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Background. Identification of effective genes for disease 
resistance in resistant plant samples is the most important 
step toward recommending them for breeding. There are 
three main methods for such identification: hybridological 
analysis, phytopathological test, and DNA marking. The 
method of PCR markers is widely used in Russia to identify 
resistance genes in wheat relatives, including the genus 
Aegi lops L. for resistance to leaf rust. From a theoretical 
viewpoint, the presence of a certain amplification fragment 
can hardly be interpreted as a definite proof of the presence 
of a resistance gene: during the species evolution, recombi-
nations and mutations could occur, resulting in disturbance 
of the fragment’s presence and phenotypic expression of its 
connection with resistance. The purpose of this work was 
a comparison between molecular-genetic and phytopatho-
logical methods to identify leaf rust resistance genes Lr9  
and Lr41 in three Aegilops species. Materials and methods. 
We identified leaf rust resistance genes Lr9 and Lr41 in forty 
Aegilops accessions using PCR with J13 and GDM35 primers, 
respectively. In the phytopathological test, the seedlings 
were infected with the pathogen population (avirulent to 
Lr9 and Lr41 genes) and the fungus clones virulent to the 
wheat line with the Lr9 gene. Results and conclusions. Ac-
cording to the data of molecular marking, the Lr41 gene was 
present in twelve Ae. tauschii Coss. accessions; Lr9 in four 
Ae umbellulata Zhuk. accessions and four of Ae. biuncialis Vis. 
All accessions of Ae. tauschii, two of Ae. umbellulata, and 
three of Ae. biuncialis, possessing effective resistance genes 
according to the molecular testing, were susceptible to the 
pathogen population. For three Ae. umbellulata accessions 
resistant to the population, where DNA marking failed to 
identify an Lr9 gene, the presence of this gene was shown by 
a phytopathological test. Thus, there were significant dif-
ferences in the postulation of effective Lr9 and Lr41 leaf rust 
resistance genes in Aegilops accessions after a phytopato-
logical test and the use of DNA markers. 

Key words: juvenile resistance, leaf rust, molecular-genetic 
analysis, phytopathological test.

Актуальность. Идентификация генов устойчивости 
к болезням является важнейшим этапом при рекомен-
дации для использования образцов в селекции на рези-
стентность. Для этого применяются три метода: гибри-
дологический анализ, фитопатологический тест и ДНК-
маркирование. Метод ПЦР-маркеров для идентифика-
ции генов устойчивости пшеницы и ее родичей к ли-
стовой ржавчине широко используется в нашей стране. 
 Однако наличие фрагмента амплификации определен-
ной длины вряд ли может рассматриваться как доказа-
тельство наличия гена устойчивости (вследствие ре-
комбинаций и мутаций в течение эволюции вида). Цель 
настоящего исследования – сравнение молекулярно-
генетического и фитопатологического методов иден-
тификации эффективных генов ювенильной устойчи-
вости к листовой ржавчине Lr9 и Lr41 у об разцов трех 
видов рода Aegilops L. Материалы и методы. Иденти-
фицировали гены устойчивости Lr9 и Lr41 у сорока 
образцов рода Aegilops с помощью ПЦР при использова-
нии праймеров J13 и GDM35 соответственно. Фитопато-
логический тест проводили при заражении проростков 
популяцией возбудителя и клонами гриба, вирулен-
тными к линии пшеницы с геном Lr9. Результаты и вы-
воды. По результатам молекулярного маркирования 
ген Lr41 присутствует у двенадцати об разцов Ae. tau-
schii Coss.; Lr9 – у четырех образцов Ae. umbellulata Zhuk. 
и четырех образцов Ae. biuncialis Vis. Все образцы 
Ae. tauschii, два образца Ae. umbellulata и три Ae. biuncialis, 
у которых по результатам молекулярного тестирова-
ния имеются эффективные гены резистентности, пора-
жались популяцией патогена. Для трех образцов Ae. um-
bellulata, не имеющих гена Lr9 по ре зультатам ДНК-мар-
кирования, показано его наличие фитопатологическим 
тестом. Таким образом, наблюдаются значительные 
различия в постулировании генов резистентности 
к ржавчине Lr9 и Lr41 у образцов Aegilops при использо-
вании фитопатологического теста и ДНК-маркирова-
ния.

Ключевые слова: Aegilops, ювенильная устойчивость, 
молекулярно-генетический анализ, фитопатологиче-
ский тест.

 Использование молекулярно-генетического 
и фитопатологического методов для идентификации
генов эффективной устойчивости к листовой ржавчине
у образцов эгилопсов
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Введение

Лис товая (бурая) ржавчина (возбудитель Puccinia 
triticina Erikss.) – высоко вредоносная болезнь мягкой 
пшеницы, распространенная практически во всех ре-
гионах возделывания культуры. Наиболее экономиче-
ски выгодным и экологически безопасным методом 
борьбы с данным заболеванием является возделыва-
ние устойчивых сортов. Несмотря на то что количество 
генов резистентности пшеницы к листовой ржавчине 
весьма велико (только генов с постоянными символа-
ми Lr более 77), запас высокоэффективных генов устой-
чивости в генофонде Triticum aestivum L. крайне мал; по 
нашим данным, в настоящее время к отдельным попу-
ляциям возбудителя из России в ювенильной фазе вы-
сокоэффективны только гены Lr9, Lr19, Lr24, Lr41 
(= Lr39), Lr47, причем три первых уже потеряли свою эф-
фективность в ряде регионов нашей страны. Выращи-
вание сортов, защищенных единичными олигогенами 
устойчивости, часто приводит к быстрому накоплению 
вирулентных генотипов патогена и, следовательно, фе-
нотипической потере устойчивости. Вследствие этого, 
поиск и создание доноров новых эффективных генов 
резистентности – крайне актуальная задача. 

Межвидовая и межродовая гибридизация рассма-
тривается как важный подход к расширению генетиче-
ского разнообразия пшеницы по устойчивости к листо-
вой ржавчине. Значительный интерес для интрогрес-
сии представляют виды рода Aegilops L.: так, в настоя-
щее время от Ae. tauschii Coss. в мягкую пшеницу пере-
даны четыре гена устойчивости с постоянными симво-
лами (Lr21, Lr22a, Lr32, Lr39 [= 41]); от Ae. speltoides 
Tausch – шесть генов (Lr28, Lr35, Lr36, Lr47, Lr51 и Lr66); 
от Ae. umbellulata Zhuk. – два гена (Lr9 и Lr76); по одному 
гену устойчивости привнесены в геном мягкой пшени-
цы от Ae. ventricosa Tausch (Lr37), Ae. kotschyi Boiss. (Lr54), 
Ae. sharonensis Eig (Lr56), Ae. geniculata Roth (Lr57), Ae. tri-
uncialis L. (Lr58), Ae. peregrina (Hack.) Maire et Weiller 
(Lr59), Ae. neglecta Req. ex Bertol. (Lr62) (McIntosh et al., 
2013; McIntosh et al., 2016). 

В нашем исследовании при изучении проростковой 
устойчивости к листовой ржавчине у образцов Ae. tau-
schii, Ae. umbellulata и Ae. biuncialis Vis. из коллекции Все-
российского института генетических ресурсов расте-
ний (ВИР) были выделены устойчивые формы (Tyrysh-
kin et al., 2006; Tyryshkin et al., 2012; Kolesova, Tyryshkin, 
2015; Kolesova, 2017).

Изучение генетического контроля устойчивости 
у выделенных резистентных образцов является важ-
нейшим этапом при их рекомендации для использова-
ния в селекции, так как позволяет избежать широкого 
вовлечения в селекционный процесс одних и тех же ге-
нов устойчивости, оптимизировать схемы скрещива-
ний и отбора в расщепляющихся популяциях. Особенно 
важна идентификация генов устойчивости у родичей 
пшеницы, поскольку интрогрессивная гибридизация – 
это долговременный, трудоемкий и дорогостоящий 
процесс, и нежелательно вовлекать в него источники 
одних и тех же генов резистентности. 

Для изучения генетического контроля устойчиво-
сти к листовой ржавчине и идентификации генов в на-
стоящее время используются три основных метода: 
гибридологический анализ, фитопатологический тест 
и молeкулярное (ПЦР / ДНК) маркирование. Гибридо-
логический анализ, несмотря на надежность его ре-
зультатов, весьма трудоемок и долог, особенно для ди-

ких родичей пшеницы. Проведение фитопатологиче-
ского теста при изучении высокоэффективной рези-
стентности возможно только при наличии генотипов 
возбудителей болезней, маркированных вирулентно-
стью к эффективным генам резистентности. С нашей 
точки зрения, это весьма надежный метод идентифи-
кации конкретных генов устойчивости (Tyryshkin, 
2006, 2010), хотя в работах отечественных исследова-
телей в последнее время указывается на его слабую ин-
формативность для характеристики генетической де-
терминации устойчивости у изучаемого материала без 
использования молекулярных подходов (Shishkin et al., 
2018; Gultyaeva et al., 2019). 

Метод ис пользования ПЦР-маркеров для идентифи-
кации генов устойчивости пшеницы и ее родичей, в том 
числе и представителей рода Aegilops, к листовой ржав-
чине в последнее время достаточно широко использу-
ется в нашей стране (Dzhenin et al., 2009; Davoyan et al., 
2012; Gultyaeva et al., 2014).

Однако следует отметить, что с теоретической точ-
ки зрения наличие фрагмента амплификации опреде-
ленной длины вряд ли может рассматриваться как 
окончательное доказательство наличия функциональ-
ного аллеля гена устойчивости, поскольку в течение 
эволюции вида могли происходить рекомбинации 
и мутации, приводящие к нарушению связи наличия 
фрагмента амплификации и фенотипического прояв-
ления резистентности.

Цель нас тоящего исследования – сравнение молеку-
лярно-генетического и фитопатологического методов 
идентификации эффективных генов ювенильной 
устойчивости к листовой ржавчине Lr9 и Lr41 у образ-
цов Ae. tauschii, Ae. umbellulata и Ae. biuncialis.

Материалы и методы

Материал исследования включал двадцать  четыре 
образца Ae. tauschii: к-82, к-113, к-163, к-277, к-285, к-336, 
к-341, к-342, к-467, к-632, к-768, к-840, к-1031, к-1098, 
к-1112, к-1227 (Азербайджан), к-426 (Туркменистан), 
к-525, к-1159, к-1202, к-1564 (Армения), к-677 (Кыpгыз-
стан), к-997 (Афганистан) и к-3604 (Иран); десять образ-
цов Ae. umbellulata: к-1283 (Армения), к-1461 (Азербайд-
жан), к-2023, к-2029, к-2745 (Иран), к-3284, к-3287, к-3294, 
к-3312, к-3325 (Турция); шесть образцов Ae. biuncialis: 
к-3, к- 644, к-2531, к-3003 (Россия), к-2892, к-2900 (Болга-
рия), из коллекции генетических ресурсов растений 
ВИР. В качестве контрольных носителей генов Lr41 
и Lr9 использовали образцы мягкой пшеницы KS90W-
GRC10 (ген Lr41) (Singh et al., 2004) и почти изогенную 
линию сорта ‘Тэтчер’ ThLr9 соответственно.

Для идентификации эффективных генов устойчи-
вости методом молекулярно-генетического маркиро-
вания тотальную ДНК выделяли суммарно из пяти ли-
стьев 10-дневных проростков микрометодом в про-
бирках типа Eppendorf по методике, предложенной 
K. Эдвардс с соавторами (Edwards et al., 1991) в моди-
фикации Д. Б. Дорохова и Э. Клоке (Dorokhov, Klocke, 
1997). 

Скрининг образцов Ae. tausc hii на наличие гена Lr41 
проводили при помощи пары праймеров к микросател-
литному локусу Xgdm35: GDM35-L ( 5’-CCTGCTCTGCCCTA-
GATACG-3’) и GDM35-R  (5’-ATGTGAATGTGATGCATGCA-3’), 
тесно сцепленному с данным геном резистентности 
у образцов мягкой пшеницы (Pestsova et al., 2000; Singh 
et al., 2004). При изучении образцов Ae. umbel lulata 
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и Ae. biuncialis для ПЦР-анализа использовали пару 
праймеров к высокоспецифичному у мягкой пшеницы, 
по литературным данным, STS-маркеру эффективного 
гена устойчивости Lr9 (Schachermayr et al., 1994). После-
довательности праймеров J13/1 – 5 ’-TCCTTTTATTCCG
CACGCCGG-3’; J13/2 – 5’-CCACACTACCCCAAAGAGACG-3’. 
Данные праймеры ранее уже были использованы для 
идентификации этих генов резистентности у образцов 
рода Aegilops (например, Dzhenin et al., 2009; Davoyan 
et al., 2012). 

Реакционная смесь общим объемом 25 мкл содер-
жала 2 мкл раствора ДНК (50 нг/мкл), 0,2 мкл Taq-
полимеразы (5 ед/мкл), 2,5 мкл 10× реакционного ПЦР-
буфера, предложенного фирмой – производителем фер-
мента, 1,25 мкл каждого праймера (5 mМ), 1 мкл 
(2,5 mМ) раствора дезоксинуклеотидов (Chelkowski 
et al., 2003).

Полимеразную цепную реакцию проводили в ам-
плификаторе iCycler Bio- Rad (США) по следующим про-
граммам: с праймерами Xgdm35 – 4 мин п ри температу-
ре 94°С; 30 циклов (30 с – 94°С, 30 с – 55°С, 30 с – 72°С); 
финальная элонгация 5 мин при 72°С (Pestsova et al., 
2000); с праймерами J13 – 94°C – 6 мин, 45 циклов (92°C – 
60 с, 62°C – 60 с, 72°C – 120 с), 72°C – 4 мин (Schachermayr 
et al., 1994). 

Электрофорез амплифицированных фрагментов 
проводили в 2-процентном агарозном геле в 1× ТВЕ-бу-
фере, окрашивали этидиум бромидом и фотографиро-
вали в ультрафиолетовом свете. Для оценки размера 
амплифицированных фрагментов после ПЦР с прайме-
рами J13 и Xgdm35 использовали маркеры молекуляр-
ной массы FastRuler™, 50–1500 пн (Fermentas) 
и GeneRuler™Plus, 100 пн (Fermentas) соответственно.

Сорок образцов рода Aegilops, а также почти-изоген-
ные по генам устойчивости к листовой ржавчине ли-
нии серии Тэтчер и образцы с генами Lr1, Lr2а, Lr2с, 
Lr9 – Lr13, Lr14а, Lr14b, Lr15 – Lr21, Lr22а, Lr22b, Lr23 – Lr26, 
Lr29, Lr27+31, Lr32 – Lr37, Lr41, Lr44 – Lr49, Lr52, Lr57, Lr60 
и Lr64 были изучены по ювенильной устойчивости 
к листовой ржавчине. По 15–30 семян каждого образца 
высевали в кюветы на смоченную водой вату; кюветы 
с наклюнувшимися семенами переносили на свето-
установку с освещенностью 2500 люкс и температурой 
20–22°С. Интактные растения в стадии 1–2 листьев, 

включая те проростки, от которых отбирался материал 
для молекулярного маркирования, опрыскивали из 
пульверизатора водной суспензией уредоспор возбуди-
теля болезни (30 тыс. спор/мл). Для инокуляции ис-
пользовали сборную популяцию P. triticina (смесь сбо-
ров с нескольких восприимчивых сортов пшеницы; Се-
веро-Западный регион России, Северный Кавказ, По-
волжье). Зараженные растения накрывали полиэтиле-
новой пленкой на одни сутки. Типы реакции учитыва-
ли на 12-е сутки после заражения по общепринятой 
шкале (Mains, Jackson, 1926) с модификациями, где 0 – 
отсутствие симптомов; 0; – некротические пятна без 
пустул; 1 – очень мелкие пустулы, окруженные некро-
зом; 2 – пустулы среднего размера, окруженные некро-
зом или хлорозом; 3 – крупные пустулы без некроза; 
е.п. – единичные пустулы без некроза; x – на одном ли-
сте присутствуют пустулы восприимчивого и устойчи-
вого типа. Типы реакции 0, 0; и 1 соответствуют высо-
кой устойчивости, 2, е.п. и x – среднему уровню устой-
чивости и 3 – восприимчивости. Все формы, выделив-
шиеся по устойчивости в одном эксперименте, оцени-
вали не менее чем в трех дополнительных независимых 
опытах.

Образцы Ae. umbellulata также заражали тремя мо-
нопустульными изолятами патогена, ранее независи-
мо выделенными в популяции P. triticina из Западной 
Сибири, вирулентными к линии пшеницы с геном Lr9. 
Для заражения и спользовали отрезки листьев тех ра-
стений, которые были использованы для проведения 
молекулярного маркирования.

Результаты

У двенадцати из двадцати четырех изученных 
образцов Ae. tauschii выявлены фрагменты ожидаемого 
размера 190 пн после амплификации их ДНК с прайме-
рами к микросателлитному локусу Xgdm35; соответст-
венно, согласно результатам молекулярно-генетиче-
ской идентификации, можно предполагать, что образ-
цы к-336, к-341, к-342, к-632, к-768, к-840, к-1098, к-1159, 
к-1112, к-1202, к-1564 и к-3604 имеют функциональный 
аллель гена Lr41 (табл. 1). Электорофореграмма про-
дуктов амплификации у пяти образцов представлена 
на рисунке 1.

 Рис. 1. Продукты амплификации микросателлитного маркера Xgdm35: 
М – маркер молекулярной массы, пн; мягкая пшеница 1 – KS9 0WGRC10;
образцы Aegilops tauschii: 2 – к-336, 3 – к-341, 4 – к-82, 5 – к-1227, 6 – к-3604

Fig. 1. Amplification products of the microsatellite marker Xgdm35:
М – marker of molecular weight, bp; bread wheat 1 – KS90WGRC10; 

Aegilops tauschii accessions: 2 – k-336, 3 – k-341, 4 – k-82, 5 – k-1227, 6 – k-3604
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 № по каталогу 
ВИР

Тип реакции на заражение сборной 
популяцией

Наличие амплифицированного
фрагмента 

82 3 –

113 3 –

163 3 –

277 3 –

285 3 –

336 3  +

341 3 +

342 3 +

426 3 –

467 3 –

525 3 –

632 3 +

677 3 –

768 3 +

840 3 +

997 3 –

1031 3 –

1098 3 +

1159 3 +

1112 3 +

1202 3 +

1227 3 –

1564 3 +

3604 3 +

Таблица 1. Характеристика образцов Aegilops tauschii по наличию специфического амплифицированного 
фрагмента микросателлитного локуса Xgdm35 и ювенильной устойчивости к листовой рж авчине

Table 1. Characterization of Aegilops tauschii accessions for the presence of an amplified fragment
of the microsatellite locus Xgdm35 and juvenile resistance to leaf rust
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№ по 
каталогу 
ВИР

Тип реакции на заражение, инокулюм
Наличие 

амплифицированного 
фрагмента Популяция

Клоны, вирулентные к Lr9

1 2 3

1283 3 3 3 3 –

1461 0 3 3 3 +

2023 3 3 3 3 –

2029 3 3 3 3 –

2745 0 3 3 3 –

3284 3 3 3 3 +

3287 0 3 3 3 +

3294 3 3 3 3 +

3312 0 3 3 3 –

3325 0 3 3 3 –

ThLr9 0 3 3 3 +

Специфический продукт амплификации длиной 
1100 пн, характерный для образцов мягкой пшеницы, 
имеющих ген устойчивости Lr9, был выявлен у четы-
рех из десяти изученных образцов Ae. umbellulata – 
к-3294, к-1461, к-3284, к-3287 – после амплификации 
с праймерами J13 (табл. 2, рис. 2). Таким образом, согла-
сно данным ДНК-маркирования, эти образцы должны 
иметь данный ген резистентности.

У четырех образцов Ae. biuncialis из шести изучен-
ных выявлен продукт амплификации размером 1100 пн 
после ПЦР с праймерами J13 (табл. 3), то есть согласно 
данным молекулярного маркирования эти образцы за-
щищены данным геном устойчивости.

Заражение проростков линий и сортов пшеницы 
с известными сорока тремя Lr-генами устойчивости по-
казало, что только гены Lr9, Lr19, Lr24, Lr41 и Lr47 были 

Рис. 2. Продукты амплификации после ПЦР с использованием праймеров J13: 
М – маркер молекулярного веса, пн, 2 – Thatcher, 3 – ThLr9. 

Образцы Aegilops umbellulata: 1 – к-3325, 4 – к-2029, 5 – к-3312, 6 – к-1461, 7 – к-3284, 8 – к-3287, 9 – к-2745
Fig. 2. Amplification products after PCR with primers J13: 

M – marker of molecular weight, bp, 2 – Thatcher, 3 – ThLr9. 
Aegilops umbellulata accessions: 1 – k-3325, 4 – k-2029, 5 – k-3312, 6 – k-1461, 7 – k-3284, 8 – k-3287, 9 – k-2745

Таблица 2. Характеристика образцов Aegilops umbellulata по наличию
специфического амплифицированного фрагмента после ПЦР с праймерами J13

и ювенильной устойчивости к популяции и изолятам возбудителя листовой ржавчины 

Table 2. Characterization of Aegilops umbellulata accessions for the presence of a specific amplified fragment
after PCR with J13 primers and juvenile resistance to leaf rust
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высокоэффективны против популяции возбудителя 
листовой ржавчины, используемой в данном исследо-
вании (типы реакции 0 и 0;).

К этой популяции возбудителя болезни были вос-
приимчивы все изученные образцы Ae. tauschii (тип ре-
акции 3), включая двенадцать, которые имели эффек-
тивный ген Lr41 по результатам молекулярной иденти-
фикации. Таким образом, по результатам заражения 
патогеном ни один из этих образцов не мог иметь дан-
ный ген резистентности.

Из образцов Ae. umbellulata к используемой в работе 
популяции патогена были устойчивы (тип реакции 0) 
пять (к-1461, к-2745, к-3287, к-3312 и к-3325); образцы 
к-1283, к-2023, к-2029, к-3284, к-3294 были восприимчи-
вы, причем два последних имеют эффективный ген Lr9 
согласно данным молекулярного маркирования. 

Результаты искусственного заражения популяцией 
патогена указывают на отсутствие эффективных генов 
резистентности у образцов к-1283, к-2023, к-2029, 
к-3284, к-3294. Все устойчивые генотипы поражались 
тремя монопустульными изолятами P. triticina, виру-
лентными к линии пшеницы с геном Lr9 (см. табл. 2), 
что с высокой долей вероятности указывает на нали-
чие у них этого гена резистентности, причем только 
у двух из них (к-1461 и к-3287) данный ген идентифици-
руется по результатам ДНК-маркирования.

Три образца Ae. biuncialis (к-2900, к-2892, к-2531) 
были высокоустойчивы в стадии проростков к листо-
вой ржавчине; (тип реакции 0). Образцы к-3, к-644 были 
среднеустойчивы (тип реакции Х), а образец к-3003 
восприимчив (тип реакции 3) к сборной популяции па-
тогена (см. табл. 3), что доказывает отсутствие у них 
эффективных против данной популяции генов рези-
стентности; однако по результатам анализа продуктов 
амплификации каждый из них имеет ген Lr9.

Обсуждение

Главной, если не единственной целью идентифика-
ции известных эффективных генов устойчивости к бо-
лезням у сородичей пшеницы является выявление тех 
образцов, которые имеют новые, до сих пор не интроду-
цированные в геном культурного вида гены резистен-

тности. Достаточно очевидно, что если выделенный 
устойчивый образец имеет один высокоэффективный 
ген устойчивости и этот ген уже присутствует у линий 
мягкой пшеницы, его повторная интрогрессия в ре-
зультате долгого трудоемкого процесса межродовой 
(межвидовой) гибридизации с практической точки 
зрения не имеет смысла. Так, например, до сих пор эф-
фективный на территории РФ ген Lr41 был передан 
в мягкую пшеницу по крайней мере от пяти образцов 
Ae. tauschii различного географического происхожде-
ния и одного образца Ae. cylindrica Host (Singh et al., 
2004). С помощью гибридологического и молекулярно-
го анализов показана идентичность либо аллельность 
генов Lr39 и Lr41 (Singh et al., 2004).

В настоящее время существуют три основных спо-
соба идентификации известных генов резистентности 
(в том числе и к листовой ржавчине). Гибридологиче-
ский анализ у диких родичей, в отличие от культурно-
го вида, достаточно технически сложен и, главное, 
трудноприменим, поскольку требует наличия тестера 
конкретного гена резистентности. Данная проблема 
у мягкой пшеницы легко решается путем применения 
в скрещиваниях почти изогенных по конкретному Lr-
гену линий; в случае дикого родича идеальным было 
бы использование того образца, от которого ген рези-
стентности был передан в геном T. aestivum, что пра-
ктически не всегда возможно.

Фитопатологический тест позволяет узнать, явля-
ется ли изучаемый образец устойчивым к данной попу-
ляции патогена, а также одинаково ли «узнается» ген 
резистентности изучаемого устойчивого образца и из-
вестный ген резистентности.

Анализ продуктов амплификации (наличие / от-
сутствие, размер) после ПЦР с конкретной парой прай-
меров (в том числе и использованных в настоящем ис-
следовании) во многих работах отечественных иссле-
дователей рассматривается как надежный метод иден-
тификации генов устойчивости к листовой ржавчине 
как в образцах мягкой пшеницы, так и среди ее роди-
чей, в том числе и представителей рода Aegilops. Преи-
муществом данного метода является быстрота, воз-
можность выделения ДНК и ее использования в работе 
в любое время, отсутствие необходимости поддержа-

Таблица 3. Характеристи ка образцов Aegilops biuncialis по наличию амплифицированного фрагмента 
после ПЦР с праймерами J13 и ювенильной устойчивости к листовой ржавчине

Table 3. Characterization of Aegilops biuncialis accessions for the presence of an amplified fragment
after PCR with J13 primers and juvenile resistance to leaf rust

№ по 
каталогу 
ВИР

Тип реакции на заражение сборной популяцией
Наличие 

амплифицированного 
фрагмента 

3 X +

644 X +

2531 0 –

2892 0 –

2900 0 +

3003 3 +

ThLr9 0 +
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ния в живом виде генотипов патогена, отсутствие вли-
яния факторов среды на результаты. Единичные моле-
кулярные маркеры широко используются для иденти-
фикации генов устойчивости пшеницы к листовой 
ржавчине (например, Urbanovich et al., 2006; Gajnullin 
et al., 2007; Gultyaeva et al., 2019), хотя достаточно оче-
видно, что амплификация фрагмента ДНК определен-
ного размера вряд ли может рассматриваться как окон-
чательное доказательство наличия гена устойчивости 
(вследствие рекомбинаций и мутаций в течение эволю-
ции вида).

В нескольких работах отечественных исследовате-
лей данный подход был применен для идентификации 
эффективных генов резистентности к листовой ржав-
чине и у образцов Aegilops (Dzhenin et al., 2009; Davoyan 
et al., 2012; Gultyaeva et al., 2014).

Так, с использованием ДНК-маркеров, тесно сце-
пленных с генами устойчивости Lr28, Lr35 и Lr47, прове-
ли идентификацию этих генов резистентности у три-
надцати образцов Ae. speltoides и девяти образцов 
Ae tauschii  (Gultyaeva et al., 2014). Отмечена нестрогая 
специфичность маркеров генов Lr28 и Lr35. Маркер PS10 
гена Lr47 характеризовался высокой эффективностью, 
однако никаких доказательств этой эффективности 
для образцов вида – донора гена в статье не приведено. 

В работе Дженина с соавторми (Dzhenin et al., 2009) 
на основе присутствия специфического продукта ам-
плификации было постулировано наличие гена Lr9 
у образца к-1652 Ae. triuncialis; однако, этому выводу 
противоречили результаты заражения этого образца 
и линии пшеницы с данным геном тест-клонами пато-
гена. 

С помощью диагностических молекулярных марке-
ров, сцепленных с известными генами устойчивости 
к листовой ржавчине Lr9, Lr35 и Lr47, был проведен 
скрининг образцов ДНК диких сородичей, синтетиче-
ских форм и интрогрессивных линий мягкой пшеницы 
(Davoyan et al., 2012). Ген Lr9 был идентифицирован 
в геноме всех изученных образцов вида Ae. umbellulata, 
гены Lr35 и Lr47 – в Ae. speltoides. Отметим, что ранее 
была показана восприимчивость к ржавчине одного из 
этих образцов Ae. umbellulata – к-1283 (Kolesova, Tyrysh-
kin, 2015), что противоречит выводу о наличии у него 
данного гена резистентности.

По результатам настоящей работы наблюдаются 
значительные различия в постулировании эффектив-
ных генов резистентности к листовой ржавчине Lr9 
и Lr41 у представителей рода Aegilops при использова-
нии фитопатологического теста и ДНК-маркирования. 

Ранее в нашей работе было показано, что микроса-
теллитный локус Xgdm35 не может быть использован 
для его идентификации у резистентных образцов 
Ae. tauschii (Tyryshkin, Kolesova, 2009). Так, у двух высо-
коустойчивых к листовой ржавчине форм к-624 
и к-3299 отсутствовали амплифицированные фрагмен-
ты локуса Xgdm35. При этом с помощью фитопатологи-
ческого теста и гибридологического анализа было до-
казано наличие у них именно эффективного гена юве-
нильной устойчивости Lr41 (Kolesova, Tyryshkin, 2012). 

Результаты настоящей работы также указывают на 
значительные расхождения в идентификации эффек-
тивных генов устойчивости к листовой ржавчине 
у образцов трех видов рода Aegilops с помощью ПЦР-
маркеров и фитопатологического изучения.

Так, специфический продукт амплификации, тесно 
сцепленный с геном устойчивости Lr41, обнаружен 

у двенадцати образцов Ae. tauschii. Поскольку использу-
емая в работе популяция патогена не поражала линию 
пшеницы с данным геном, на основании молекулярно-
го маркирования можно было бы предположить, что 
все эти образцы высокоустойчивы к данной популя-
ции. Однако фитопатологический тест доказал их вос-
приимчивость. 

Продукт амплификации размером 1100 пн, харак-
терный для образцов мягкой пшеницы, имеющих ген 
устойчивости Lr9, был выявлен у четырех из десяти из-
ученных образцов Ae. umbellulata после амплификации 
ДНК с праймерами J13. Данный ген устойчивости яв-
лялся эффективным против сборной популяции возбу-
дителя в настоящей работе, и следовательно, эти 
образцы должны быть резистентными. Однако образ-
цы к-3294 и к-3284 по результатам фитопатологическо-
го тестирования оказались восприимчивыми. Среди 
пяти устойчивых образцов специфический продукт ам-
плификации обнаружен только у двух. Это позволяет 
предполагать, что образцы к-3325, к-2745 и к-3312 не 
имеют гена Lr9 и, следовательно, имеют новые эффек-
тивные гены резистентности, перспективные для пе-
реноса в геном мягкой пшеницы. Результаты зараже-
ния этих образцов тремя независимо выделенными 
изолятами P. triticina, вирулентными к изогенной ли-
нии с геном Lr9, наоборот, позволяют предполагать на-
личие у них этого гена. В пользу этого вывода указыва-
ют ранее полученные данные о моногенном характере 
наследования резистентности к болезни у образцов 
к-3287 (Lr9) и к-3312, а также отсутствию расщепления 
по признаку в комбинациях их скрещивания между со-
бой (Kolesova, Tyryshkin, 2015).

Среди изученных шести образцов Ae. biuncialis у че-
тырех выявлен диагностический маркер гена Lr9, одна-
ко три формы поражались ржавчиной, то есть функци-
ональный аллель этого гена не может присутствовать 
у них. 

Достаточно резкие отличия результатов молеку-
лярного маркирования и фитопатологического теста, 
очевидно, указывают на высокую частоту ошибочного 
постулирования эффективных генов резистентности 
к листовой ржавчине у образцов рода Aegilops с помо-
щью первого метода. 

Таким образом, мы считаем, что использование 
только анализа наличия / отсутствия продуктов ам-
плификации с конкретными праймерами не может 
надежно определять наличие или отсутствие эффек-
тивных генов устойчивости у образцов диких родичей 
пшеницы. Более надежные результаты могут быть по-
лучены с помощью фитопатологического теста, кото-
рые по возможности должны подкрепляться и гибри-
дологическим анализом.

Заключение

Метод ДНК-маркеров широко используется в нашей 
стране для идентификации генов устойчивости пше-
ницы и ее родичей к листовой ржавчине. Однако нами 
показаны значительные различия в постулировании 
эффективных генов резистентности Lr9 и Lr41 у образ-
цов Aegilops при использовании фитопатологического 
теста и ДНК-маркирования. Очевидно, результаты по-
следнего метода не могут рассматриваться как надеж-
ное доказательство присутствия / отсутствия кон-
кретных аллелей генов устойчивости у родичей пше-
ницы. 
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Работа выполнена в рамках государственного зада-
ния согласно тематическому плану ВИР по проекту 
№ 0662-2019-0006 «Поиск, поддержание жизнеспособно-
сти и раскрытие потенциала наследственной изменчи-
вости мировой коллекции зерновых и крупяных культур 
ВИР для развития оптимизированного генбанка и рацио-
нального использования в селекции и растениеводстве».

The research was performed within the framework of the 
State Task according to the theme plan of VIR, Project 
No. 0662-2019-0006 “Search For and Viability Maintenance, 
and Disclosing the Potential of Hereditary Variation in the 
Global Collection of Cereal and Groat Crops at VIR for the De-
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