang et al., 
2023).

Гены Pi-2 и Pi-b относятся к генам широкого 
спектра устойчивости к пирикуляриозу (Wang 
et al., 2023; Vasudevan et al., 2016). 

Ген Pi-2 был картирован на 6-м хромосо-
ме вблизи центромерной области и близко 
расположен с тремя другими генами устой-
чивости к пирикуляриозу Pi9, Piz-t и Piz, кото-
рые совместно с ним обеспечивают широкий 
спектр устойчивости к разным наборам штам-
мов Pyricularia oryzae Cav (Magnaporthe oryzae) 
(Singh et al., 2023).

Ген Pi-b был первым клонированным геном 
устойчивости риса к пирикуляриозу. Он был 
идентифицирован в малазийском сорте риса 
indica-типа Engkatek и клонирован из почти 
изогенной линии Tohoku IL9 (Wang et al., 1999) 
на основе информации об его картировании 
на дистальном конце длинного плеча хро-
мосомы 2 (Shinoda et al., 1971). Доминантный 
ген Pi-b способен обеспечивать широкий 
спектр резистентности, особенно против рас 
грибкового патогена Pyricularia oryzae Cav 
(Magnaporthe oryzae) из Юго-Восточной Азии 
(Vasudevan et al., 2016).

Таким образом, сочетание в одном геноти-
пе риса доминантных аллелей генов устойчи-
вости к пирикулиряозу Pi-2 и Pi-b позволит рас-
тениям противостоять большому количеству 
рас патогена Pyricularia oryzae Cav (Magnaporthe 
oryzae).

Ранее мы проводили изучение селекци-
онных линий риса на наличие 6 генов устой-
чивости к пирикуляриозу Pi-1, Pi-2, Pi-33, Pi-ta, 
Pi-b и Pi-40 (Шумская и др., 2023), по результатам 
которого селекционером был проведен отбор 
ценных генотипов с генами устойчивости в го-
мозиготном аллельном состоянии, а образцы, 
обладающие гетерозиготным состоянием ал-
лелей различных генов, высевались в гибрид-
ном питомнике с целью дальнейшего анализа 
расщепления и выделения гомозигот.

Исходя из вышесказанного, целью прове-
денных в 2022–2023 гг. анализов было выявле-
ние аллелей генов устойчивости к пирикуляри-
озу Pi-2 и Pi-b в селекционных образцах риса.

Материалы и методы исследований. 
В 2022–2023 гг. нами изучалось 187 образ-
цов риса по гену Pi-2 (F3 – 12 шт., F6 – 7 шт., F7 – 
33 шт., F8 – 113 шт., F9 – 16 шт., F10 – 6 шт.) и 115 об-
разцов риса по гену Pi-b (F3 – 3 шт., F8 – 93 шт., 
F9 – 16  шт., F10 – 3 шт.,). Количество анализи-
руемых линий по каждому гену и гибридно-
му поколению определялось согласно необ-

Введение. Рис посевной (Oryza sativa L.) –  
ценная продовольственная культура, произ-
водство которой в мире незначительно усту-
пает пшенице (Гученко, 2022). В Российской 
Федерации у сельхозпроизводителей эта куль-
тура также пользуется популярностью. Среди 
основных регионов рисосеяния в стране мож-
но назвать Краснодарский и Приморский края, 
Республику Дагестан, Чеченскую Республику 
и Адыгею, Астраханскую и Ростовскую области, 
а также Еврейскую автономную область.

Упор в селекции риса делается прежде все-
го на урожайность, которая в значительной 
степени зависит от устойчивости к стресс-фак-
торам и устойчивости к полеганию (Илюшко 
и др., 2019). Серьезным ограничивающим 
стресс-фактором для получения высоких уро-
жаев риса является пирикуляриоз, который 
может значительно поражать посевы и нано-
сить большой экономический вред.

Заражение пирикуляриозом вызывается 
несовершенным грибом Pyricularia oryzae Cav 
(Magnaporthe oryzae) (Мынбаева и др., 2023), 
который прорастает внутрь растений риса 
в благоприятных условиях высокой влажности 
воздуха (до 98 %) и продолжает свое развитие 
во всех тканях. Важность устойчивости к пири-
куляриозу можно объяснить значительными 
убытками в рисоводческих хозяйствах от этой 
болезни (Kadeawi et al., 2021). Кроме уменьше-
ния потери урожая, резистентность к пирику-
ляриозу также способствует уменьшению дозы 
химических обработок риса, что немаловажно 
и для аграриев, и для потребителя (Jiang et al., 
2019).

Сельхозпроизводители – компании и агро-
холдинги, занимающиеся выращиванием риса, 
испытывают потребность в тесном взаимодей-
ствии с научным сообществом, чтобы получать 
сорта с нужными хозяйственно ценными при-
знаками: устойчивые к болезням, климатиче-
ским условиям и максимально продуктивные 
(Зеленский и др., 2024).

Среди современных высокоэффективных 
методов борьбы с пирикуляриозом выделя-
ется маркерная селекция. Применение ДНК-
маркеров направлено на создание генотипов, 
которые были бы устойчивы к заболеваниям 
сельскохозяйственных культур. Маркерные 
технологии позволяют выполнять отбор тре-
буемых селекционеру генов в процессе це-
ленаправленной селекции. Чтобы получить 
долгосрочную устойчивость растений, се-
лекционерам требуется вводить не меньше 
2–3-х эффективных генов устойчивости к пи-
рикуляриозу, так как с одним геном резистент-
ности сорта быстро ее теряют. Это происходит 
по причине того, что устойчивость растений 
зачастую преодолевается возбудителем болез-
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ходимости для селекционера. Селекционные 
линии (из питомника ручного посева урожая 
2022 г.) для исследования были предоставле-
ны лабораторией селекции и семеноводства 
риса ФГБНУ  «АНЦ  «Донской». Использовали 
следующие методы: получение ДНК, пригод-
ной для выполнения реакции амплификации, 
коммерческим набором российского произ-
водства «ДНК-Экстран-3» (Синтол, Москва), 
оценка количества и качества выделенной ге-
номной ДНК на спектрофотометре Allsheng 
Nano-500, проведение ПЦР-реакции на целе-
вые гены Pi-2 (молекулярным внутригенным 
SSR-маркером Rm527) (Шумская и др., 2023) 
и Pi-b (внутригенной 3-праймерной системой 
SSR-маркеров Pi-b-F1, Pi-b-R2, Pi-b-R3) (Супрун 
и др., 2007), выполнение электрофореза фраг-
ментов ДНК в 2%-м агарозном геле, иденти-

фикация в образцах риса генов устойчивости 
к пирикуляриозу Pi-2 и Pi-b с помощью прибора 
Bio-Rad Molecular Imager GelDoc XR+ и анализа 
в программном обеспечении ImageLab 5.1.

Результаты и их обсуждение. Ген Pi-2. 
Ген  Pi-2 характеризуется как ген широкого 
спектра резистентности к заболеванию пири-
куляриозом. Сотрудники нашей лаборатории 
его идентифицировали с применением специ-
фичного маркера Rm527. Этот маркер является 
высокоинформативным для определения ал-
лелей локуса Pi-2. Размер ампликона по данно-
му локусу составляет 233 п. н. (Шумская и др., 
2023).

На рисунке 1 показана одна из полученных 
нами электрофореграмм продуктов амплифи-
кации ДНК образцов риса.

 

Рис. 1. Скрининг образцов риса на наличие гена устойчивости к пирикуляриозу Pi-2 на 2 %-м агарозном геле*: 
1 – маркер длин ДНК Biolabmix Step 50+ bp 1,5 Kb DNA Ladder;  

2 – Боярин (контроль нефункционального аллеля);  
3 – C101-A-51 (донор гена Pi-2, положительный контроль); 4 – H2O (отрицательный контроль опыта);  
5 – 2136/1; 6 – 2136/2; 7 – 2137; 8 – 2138; 9 – 2141; 10 – 2143; 11 – 2153; 12 – 2154; 13 – 2403; 14 – 2404.

Примечание. *Расшифровка комбинаций скрещивания, к которым относятся селекционные номера 
образцов: 2136-2143 – (Крупнозерный × Стрелец) × Магнат, 2153-2154 – Магнат × Кубояр, 2403-2404 – 
Магнат × (Крупнозерный × Боярин).

Fig. 1. Screening of rice samples on the presence of blast resistance gene Pi-2 on 2% agarose gel:  
1 – a DNA length marker ‘Biolabmix Step 50+ bp 1.5 Kb DNA Ladder’, 2 – ‘Boyarin’ (non-functional allele control),  

3 – C101-A-51 (a Pi-2 gene donor, positive control), 4 – H2O (negative control of the trial), 5 – 2136/1, 6 – 2136/2,  
7 – 2137, 8 – 2138, 9 – 2141, 10 – 2143, 11 – 2153, 12 – 2154, 13 – 2403, 14 – 2404.

Note. *Explanation of the crossing combinations to which the selection numbers of the samples refer: 2136-2143 – 
(Krupnozerny x Strelets) x Magnat, 2153-2154 – Magnat x Kuboyar, 2403-2404 – Magnat x (Krupnozerny x Boyarin).

На рисунке 1 образцы 11 и 12 (№ 2153 и 2154 
соответственно) обладают ампликоном разме-
ром 233 пары нуклеотидов, что соответствует 
размеру ампликона положительного контроля 
гена устойчивости к пирикуляриозу Pi-2 от об-
разца C101-A-51. Образцы 5, 13 и 14 являются 
гетерозиготами по локусу Rm527. Другие об-
разцы на рисунке 1 содержали ампликоны, 
идентичные по размеру рецессивному аллелю 
сорта Боярин.

Анализ 187 изучаемых образцов показал, 
что 37 образцов несли функциональный ал-
лель устойчивости Pi-2 в гомозиготном состоя-
нии: 406 (Контакт × Nerica 1), 1562, 1565, 1567, 
1963 (Ил-14 × Кубояр), 2153, 2154 (Магнат  х  
Кубояр), что составляет 19,79 % от общего ко-
личества исследованных генотипов; 53  образ-
ца имели ген Pi-2 в гетерозиготном состоянии: 
2126 (Крупнозерный × Магнат), 2152 (Магнат × 
Кубояр), 2167 (Магнат × Партнер), 2374 
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[(Ил-28 × Кубояр) × Магнат], 2391 [Магнат ×  
(Крупнозерный × Боярин)] и др. – 28,34 %. 
Семьдесят пять образцов содержали нефунк-
циональный гомозиготный рецессивный ал-
лель гена Pi-2 (40,11 %).

Двадцать два образца не несли ни одного 
аллеля гена Pi-2 (11,76 %). Такое отсутствие ам-
плификации может свидетельствовать об из-
менениях в геноме исследованных образцов, 
вследствие чего молекулярный маркер, разра-
ботанный на специфическую последователь-
ность нуклеотидов, не может взаимодейство-
вать с геномной ДНК-матрицей.

Проанализированные образцы риса, имею-
щие ген Pi-2 в гетерозиготном состоянии, могут 
быть использованы в селекционном процессе 
с обязательной дальнейшей детекцией алле-
лей этого гена в полученном потомстве.

Образцы с наличием функционального ал-
леля гена Pi-2 в гомозиготном состоянии ре-

комендуются для использования в селекции 
на устойчивость к пирикуляриозу.

Ген Pi-b. Для идентификации гена Pi-b нами 
использовался внутригенный маркер Pi-b  
(Pi-bF1+Pi-bR2+Pi-bR3) кодоминантного типа, 
способный определять как доминантный, 
так и рецессивный его аллели (праймеры:  
Pi-b-F1 5’- GAA CAG CTT GCT CGG AAT CCA -3’, 
Pi-b-R2 5’- TAC TGC ATT GTG CAG CTT GTG -3’,  
Pi-b-R3 5’- ATA CAT CGA CCA GCT ATT TGC C -3’). 
Молекулярный размер ампликона маркера со-
ставляет 490 п. н. у сортов с устойчивым алле-
лем гена Pi-b, а у сортов с восприимчивым ал-
лелем размер ампликона составляет 249 п. н. 
(Супрун и др., 2007).

В результате анализа 115 образцов были по-
лучены рабочие электрофореграммы. На рис. 2  
показана одна из них в качестве примера.

 

Рис. 2. Электрофореграмма скрининга образцов риса на наличие гена устойчивости к пирикуляриозу Pi-b  
на агарозном геле: 1 – маркер длин ДНК Biolabmix Step 50+ bp 1,5 Kb DNA Ladder; 2 – Боярин (контроль 

нефункционального аллеля); 3 – Вираж (контроль нефункционального аллеля); 4 – BL-1 (донор гена Pi-b, 
положительный контроль); 5 – H2O деионизированная (отрицательный контроль опыта); 6 – 4238;  

7 – 4241; 8 – 4244; 9 – 4252; 10 – 4255; 11 – 4256; 12 – 4266; 13 – 4267; 14 – 4268; 15 – 4271; 16 – 4275;  
17 – 4277; 18 – 4281.

Примечание. *Расшифровка комбинаций скрещивания, к которым относятся селекционные номера образцов: 
4238-4244 – Pi-1+2+33+ta+b × Кубояр, 4252 – Пентаген 1 × Кубояр, 4255, 4256 – Пентаген 3 × Кубояр,  
4266-4281 – Pi-1+2+33+ta+b × Кубояр).

Fig. 2. Electropherogram of rice samples screening on the presence of blast resistance gene Pi-b on 2% agarose 
gel: 1 – a DNA length marker ‘Biolabmix Step 50+ bp 1.5 Kb DNA Ladder’, 2 – ‘Boyarin’ (non-functional allele 

control), 3 – ‘Virazh’ (non-functional allele control), 4 – BL-1 (a Pi-b gene donor, positive control), 5 – deionized 
H2O (negative control of the trial), 6 – 4238, 7 – 4241, 8 – 4244, 9 – 4252, 10 – 4255, 11 – 4256, 12 – 4266,  

13 – 4267, 14 – 4268, 15 – 4271, 16 – 4275, 17 – 4277, 18 – 4281
Note. *Explanation of the crossing combinations to which the selection numbers of the samples refer: 4238-4244 – 
Pi-1+2+33+ta+b x Kuboyar, 4252 – Pentagen 1 x Kuboyar, 4255, 4256 – Pentagen 3 x Kuboyar, 4266-4281 –  
Pi-1+2+33+ta+b x Kuboyar.

На рисунке 2 доминантный аллель гена 
Pi-b в гомозиготном состоянии (490 п. н.) вы-
явлен у образцов 6, 7, 11, 16, 18 (№ 4238, 4241, 
4256, 4275, 4281 соответственно). Аллель гена 
Pi-b в нефункциональном гомозиготном состо-
янии (249 п. н.) можно выделить у образцов 8, 9, 
10, 12, 13, 14, 15 (№ 4244, 4252, 4255, 4266, 4267, 
4268, 4271). Образец 17 (№ 4277) имел гетеро-
зиготное аллельное состояние гена Pi-b.

По результатам проведенного в 2022–
2023  гг. анализа можно сделать следующие 
выводы: 35 образцов риса несли функцио-
нальный аллель гена Pi-b в гомозиготном со-
стоянии: 4228, 4229, 4230, 4231, 4232, 4238, 
4241, 4275, 4281 (Pi-1+2+33+ta+b × Кубояр) 
и др., что составляет 30,43 % от исследован-
ных генотипов. В гетерозиготном аллельном 
состоянии ген Pi-b был выявлен у 35 образ-
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цов риса: 2823, 2824, 2826, 2830, 2831, 4277 
(Pi-1+2+33+ta+b × Кубояр) и др., что также со-
ставляет 30,43 % от суммарного количества. 
Нефункциональный гомозиготный аллель гена 
Pi-b был найден у 43 образцов (37,39 %). У двух 
образцов (1,74 %) не было выявлено ни одного 
аллеля гена Pi-b, что может свидетельствовать 
об изменениях в геноме исследованных образ-
цов.

Проанализированные образцы риса, име-
ющие ген Pi-b в гетерозиготном состоянии, ре-
комендуются для использования в селекци-
онном процессе с обязательной дальнейшей 
детекцией аллелей этого гена в полученном  
потомстве.

Образцы с наличием функционального ал-
леля Pi-b в гомозиготном состоянии рекомен-
дуются для использования в селекции на устой-
чивость к пирикуляриозу.

Идентификация сочетания генов устой-
чивости к пирикуляриозу Pi-2 и Pi-b. 

После проведения в 2022–2023 гг. анали-
за и внесения полученных данных в общую 
рабочую базу было установлено, что гены 
Pi-2 и Pi-b идентифицировались параллельно 
в 110 образцах (из 187 шт. по гену Pi-2 и 115 шт. 
по гену Pi-b). 

В результате оценки полученной по резуль-
татам анализов генов Pi-2 и Pi-b базы данных 
было выделено 10 образцов риса из комбина-
ции скрещивания Pi-1+2+33+b+ta × Кубояр, 
которые сочетали в себе оба исследованных 
функциональных аллеля гена устойчивости 
к пирикуляриозу в гомозиготном состоянии 
(№ 2832, 4153, 4154, 4167, 4222, 4296, 4298, 4301, 
4302, 4304). Таким образом, сочетание генов 
устойчивости к пирикуляриозу Pi-2 и Pi-b было 
выявлено лишь у 9,09 % от исследованных ге-
нотипов. Эти 10 генотипов риса предложено ис-

пользовать в биоресурсной коллекции и селек-
ционном питомнике ФГБНУ «АНЦ «Донской».

Сочетание высокоэффективных генов Pi-2  
и Pi-b позволит растениям лучше противосто-
ять заболеванию в полевых условиях, а также 
послужит источником устойчивости при ис-
пользовании их селекционерами в селекцион-
ном процессе, направленном на устойчивость 
к пирикуляриозу.

Выводы. 
1.	 Доминантный ген Pi-2 в гомозигот-

ном состоянии был идентифицирован у 37 се-
лекционных образцов риса (406, 1562, 1565, 
1567, 1963, 2153, 2154 и др.), которые могут 
быть использованы в селекционном процессе 
на устойчивость к пирикуляриозу.

2.	 У 35 образцов риса выявлен доми-
нантный ген устойчивости к пирикулярио-
зу Pi-b в гомозиготном состоянии (4228, 4229, 
4230, 4231, 4232, 4238, 4241, 4256, 4275, 4281 
и др.), который предложено использовать в се-
лекционном процессе на устойчивость к пири-
куляриозу.

3.	 Селекционные образцы риса, у кото-
рых было выявлено гетерозиготное аллельное 
состояние генов Pi-2 и Pi-b, могут быть исполь-
зованы в селекционном процессе с обязатель-
ной дальнейшей детекцией аллелей этих генов 
в полученном потомстве.

4.	 Десять образцов риса из комбинации 
скрещивания Pi1+2+33+b+ta × Кубояр (№ 2832, 
4153, 4154, 4167, 4222, 4296, 4298, 4301, 4302, 
4304), у которых было установлено наличие 
двух доминантных генов устойчивости к пи-
рикуляриозу Pi-2 и Pi-b в гомозиготном состо-
янии, переданы в биоресурсную коллекцию 
риса ФГБНУ «АНЦ «Донской» и рекомендуются 
для использования в селекции на устойчивость 
к пирикуляриозу.
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