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Идентификация генов устойчивости к бурой ржавчине Lr26, Lr28, Lr34, Lr37 с помощью STS и SCAR ...
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Идентификация генов устойчивости к бурой ржавчине Lr26, Lr28, Lr34, Lr37 
с помощью STS и SCAR маркеров у мягкой пшеницы (Triticum aestivum L.)

С помощью молекулярных SCAR и STS-маркеров Iag95, Lr28, csLV34, VENTRIUP-LN2 проведен скрининг 
сортообразцов и линий местной селекции на устойчивость к бурой ржавчине по генам  Lr26, Lr28, Lr34 и Lr37. 
У 9 сортообразцов и диких видов - Tr. timopheevii и Tr. kiharae по специфическим продуктам амплификации 
ДНК было обнаружено наличие гена Lr26. 19 сортообразцов, в том числе и линий имели ген  Lr34, а ген Lr37 
был обнаружен в интрогрессивной линии л-344 и у диких видов Ae. ventricosa, Tr. timopheevii, Tr. kiharae. Мар-
керы Lr28-01, Lr28-02, тесно сцепленные с геном Lr28, амплифицировали специфический фрагмент 378 п.н. у 
всех образцов. Выявленные ДНК маркеры Lr28-01, Lr28-02 не позволяют надежно идентифицировать образцы 
пшеницы, имеющие гены  возрастной устойчивости Lr28, так как наличие этого гена обнаружено у всех нами 
изученных сортообразцов, и наряду с этим у высоковосприимчивого сорта Тhatcher.
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А.А. Tokubayeva, K.K. Shulembaeva 
Identification of the leaf rust resistance genes LR26, LR28, LR34, LR37 in wheat (Triticum Aestivum L.)  

using STS and SCAR markers 

Gene Lr26 has identified in 7 specimens of common wheat and wild species Tr. timopheevii and Tr. kiharae. For the 
first time highly effective genes Lr26, Lr34 and Lr37 were identified in most varieties of local selection using molecular 
markers - Iag95, csLV34, VENTRIUP-LN2.
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А.А. Токубаева, K.K. Шулембаева 
SCAR және STS маркерлері арқылы жұмсақ бидайда қоңыр татқа төзімді  

LR26, LR28, LR34, LR37 гендерін идентификациялау

Lr26 гені жұмсақ бидайдың 9 сорттары мен бидай үлгілерінде және Tr. timopheevii мен Tr. kiharae жабайы 
түрлерінде идентификацияланған. Алғаш рет Iag95, csLV34, VENTRIUP-LN2 молекулалық маркерлерді қолдану 
арқылы жергілікті селекция сорттарының көп бөлігінде  жоғары эффективті Lr26, Lr34 және Lr37 гендері иден-
тификацияланды.

Түйін сөздер: қоңыр тат ауруы, SCAR, STS маркерлер, төзімділік, ген, ДНҚ, бидай.

Введение

Использование эффективных генов устой-
чивости в селекции мягкой пшеницы – один из 
наиболее экономически безопасных методов 
борьбы с болезнями [1]. К настоящему време-

ни описано более 58 Lr-генов, локализованных 
на разных хромосомах  пшеницы. Часть из них 
была обнаружена непосредственно в геноме Trit-Trit-
icum aestivum L. [2-4]. Lr-гены различаются по 
степени эффективности: от малоэффективных 
до высокоэффективных. Соответственно и сор-
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та пшеницы будут варировать по устойчивости 
к заболеванию в зависимости от того, какие Lr-
гены в них присутствуют. Традиционные методы 
выявления вирулентных генов трудоемки и тре-
бует больших затрат времени [5]. Развитие ДНК-
технологий значительно ускорило определение 
устойчивых Lr-генов пшеницы и дало возмож-Lr-генов пшеницы и дало возмож--генов пшеницы и дало возмож-
ность  перейти к массовой оценке генетическо-
го материала. По данным MAS (Marker assisted 
selection), используемый для повышения гло-
бального производства сельскохозяйственных 
культур и для улучшения генома растений новый 
подход, основанный на молекулярно маркерной 
технологии, является ценным инструментом 
в отборе сортов по хозяйственно ценным при-
знакам [6]. Селекция с помощью маркеров об-
легчает отбор устойчивых сортов, основываясь 
на тесной связи между маркерными аллелями и 
геном, отвечающим за качественные или количе-
ственные признаки, благодаря точной передаче 
участков хромосомы, несущий интересующий 
ген [7]. По данным исследования CIMMYT (In-In-
ternational Maize and Wheat Improvement Center), 
сочетание 4-5 генов устойчивости приводит к вы-
сокому уровню вирулентности, равной с иммун-
ностью [8]. Lr-гены можно идентифицировать 
с помощью молекулярных маркеров, таких, как 
STS (sequence-tagged site), SSR (simple sequence 
repeat), RAPD (Random Amplified  Polymorphic 
DNA), SCAR (sequence-characterized amplified 
regions), CAPS (cleaved amplified polymorphic 
sequence), RGA (resistance gene analog polymor-
phisms).

В данной статье обсуждаются результаты ра-
боты, проведенные с помощью  молекулярных 
маркеров для идентификации генов Lr26, Lr28, 
Lr34 и Lr37 у местных сортов пшеницы и кол-
лекции мировой селекции. 

Исследование было проведено в лаборатории 
молекулярной генетики Института общей гене-
тики и цитологии РК. 

Материалы и методы

Объектом исследования служили 41 местный 
сорт мягкой пшеницы различного происхожде-
ния, 5 египетских сортов и 5 диких видов (Tr. 
timopheevii, Tr. dicoccum, Tr. kiharae, Ae. ventri-, Tr. dicoccum, Tr. kiharae, Ae. ventri-Tr. dicoccum, Tr. kiharae, Ae. ventri-. dicoccum, Tr. kiharae, Ae. ventri-dicoccum, Tr. kiharae, Ae. ventri-, Tr. kiharae, Ae. ventri-Tr. kiharae, Ae. ventri-. kiharae, Ae. ventri-kiharae, Ae. ventri-, Ae. ventri-Ae. ventri-. ventri-ventri-
cosa, Ae. kotschyi), любезно представленных со-
трудниками Казахского научно-исследователь-
ского института Земледелия и растениеводства 

и Хоуссамом Э.М. Эль-Вакилем (Университет 
Александрия, Египет), а также интрогрессивные 
линии – л-344, л-345. 

Метод экстракции ДНК. Метод выделения 
ДНК проводили  по СТАВ методу из 5-дневных 
безхлорофильных проростков, пророщенных 
в чашках Петри на увлажненной фильтроваль-
ной бумаге при температуре 250С [9]. Высечку 
с проростков 3 см гомогенезировали в 250 мкл 
экстракционного буфера, который содержал: 
1M Трис-HCl (pH-7,5)� 5M NaCl� 0,5М ЭДТА 
(этилендиаминотетраацетат)� 0,5M SDS. Затем 
добавляли 400 мкл ddH2O, 200 мкл 2% СТАВ 
(цетилтриметиламмония) и инкубировали 1 час 
при 650С. Затем охлаждали и добавляли 600 мкл 
хлороформа и  изоамилового спирта в соотноше-
нии 24:1 соответственно, центрифугировали 15 
мин при 12 тыс/мин. Верхнюю фазу отбирали в 
чистую пробирку и добавляли 1 объем изопро-
панола. Аккуратно перемешивали и центрифу-
гировали 15 мин при 12 тыс/мин. Сливали жид-
кую часть и добавляли 800 мкл 70% этанола. 
Центрифугировали 5 мин при 12 тыс/мин. Оса-
док высушивали и разводили в 100 мкл Н2О или 
ТЕ. Идентификацию Lr-генов осуществляли с 
использованием ПЦР с праймерами, маркирую-
щими отдельные гены. Праймеры были выбраны 
на основании литературных данных. Нуклеотид-
ные последовательности праймеров предостав-
лены в таблице 1, условия для ПЦР приведены в 
таблице 2. В качестве компонентов реакционной 
смеси для ПЦР использовался PCR Master mix 
(“Fermentas”). Продукты амплификации разделя-Fermentas”). Продукты амплификации разделя-”). Продукты амплификации разделя-
ли в 1,4%-ном агарозном геле в трис-ацетатном 
буфере. Гели документировали с помощью фото-
графирования после окрашивания бромистым 
этидием. Как маркер молекулярной массы ис-
пользовали GeneRulertm 100bp DNA Ladder Plus 
(“Fermentas”). Положительный контроль – изо-Fermentas”). Положительный контроль – изо-”). Положительный контроль – изо-
генная линия сорта Thatcher, содержащая гены 
Lr26, Lr28, Lr34 и Lr37, а отрицательным контро-26, Lr28, Lr34 и Lr37, а отрицательным контро-Lr28, Lr34 и Lr37, а отрицательным контро-28, Lr34 и Lr37, а отрицательным контро-Lr34 и Lr37, а отрицательным контро-34 и Lr37, а отрицательным контро-Lr37, а отрицательным контро-37, а отрицательным контро-
лем был использован сорт Thatcher.

У изученных 48 сортообразцов мягкой пше-
ницы и 5 диких видов были обнаружены следую-
щие гены устойчивости к бурой ржавчине: Lr26, 
Lr28, Lr34 и Lr37. 

Источником гена Lr26 является рожь Secale 
cereale L. Короткое плечо хромосомы 1 ржи 
(1RS) содержит несколько генов устойчивости 
к патогенам, а именно: Sr31, Yr9, Pm8 и в том 
числе ген Lr26. В результате серии скрещиваний 
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Таблица 1 – Специфические праймеры STS и SCAR-маркеров генов устойчивости  пшеницы к бурой  ржавчине

Ген Тип мар-
кера

Название 
маркера

Последовательности праймеров (5’- 3’) Литературный 
источник

Lr26 SCAR Iag95F
Iag95R

5’- CTC TGT GGA TAG TTA CTT GAT CGA -3’
5’- CCT AGA ACA TGC ATG GCT GTT ACA -3’

[10]

Lr28 STS Lr28-01
Lr28-02

5’- CCC GGC ATA AGT CTA TGG TT -3’
5’- CAA TGA ATG AGA TAC GTG AA -3’

[11]

Lr34 STS csLV34F
csLV34R

5’- GTT GGT TAA GAC TGG TGA TGG -3’
5’- TGC TTG CTA TTG CTG AAT AGT -3’

[12]

Lr37 STS VENTRIUP 
LN2

5’- AGG GGC TAC TGA CCA AGG CT -3’
5’- TGC AGC TAC AGC AGT ATG TAC ACA AAA -3’

[13]

Таблица 2 – Условия ПЦР с праймерами, маркирующими Lr-гены

Маркер Программа полимеразной цепной реакции
Iag95F 95°C-3 мин, 30 циклов (95°C-30 сек., 55°C-30 сек., 72°C-60 сек.,), 72°C-10 мин.
Lr28 94°C-6 мин,  35 циклов (94°C-60 сек., 55°C-60 сек., 72°C-60 сек), 72°C-15мин.
csLV34 94°C -5 мин, 40 циклов (94°C -45сек., 55°C -30sec72°C -60sec) 72°C -7.
VENTRIUP-LN2 94°C -45 сек, 30 циклов (94°C -45 сек, 65°C -30 сек, 72°C -60sec), 72°C -7 мин.

были получены линии и сорта пшеницы, несу-
щие транслокацию 1RS хромосомы ржи. Ген 
Lr26 присутствует во многих сортах пшеницы, 
содержащих транслокации 1RS/1BL, в том чис-
ле и в линии Veery, созданный CIMMYT-ом [14]. 

Впервые Маго с соавторами разработали мар-
керы для выявления пшенично-ржанной транс-
локации [10]. Затем был разработан Iag95 SCAR 
маркер для идентификации сцепленных генов 
Lr26, Sr31, Yr9 и РМ8 [15]. 

Результаты и их обсуждение

В данной работе использован SCAR  мар-SCAR  мар-  мар-
кер Iag95, который сцеплен с геном  Lr26.В ре-Iag95, который сцеплен с геном  Lr26.В ре-95, который сцеплен с геном  Lr26.В ре-Lr26.В ре-26.В ре-
зультате был получен специфический продукт 
длиной 1100 пн. Этот фрагмент выявлен у со-
ртообразцов мягкой пшеницы Кокбидай, Ажар, 
Clement, Gemeiza-9, СИМ – 79/279  и у диких 

видов Tr. timopheevii, Tr. kiharae (таблица 3). 
Ген Lr26 в сочетании с геном Lr37 может обе-
спечить высокую устойчивость к бурой ржав-
чине [16]. Эти данные согласуются с резуль-
татами наших исследований, где сочетание  
Lr26+Lr37 было найдено у интрогрессивной 
линии л-344 и у диких видов Tr. timopheevii, Tr. 
kiharae.

Таблица 3 – Идентификация  Lr-генов по специфическим праймерам STS и SCAR-маркеров генов устойчивости  
пшеницы к бурой  ржавчине в сортообразцах и диких видах пшеницы

№ Название сортообразцов Происхождение, страна Lr26 Lr28 Lr34 Lr37
1 2 3 4 5 6 7

        Дикие виды пшинцы
1 Tr. Timopheevii KZ + + + +
2 Tr. Dicoccum KZ - + - -
3 Tr. Kiharae KZ + + - +
4 Ae. Ventricosa EG - + - +
5 Ae. Kotschyi EG - + - -



161А.А. Токубаева, K.K. Шулембаева

ISSN 1563-0218 KazNU Bulletin. Biology series №1 (57). 2013

        Сортообразцы
6 24/20989 KZ - + + -
7 К 4 KZ - + - -
8 Богарная 52 KZ - + - -
9 Кондитерская KZ - + - -
10 Нуреке KZ - + + -
11 Ажар KZ + + - -
12 л-344 KZ + + - +
13 л-345 KZ + + - -
14 МК 3677 KZ - + + -
15 16/20978 KZ - + + -
16 К 88 KZ - + - -
17 Казахстанская 126 KZ - + - -
18 Сlement US + + - -
19 Compare US - + - -
20 Надежда KZ - + - -
21 Алмалы KZ - + + -
22 Алия KZ - + + -
23 Кокбидай KZ + + - -
24 Lemhi US - + - -

25 Moro US - + - -
26 Rie Besel 47/51 US - + - -
27 Gemeiza-10 EGY - + + -
28 Sakha-93 EGY - + - -
29 Sids-1 EGY - + + -
30 Безостая 1 KZ - + + -
31 Одесская 120 KZ - + - -
32 Фараби 159 KZ - + + -
33 Ания KZ - + + -
34 Майра KZ - + + -
35 Юбилейная 75 KZ - + - -
36 Tres US - + - -
37 Lee US - + - -
38 Stephens US - + - -
39 Иммунная KZ - + + -
40 Казахстанская 3 KZ - + - -
41 СИМ п/в 79/279 KZ + + + -
42 Стекловидная KZ - + + -
43 к – 1448    KZ - + - -
44 Егемен 20 KZ - + + -
45 Анар KZ - + - -
46 К-2780 KZ - + + -
47 Казахстанская 4 KZ - + - -
48 N 18 KZ - + - -
49 Сапалы KZ - + - -
50 Gemeiza-9 EGY + + - -
51 Sakha-94 EGY - + + -
52 Кайыр KZ - + - -
53 Tatcher US - + - -

Примечание: (-) – отсутствие, (+) – присутствие маркера.

Продолжение таблицы 3
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 Ген Lr28 был интрогрессирован в геном гек-
саплоидной пшеницы от Aegilops umbellulata 
[17].

При использовании для ПЦР анализа прайме-
ров Lr28-01 и Lr28-02 у всех образцов, включая 
сорт Тhatcher, отмечено наличие продукта ам-hatcher, отмечено наличие продукта ам-, отмечено наличие продукта ам-
плификации с размером около 378 пар нуклео-
тидов. Фрагмент длиной 378 пн был обнаружен 
у всех изученных сортообразцов: к-24/20989, 
К 4, Богарная 52, Кондитерская, Нуреке, Ажар,  
л-344, л-345, МК3677, 16/20978, Казахстанская 
126, Алмалы, Надежда, Алия,  Gemeiza-10, СИМ 
– 79/279 и у диких видов –  Tr. timopheevii, Tr. 
dicoccum, Tr. kiharae,  Ae. ventricosa, Ae. kotschyi 
(рис.1).

Таким образом, Lr28-01 и Lr28-02 не могут 
быть надежными маркерами для идентификации 
генов  устойчивости. 

Ген Lr34 впервые описан у сорта Frontana в 
1966 году [18]. Этот ген расположен на корот-

ком плече хромосомы 7D, недалеко от локуса 
Xgwm295. Ген Lr34 в отличие от других генов 
не является расоспецифичным, он обеспечивает 
общую устойчивость к бурой ржавчине на про-
тяжении вегетационного периода у взрослых 
растений. Кроме того, ген Lr34 обеспечивает 
устойчивость к различным патотипам патогена 
[19]. В этом отношении ген представляет боль-
шую ценность.  Однако эти свойства затрудняют 
идентификацию гена традиционными методами. 

Ген Lr34 был идентифицирован с помощью 
маркера csLV34. В результате анализа ампли-csLV34. В результате анализа ампли-34. В результате анализа ампли-
фицирован фрагмент длиной 130 п.н. Исполь-
зование ПЦР анализа позволило установить 
присутствие гена Lr34 у 19 сортообразцов: 
K-24/20989, Нуреке,  МК3677, 16/20978, Алма--24/20989, Нуреке,  МК3677, 16/20978, Алма-
лы, Алия, Gemeiza-10, Sids 1, Безостая 1, Одес-Gemeiza-10, Sids 1, Безостая 1, Одес--10, Sids 1, Безостая 1, Одес-Sids 1, Безостая 1, Одес- 1, Безостая 1, Одес-
ская 120, Фараби 159, Ания, Майра, Иммунная,  
СИМ – 79/279, Стекловидная, Егемен 20, К-2780, 
Sakha 94 (рис. 2). 

Рисунок 1 – Продукты амплификации ДНК с использованием праймеров Lr28-01 и Lr28-02 к гену Lr28.  
M – маркер, К – контроль, 1 – Кокбидай� 2 – 24/20989� 3 – Казахстанская 4� 4 – Богарная 52� 5- К-2780�  

6 – Карашаш� 7 – Алмалы� 8 – Алия� 9 – Ажар� 10 – Егемен 20� 11 – Казахстанская 3� 12 – СИМ п/в 79/279�  
13 – Стекловидная� 14 – Tatcher
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Рисунок 2 – Продукты амплификации ДНК с использованием праймеров csLV34F, csLV34R, сцепленному  
с геном Lr34. M – маркер, К – контроль, 1 – 24/20989� 2 – Нуреке� 3 – МК3677� 4 – 16/20978� 5 – Алмалы�  

6 – Алия� 7 – Gemeiza-10� 8 – Sids 1� 9 – Безостая 1� 10 – Одесская 120� 11 – К 4� 12 – Богарная 52�  
13 – Кондитерская� 14 – Thatcher� 15 – Фараби 159� 16 – Ания� 17 – Майра� 18 –Иммунная� 19 – СИМ – 79/279� 20 

– Стекловидная� 21 -Егемен 20� 22 – К-2780� 23 – Sakha 94� 24 – Ажар� 25 – Казахстанская 126,  
26 – Clement� 27 – Compare� 28 – Надежда

Ген Lr37 является высокоэффективным про-
тив возбудителей бурой ржавчины. В результате 
ПЦР с маркерами VENTRIUP-LN2 амплифици-VENTRIUP-LN2 амплифици--LN2 амплифици-LN2 амплифици-2 амплифици-
руется специфический фрагмент длиной 259 пн. 
В наших исследованиях маркер, тесно сцеплен-
ный с геном Lr37, выявлен только у диких видов 
Tr. timopheevii, Tr. kiharae, Ae. ventricosa  и у ин-
трогрессивной линии л-344 (таблица 3). В иссле-
дуемых сортообразцах и линиях пшеницы очень 
низкий уровень распространения гена Lr37. 

Заключение

Использование SCAR и STS маркеров зна-SCAR и STS маркеров зна- и STS маркеров зна-STS маркеров зна- маркеров зна-
чительно ускорило идентификацию геноти-
па устойчивости образцов мягкой пшеницы. 
Полимеразная цепная реакция с использованием 
праймеров  Iag95F, Iag95R, Lr28-01, Lr28-02, 
csLV34F, csLV34R, VENTRIUP, LN2 у 53 образ-34F, csLV34R, VENTRIUP, LN2 у 53 образ-F, csLV34R, VENTRIUP, LN2 у 53 образ-, csLV34R, VENTRIUP, LN2 у 53 образ-csLV34R, VENTRIUP, LN2 у 53 образ-34R, VENTRIUP, LN2 у 53 образ-R, VENTRIUP, LN2 у 53 образ-, VENTRIUP, LN2 у 53 образ-VENTRIUP, LN2 у 53 образ-, LN2 у 53 образ-LN2 у 53 образ-2 у 53 образ-
цов мягкой пшеницы позволила идентифициро-
вать ряд генов устойчивости к бурой ржавчине. 
С использованием праймеров Iag95F, Iag95R 
идентифицирован ген Lr26 у 9 сортообразцов 
пшеницы и у диких видов  Tr. timopheevii и  
Tr. kiharae.  Маркеры Lr28-01, Lr28-02, тесно 

сцепленные с геном Lr28, амплифицировали 
специфический фрагмент 378 п.н. у всех образ-
цов. Выявленные ДНК маркеры Lr28-01, Lr28-
02 не позволяют надежно идентифицировать 
образцы пшеницы, имеющие гены  возрастной 
устойчивости Lr28, так как наличие этого гена 
обнаружено у всех нами изученных сортообраз-
цов, и наряду с этим у высоковосприимчивого 
сорта Тhatcher, это подвергает  сомнению ис-hatcher, это подвергает  сомнению ис-, это подвергает  сомнению ис-
пользование их в качестве маркеров. С помощью 
STS-праймеров csLV34F, csLV34R был обнару--праймеров csLV34F, csLV34R был обнару-csLV34F, csLV34R был обнару-34F, csLV34R был обнару-F, csLV34R был обнару-, csLV34R был обнару-csLV34R был обнару-34R был обнару-R был обнару- был обнару-
жен ген Lr34 у 19 сортообразцов пшеницы. STS 
маркеры VENTRIUP, LN2, тесно сцепленные с 
геном Lr37, амплифицировали специфический 
продукт 259 п.н. у диких видов Tr. timopheevii, Tr. 
kiharae, Ae. ventricosa и интрогрессивной линии 
л-344.

Таким образом, впервые с использованием 
молекулярных маркеров – Iag95, Lr28, csLV34, 
VENTRIUP-LN2 у большинства сортов местной 
селекции идентифицированы гены Lr26, Lr34, 
Lr37. В дальнейших исследованиях планируется 
изучить широкий спектр сортообразцов местной 
селекции и эффективных Lr генов изогенных ли-Lr генов изогенных ли- генов изогенных ли-
ний  сорта Thatcher.
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