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ВВедение

Рис является одной из трех важнейших продовольственных культур. По 
данным Департамента сельского хозяйства США (World Agricultural Supply 
and Demand Estimates, September 10, 2010), за 2009/10 год валовой сбор 
риса в мире составил 441,15 миллионов тон.

Получение чистосортных семян — залог качественного семеноводства. 
Для их получения разработана специальная система семеноводства, позволя-
ющая эффективно бороться с сортовыми примесями. 

Согласно ограничительным нормам для заготавливаемого риса по ГОСТ 
6293-90, примесь красных зерен должна составлять не более 2,0 % для зерна 
высшего класса, 5,0 % — первого класса, 10 % — второго класса и 15 % — 
третьего (п. 2.2).

В последнее время, высокую актуальность приобрела проблема красно-
зерных форм, особенно так называемых фенокопий районированных сортов 
риса в производственных и семеноводческих посевах, которые не обнаружи-
ваются при сортовых прополках. Данные, полученные отделом семеноводства 
и семеноведения ВНИИ риса, показывают, что каждый процент краснозер-
ной примеси снижает урожай партии семян на 1,5–2,3 % (Апрод А. И. и др., 
1986).

Обычно краснозерный рис характеризуется повышенной осыпаемостью и 
наличием периода покоя. Несмотря на то, что рис — самоопыляемая культу-
ра, краснозерный рис легко скрещивается с районированными белозерными 
сортами, что делает применение устойчивых к гербицидам трансгенных бело-
зерных сортов непрактичным.

Таким образом, ранняя диагностика краснозерных форм (до стадии вы-
метывания метелки) в системе первичного семеноводства риса — задача 
первостепенной важности, решение которой напрямую влияет на качество 
производимых семян риса. Необходимую для решения проблемы красно-
зерности информацию можно получить, используя методы молекулярного 
маркирования. 

Общепринята точка зрения, что красная и красно-коричневая окраска 
зерновки определяется по крайней мере двумя парами локусов, местополо-
жение которых, как и группы сцепления, установлены (Nagao and Takahashi, 
1962). Было показано, что ген Rc обеспечивает красновато-коричневую ок-
раску всей поверхности зерновки, а ген Rd кодирует красновато-коричневую 
пятнистость на красно-буром фоне, если он экспрессируется совместно с ге-
ном Rc. Ген Rd не способен вызывать окраску самостоятельно. Комбинации 
разных аллелей этих локусов экспрессируются по-разному:

Rc+ Rd– — красновато-коричневая окраска всей зерновки;
Rc+ Rd+ — красновато-коричневые пятна на красно-буром фоне; 
Rc– Rd+ — неокрашенный перикарп.
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во всех зонах рисосеяния  `

краснозерные формы риса 
являются злейшими засорителями 
полей. ранняя диагностика 
краснозерных форм в системе 
первичного семеноводства риса — 
задача первостепенной важности, 
решение которой напрямую влияет 
на качество производимых семян 
культуры риса. красная и красно-
коричневая окраска перикарпа 
зерновки определяется, по крайней 
мере, двумя локусами: Rc и Rd, 
если последний экспрессируется 
совместно с геном Rc. в работе был 
создан и апробирован на сортах 
риса, контрастных по изучаемому 
признаку, внутригенный 
кодоминантный молекулярный 
маркер гена Rc. Была показана 
его эффективность при скрининге 
1142 семей риса по 120 растений 
в каждой.   

ключевые слова ` : краснозерный 
рис; ген Rс; молекулярный маркер; 
ПЦР; электрофорез.

Генетика ПоПуляЦий и ЭВолюЦия



ГЕНЕТИКА ПОПуЛЯцИй И ЭВОЛЮцИЯ

` экологическая генетика     ТОМ IX   № 3   2011 ISSN 1811–0932

58

Гены Rc и Rd относят к структурным генам, влияющим 
на окраску зерна риса. Также, к структурным генам отно-
сят гены C (хромоген) и A (активатор). C-локус отвечает 
за синтез антоцианидина и состоит из аллельной серии 
СB, CBr, C

+
 (нуль аллель), а A-локус активирует C-ген, 

необходимый для синтеза проантоцианидина и, в свою 
очередь, состоит из аллельной серии AS, AE, A, A+ (нуль 
аллель).

Как было опубликовано Kondo (1961) и Takahashi 
(1972), Rc-локус, возможно, состоит из мультиаллель-
ной серии. Takahashi M., Mori T., Kinoshita и другие 
(1972) распределили эти аллели по интенсивности про-
явления окраски:

Rc > Rcs > Rc+.
Установлено, что Rc аллели белозерного риса от-

личны от Rc аллели риса с коричневым, красным и ро-
зовым фенотипами делецией в 14-й паре нуклеотидов 
ACGCGAAAAGTCGG, что на мРНК соответствует пози-
ции 1408–1421 пар оснований. Данная делеция приво-
дит к сдвигу рамки считывания (Sweeney et al., 2006).

В 2007 году Brooks с соавторами идентифицировал еще 
одну аллель гена Rc — Rc-g. Данная аллель появилась в 
результате природной точковой мутации в аллели rc (при-
водящей к белой окраске перикарпа) у сорта Wells. Мута-
ция приводит к восстановлению рамки считывания гена, в 
результате чего становится возможным синтез нормаль-
ного фермента, контролирующего образование проанто-
цианидина, что в конечном итоге выражается в красной 

окраске семян, как у дикого типа растений. Посредством 
секвенирования Rc локуса краснозерного мутанта сорта 
Wells и анализа групп сцепления в сегрегирующей попу-
ляции, было показано, что новая мутантная аллель Rc-g 
доминантна и отличается от rc аллели сорта Wells делеци-
ей одного нуклеотида «G» в позиции 1388 на мРНК.

Полиморфизм кодирующих последовательностей 
различных аллелей гена Rc показан в таблице 1. Таблица 
составлена по объединенным данным M. T. Sweeney et al. 
и S. A. Brooks et al.

Аллели Rc и Rcs по-разному взаимодействуют с геном 
Rd, несмотря на то, что они расположены в одном локу-
се. Подобные случаи известны и у других видов растений. 
Например, различие взаимодействий аллелей гена dt с 
геном Al определяют типы окраски алейронового слоя у 
кукурузы (Kato, Ishikawa, 1921).

цель иССледоВания 

Ввиду высокой актуальности проблемы засоренности 
производственных посевов риса краснозерными форма-
ми для ее решения необходим комплексный научно-про-
изводственный подход, который предполагает глубокое 
знание генетических причин возникновения краснозер-
ности. Особое значение здесь приобретает технология 
молекулярного маркирования. 

Разработка методики идентификации гена окрас-
ки перикарпа Rc, позволит проводить массовый скри-

коричневый белый красный красный розовый фенотип

japonica indica indica O. rufipogon indica подвид/вид

Позиция 
нуклеотида 
на мРНК

H75 Wells Red Wells O. rufipogon Sujamkuhi название

Rc rc Rc-g Rc Rc-s аллель

21 T T T A A

96 G G G T G

324 T T T G G

660 A A A A G

897 A A A G G

1191 G G G A A

1353 С С С С A

1388 G G делеция G G

1408–1421
ACGC-

GAAAAGTCGG
делеция делеция

ACGC-
GAAAAGTCGG

ACGC-
GAAAAGTCGG

1833–1844 делеция делеция делеция (cgg)x4 (cgg)x2

1923 T T T C C

1962 T T T C C

1982–1987 AAATGC AAATGC AAATGC делеция делеция

* Функциональный полиморфизм выделен серым цветом.

Таблица 1 
различия между кодирующими последовательностями аллелей гена Rc*
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нинг генетической плазмы на любом этапе селекци-
онно-семеноводческой программы, от планирования 
комбинаций скрещивания до первичных звеньев се-
меноводства. 

В нашем исследовании были поставлены следующие 
задачи: 

создать молекулярный маркер к гену окраски пери-• 
карпа риса Rc, который позволит выявлять наличие 
гена Rc у растений на самых ранних стадиях онтогене-
за, до непосредственного фенотипического проявле-
ния признака, и, тем самым, элиминировать нежела-
тельные генотипы из дальнейшего размножения;
определить порог чувствительности созданных ал-• 
лельспецифичных праймеров к гену Rс при различ-
ном соотношении образцов ДНК красно- и белозер-
ного риса в одной пробирке.

материалы и методы

Растительный материал
Апробация созданного молекулярного маркера к гену 

Rc красной окраски перикарпа риса проводилась на кон-
трастных по изучаемому признаку сортах риса: красно-
зерных (RcRc) — Рубин, Карат, белозерных (rcrc) — 
Хазар, Талисман, Снежинка из коллекции ВНИИ риса; а 
также на белозерных сортах и их так называемых крас-
нозерных «фенокопиях» — Павловский, Спринт, Вик-
тория, Соната, Привольный, Кубань-3. Все образцы яв-
ляются материалом рабочей коллекции и предоставлены 
лабораторией исходного материала ВНИИ риса. 

Для выделения ДНК использовали бесхлорофилль-
ные семидневные проростки, получаемые путем инкуба-
ции на увлажненной фильтровальной бумаге в темноте, 
при температуре 25–27 °С.

Полевой эксперимент
Проводился на материале, взятом из питомника ис-

пытания потомств первого года лаборатории семено-
водства и семеноведения ВНИИ риса: 390 семей сорта 
Атлант, 98 семей сорта Ренар и 654 семей сорта Флаг-
ман, итого — 1142 семей по 120 растений в каждой, т. е. 
всего 137 040 растений.

Метод посева в делянке — однорядковый, с шириной 
междурядья 30 см. Длина делянки 333 см, норма высева — 
120 всхожих семян на метр квадратный, что соответствует 
одному ряду растений. Под «семьей» понимается потомс-
тво одного растения; каждая семья состоит из 120 расте-
ний, выросших из семян, собранных с одной метелки. Каж-
дая семья соответствует одному ряду в делянке.

Для выделения ДНК при полевом эксперименте в 
одну пробирку отбирали по кусочку листа одинакового 
размера (0,5 см длиной) со всех растений в пределах се-
мьи (рядка). Таким образом, выделение ДНК и последу-
ющие этапы ПЦР проводились в группах по 120 расте-
ний (семья в ПИП1). 

Выделение ДНК
Экстракцию ДНК проводили, используя СТАВ-ме-

тод (Murray M. G., Thompson W. F., 1980) по следую-
щей схеме.

Образцы вносили в микропробирки и растирали с 
прогретым до 60 °С 2 × СТАВ буфером, содержащим 2 % 
СТАВ (цетилтриметиламмоний бромид), 1,4М хлористо-
го натрия, 0,1М трис-гидрохлорид, 20мМ ЭДТА (этилен-
диаминотетраацетат). При этом соблюдали соотношение 
500 мкл буфера на 0,1 г ткани. Образцы инкубировали 
4 часа при 60 °С, после чего вносили равный объем хло-
роформа и инкубировали при перемешивании в течение 
20 минут. На следующем этапе образцы центрифугиро-
вали 10 минут при 5 тыс. об/мин, отбирали супернатант 
и добавляли к нему 0,2 V 5 × СТАВ буфера, содержащего 
5 % СТАВ и 350мМ ЭДТА, и инкубировали 10 минут при 
60 °С. После инкубации в пробирки с образцами вноси-
ли равный объем хлороформа и инкубировали при пере-
мешивании 20 минут, центрифугировали 10 минут при 5 
тыс. об/мин, отбирали верхнюю фазу, в чистую пробир-
ку, добавляли равный объем буфера для преципитации 
(1 % СТАВ, 50мМ Трис-HCI, 10мМ ЭДТА) и оставляли 
на ночь при комнатной температуре. После преципита-
ции ДНК осадок растворяли в 500 мкл солевого буфе-
ра (1М NaCI, 10мМ Трис-HCI, 1мМ ЭДТА), добавляли 
1 мл этилового спирта (96 %) и инкубировали при ком-
натной температуре 2–3 часа. По истечении этого вре-
мени, центрифугировали образцы 10 минут при 13 тыс. 
об/мин после чего осадок промывали 70 % этиловым 
спиртом, высушивали и растворяли в 50мкл стерильной 
дистиллированной воды.

Концентрацию выделенной ДНК определяли спек-
трофотометрически на спектрофотометре UV-2550PC 
производства Shimadzu (Япония) по стандартной ме-
тодике (Маниатис и др., 1984), а также методом разве-
дений полученных препаратов с последующим их элек-
трофорезом в 2 % агарозном геле, содержащем 1 мкг/
мл бромистого этидия и визуализацией в ультрафиолете. 
При этом исходили из того, что порог чувствительности 
бромистого этидия в агарозных гелях составляет 10 нг 
ДНК (Остерман Л. А., 1981).

Полимеразная цепная реакция
ПЦР проводилась наборами для проведения ПЦР 

(компания Сибэнзим, г. Москва, Россия) в реакционном 
объеме 25 мкл. Параметры ПЦР смеси: в 25 мкл сме-
си содержится 0,8 мкг геномной ДНК, IХ ПЦР буфер 
(20мМ Трис-HCl, pH 8,4; 50мМ KCl), 0,1мM каждого 
dNTP (дезоксинуклеотидтрифосфат) и 1 ед. Taq-поли-
меразы (1,5 ед. Taq-полимеразы в опыте с разведения-
ми ДНК). ПЦР проводилась при следующих условиях: 4 
минуты при 94 °С, далее 30 циклов (35 циклов в опыте с 
разведениями ДНК) (30 сек — 94 °С, 30 сек — T °С, 30 
сек — 72 °С), далее 8 мин — 72 °С. Где T=62 °C при ис-
пользовании обеих праймерных пар и 58 °C при исполь-
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зовании одной праймерной пары в опыте с разведениями 
ДНК. 

Амплификация была проведена в амплификаторе 
Терцик производства НПО ДНК-технологии, Россия.

Нуклеотидные последовательности
В таблице 2 приведены нуклеотидные последователь-

ности, использованные для разработки и дизайна прай-
меров при создании внутригенного ДНК-маркера к гену 
Rc окраски перикарпа краснозерного риса, взятые из 
базы данных www.ncbi.nih.gov.

Затем было проведено сравнение полученных нук-
леотидных последовательностей с использованием ал-
горитма «multiple alignment» в программе CLUSTALW 
(Hall, 1999).

На наличие димеров и петель праймеры анализиро-
вались с использованием программы Vector NTI 10.3.0 
(Invitrogen, 2006) для операционной системы Windows.

Чтобы исключить возможность амплификации неспе-
цифичных зон ДНК, разрабатываемые нами праймерные 
пары были предварительно проверены в системе поиска 
BLAST базы данных www.gramene.org.

Электрофорез
Для электрофоретического разделения продук-

тов ПЦР использовали 2 % агарозный гель на основе 
0,5 × Трис-боратного буфера (0,045 М Трис, 0,045 М 
Борной кислоты, 1 мМ ЭДТА, рН=8,2). Электро-
форез проходил при напряжении 120V в течение 30 
минут в камерах для горизонтального электрофоре-
за Gel Electrophoresis Apparatus GNA-100 фирмы 
Pharmacia.

Для электрофореза использовали 12,5 мкл реакци-
онной смеси, которую смешивали с 1 мкл неденатуриру-
ющего буфера нанесения (40 % сахароза, 0,025 % бро-
мфеноловый синий, 0,025 % ксилен цианол) и наносили 
в лунки геля под слой электродного буфера. В качестве 
электродного буфера использовали также 0,5 × Трис-бо-
ратный буфер. 

После проведения электрофореза гелевые пласти-
ны помещали на 20 минут в раствор бромистого этидия 
(5 мкг/мл) и фотографировали в ультрафиолете.

Номер в базе 
данных NCBI

Длина последовательности, п. о. Вид/Подвид
Название 

сортообразца
Фенотип Аллель

DQ204735 6442
Oryza sativa 

japonica
H75 коричневый Rc

DQ204736 6429
Oryza sativa  japoni-

ca
Jefferson белый rc

DQ204737 6406 Oryza rufipogon IRGC105491 красный Rc

DQ204738 6401 Oryza sativa  indica Surjamkuhi розовый Rc-s

Таблица 1 
различия между кодирующими последовательностями аллелей гена Rc*

рис. 1. Схема отбора материала для ДНК-анализа из ПИП1
 На рисунке обозначены: ПИП1 — питомник испыта-

ний потомств первого года; семья — один рядок из 120 
растений; ДНК — выделение ДНК из всех растений 
семьи в одной пробирке; ПЦР — полимеразная цеп-
ная реакция с ДНК всех растений семьи в одной про-
бирке; эл. форез — электрофоретическое разделение 
и визуализация продуктов реакции.

Схема полевого эксперимента
На рисунке 1 изображена схема полевого экспери-

мента. Данный опыт предполагает выделение ДНК из 
всех растений каждой семьи интересующих нас сортов, 
находящихся в питомнике испытаний потомств первого 
года (ПИП1). Растения сгруппированы по 120, что со-
ответствует количеству растений в одной семье/рядке. 
Выделение ДНК, как и последующая ПЦР, происходит в 
группах из всех 120 растений в одной пробирке. Таким 
образом, ДНК всех растений одной семьи/рядка объеди-
нена в одной пробирке. Соответственно, наличие/отсутс-
твие «бэнда» на электрофореграмме будет указывать не 
на аллельное состояние целевого гена у конкретного 
растения семьи, а на наличие/отсутствие краснозерного 
растения в семье.

результаты

После выравнивания нуклеотидных последователь-
ностей аллелей Rc (красный и коричневый перикарп), 
Rc-s (розовый перикарп) и rc (неокрашенный пери-
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Название F1 R1 F2 R2
Направление синтеза прямой обратный прямой обратный

Последовательность
GCAAGTGGAACGC-

GAAAAGT
TTCCAATGT-

TCGTTAGAGGC
ACAACACT-

GACACTGAAAGG
GAAATCACCTTG-

GATGGCATCC
Длина, п. о. 20 20 20 22

Специфичность к аллели Rc/Rcs/Rc+ Rc/Rcs/Rc+/rc Rc/Rcs/Rc+/rc rc
G/C, % 50 45 45 50

Молекулярный вес 6225 6124 6129 6720
Теоретическая температура отжига, °С ** 52 50 50 55

Теоретическая температура отжига, 
учитывая стекинг-взаимодействие, °С ***

57 53 53 56

ΔH ккал/моль –160 –154 –154 –150
ΔS кал/градус моль × К –453 –440 –439 –484

* — все расчеты, представленные в таблице, были выполнены на сайте http://www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html
** — рассчитана по формуле C. W. Dieffenbach et al. (1995): Т = 4Со ×(G + C) + 2Со×(А + Т)–3, где G, C, A, T — 
количество гуанидиновых, цитозиновых, адениновых и тиминовых оснований соответственно;

*** — рассчитана по учитывающей термодинамические свойства формуле SantaLucia J Jr. (1998):  , 
где ΔH — энтальпия стэкинг-взаимодействия оснований с учетом факторов инициации спирали, ΔS — энтропия стэкинг-
взаимодействия оснований с учетом факторов инициации спирали и влияния солей на энтропию системы, R — универсальная 
газовая постоянная (1,987 кал/(моль•К))

Таблица 3 
Характеристики праймерных пар*

карп), была локализована функциональная делеция из 
14 пар оснований (п.о.) аллели rc белозерного риса — 
ACGCGAAAAGTCGG:

Так как полиморфизм аллелей гена Rc заключается не 
только в обозначенной делеции (см. табл. 1), праймеры 
должны подбираться таким образом, чтобы их область 
отжига находилась вне зон мутаций, если только они не 
были взяты в качестве критерия специфичности при вы-
боре праймеров. В противном случае следует ожидать 

ложный результат. Разрабатываемый маркер должен 
обладать высокой спецификой.

При конструировании праймеров уделялось внима-
ние тому, чтобы размер ПЦР-продуктов был приемлем 
для визуализации их в агарозных гелях, т. к. использова-
ние агарозного геля является более удобным и безопас-
ным по сравнению с акриламидным гелем, который ток-
сичен сам по себе и предполагает применение токсичных 
катализаторов полимеризации.

Учитывая все перечисленные условия, были подобра-
ны подходящие участки ДНК, на которые можно произво-
дить отжиг праймеров. Они изображены на рисунке 2.

рис. 2. Сайты отжига аллель специфичных праймеров 
 На рисунке серым цветом выделены места отжига праймеров — F2, F1, R2, R1 соответственно. Стрелками показано 

направление синтеза
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Из рисунка видно, что участки отжига праймеров 
F2 и R1 не полиморфны, в то время как участок отжига 
праймера R2 затрагивает делецию аллели rc белозерного 
риса, а F1 — не полиморфен лишь среди окрашенных 
фенотипов.

Затем были сконструированы две праймерные пары:
1) F1 — GCAAGTGGAACGCGAAAAGT;
2) R1 — TTCCAATGTTCGTTAGAGGC;
3) F2 — ACAACACTGACACTGAAAGG;
4) R2 — GAAATCACCTTGGATGGCATCC.

Полученные праймеры были проверены на отсутс-
твие комплементарности между 3'-концами, чтобы ис-
ключить образование праймер-димеров, и отсутствие 
внутренних вторичных структур (шпилек). Из таблицы 3 
видно, что полученные праймеры имеют в своем составе 
от 45 % до 50 % гуанидина/цитозина и близкие темпера-
туры отжига. Созданные праймеры удовлетворяют всем 
требованиям, предъявляемым к праймерным парам, не-
обходимым для их эффективной работы.

На рисунке 3 показан принцип работы маркера к гену 
Rc. Два праймера являются аллельспецифичными, а два 
других — нет.

Из рисунка видно, что в первой паре праймеров — 
прямом (Forward) и обратном (Reverse), F1 и R1 соот-
ветственно, праймер F1 — специфичен аллелям Rc/
Rcs/Rc+ коричневого/красного/розового риса, так 
как в данной точке посадки праймера эти три аллели не 
проявляют полиморфизма между собой. Но F1 не мо-
жет отжигаться на аллели rc белозерного риса, так как 
большая часть F1, а именно 11 пар оснований из 20 — 
ACGCGAAAAGT, попадает на зону делеции в 14 пар ос-
нований. В тоже время, R1 может отжигаться как на ДНК 
краснозерного, так и белозерного риса, то есть праймер 
отжигается на участке, где полиморфизма между всеми 
четырьмя аллелями гена Rc не выявлено.

Во второй паре, F2 и R2, — F2 не является аллель-
специфичным и может отжигаться на всех четырех алле-
лях гена Rc — белозерных и краснозерных формах риса. 
R2 является специфичным аллели rc белозерного риса 
в полиморфном участке (делеция 14 пар оснований у rc 
аллели) между rc и Rc/Rcs/Rc+ аллелями, то есть R2 не 
отожжется на аллелях Rc/Rcs/Rc+.

Варианты прохождения ПЦР и ожидаемые длины 
продуктов реакции описаны в таблице 4.

ДНК краснозерных форм риса 
(гомозиготы по локусу Rc, Rcs или 

Rc+)

ДНК белозерных форм риса 
(гомозиготы по локусу rc)

ДНК краснозерного гетерозиготного 
растения (Rcrc) либо смесь ДНК 
красно- и белозерных образцов

F
1 

R
1 

+
 F

2 
R

2 Амплифицируется участок доминантной 
аллели гена Rc длиной 422 п. о.; 

праймер R2 участвовать в реакции не 
будет, т. к. отсутствует его сайт отжига, 

соответственно, количество копий 
участка F2–F1 (см. рисунок 3) будет 

мизерным

Амплифицируется участок рецессивной 
аллели гена rc длиной 790 п. о.; 

праймер F1 участвовать в реакции не 
будет, т. к. отсутствует его сайт отжига, 

соответственно, количество копий 
участка R1–R2 (см. рисунок 3) будет 

мизерным

Амплифицируются участки и 
доминантной аллели гена Rc (длина 
продукта 422 п. о.) и рецессивной 

(длина продукта 790 п. о.)

F
1 

R
1 Амплифицируется участок доминантной 

аллели гена Rc длиной 422 п. о.
Амплификации не произойдет, т. к. 

отсутствует сайт отжига праймера F1

Амплифицирован будет только участок 
доминантной аллели гена Rc длиной 

422 п. о.

F
2 

R
2 Амплификации не произойдет, т. к. 

отсутствует сайт отжига праймера R2

Амплифицируется участок 
рецессивной аллели гена rc длиной 

790 п. о.

Амплифицируется участок 
рецессивной аллели гена rc длиной 

790 п. о.

Таблица 4 
варианты прохождения пцр при различных комбинациях праймерных пар и Днк образцов

рис. 3. Принцип работы аллельспецифичных кодоминантных праймеров к гену Rc
 На рисунке аллели Rc/Rcs/Rc+ изображены как одна и обозначены Red, а под обозначением White принята аллель rc. Циф-

ры, изображённые чёрным, показывают длину искомого фрагмента — пар оснований (п. о.), а цифры серым — расстояние 
от F2 до R2 на обеих аллелях. Жирным пунктиром показана делеция в 14 п. о., тонким пунктиром — участки, идентичные 
между аллелями. Стрелками — направление синтеза
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Из таблицы видно, что в случае постановки ПЦР с 
обеими праймерными парами (F1 R1 и F2 R2) и с ДНК 
краснозерного гетерозиготного растения (Rcrc) либо 
смесь ДНК красно- и белозерных образцов (что воз-
можно при полевом опыте) образуется два продукта ре-
акции разной длины, которые будут визуализироваться 
в виде двух «бэндов» на агарозном геле. Таким образом, 
созданный маркер носит кодоминантный характер на-
следования. Во всех остальных случаях образуется один 
продукт реакции и один «бэнд» на электрофореграмме.

Температура отжига каждого праймера была рассчи-
тана по стандартным формулам. В реакционной смеси мы 
использовали смесь праймеров, поэтому окончательная 
температура отжига праймеров была подобрана нами 
эмпирически. 

Реакционная смесь включала в себя обе праймерные 
пары F1R1 F2R2 и ДНК сортов Карат (краснозерный) и Ха-
зар (белозерный), смешанные в равной пропорции. Таким 
образом, мы смоделировали ситуацию, в которой в качестве 
образца берется ДНК гетерозиготного по гену Rc растения 
(Rcrc). Первоначально при постановке ПЦР были проверены 
три различные температуры отжига праймеров: 55 °С, 60 °С 
и 65 °С. При температуре 55 °C наблюдалось присутствие 
большого количества неспецифически амплифицированных 
фрагментов; при 65 °С — практически нет неспецифики, но 
«бэнды» недостаточно четки. Наиболее эффективно ампли-
фикация проходила при температуре 60 °С, хотя и наблюда-
лось некоторое наличие неспецифики. 

С целью максимально уменьшить амплификацию 
неспецифических фрагментов, дополнительно были ап-

робированы следующие температуры отжига — 58 °С, 
60 °С, 62 °С и 64 °С. Оптимальная температура отжига, 
обеспечивающая высокий выход амплифицированного 
продукта наряду с минимальным количеством неспеци-
фики, составила 62 °С, что показано на рисунке 4. Эта же 
температура оказалась оптимальной и для реакционных 
смесей, содержащих ДНК только белозерных и только 
краснозерных сортов наряду с праймерными парами F1 
R1 и F2 R2.

Была проведена проверка эффективности созданного 
молекулярного маркера на отечественных сортообразцах 
риса, контрастных по изучаемому признаку. Результаты 
представлены на рисунке 5.

Из рисунка видно, что созданный маркер позволяет 
четко различать аллельные состояния гена Rc — до-
минантное (краснозерность) и рецессивное (белозер-
ность).

Таким образом, эффективность маркера была прове-
рена на 9 образцах белозерного риса и 8 краснозерного. 
Результаты представлены в таблице 5.

Из таблицы видно, что все изученные сортообразцы, 
входящие в коллекцию ВНИИ риса, являются гомозиго-
тами по гену окраски перикарпа Rc.

После того, как мы подобрали оптимальные усло-
вия для амплификации с помощью полученных прай-
меров доминантной и рецессивной аллелей гена Rc 
было решено определить порог чувствительности раз-
рабатываемой методики для выявления минимальной 
примеси доминантной аллели в пробе. Для этого было 
решено поставить ПЦР с различным соотношением 
ДНК-образцов красно- и белозерного риса и с различ-
ными комбинациями праймерных пар в реакционной 
смеси.

Для экстракции ДНК брали по 0,15 г биомассы бес-
хлорофилльных семидневных проростков белозерного 
сорта Павловский и краснозерного Карат. Концентрация 
выделенной ДНК составила 800 мкг/мл в обеих пробах. 
После этого ДНК сорта Карат разводили деионизиро-
ванной водой в 50, 100, 200, 500 и 1000 раз. Затем не-
разбавленная ДНК сорта Павловский и разбавленная 
ДНК сорта Карат смешивались 1 : 1, в результате чего 
получалось соотношение ДНК краснозерного риса к бе-
лозерному 1 : 50, 1 : 100, 1 : 200, 1 : 500, 1 : 1000. 

Размер ядерного гаплоидного генома риса, на при-
мере O. sativa ssp. japonica cv. Nipponbare, составля-
ет 388,82 миллиона пар нуклеотидов (International Rice 
Genome Sequencing Project, 2005), соответственно, от-
носительная молекулярная масса генома риса составля-
ет примерно 4,19027*10–4 нг, т. е. 1 нг весят примерно 
2386 молекул ДНК.

Таким образом, в матрице, которая бралась для пос-
тановки ПЦР в количестве 1 мкл, содержалось:

в первом варианте — 400 нг ДНК белозерного риса и • 
8 нг ДНК краснозерного риса (примерно 1 млн. копий 
генома к 20 тыс. копий генома);

рис. 4. Электрофоретическое разделение продуктов амплифи-
кации праймерами F1 R1 и F2 R2, полученных с исполь-
зованием различных температур отжига

 На рисунке цифрами 400 и 800 обозначены фрагменты 
маркера молекулярного веса, соответствующие 400 и 800 
парам оснований; в качестве матрицы использовалась 
смесь ДНК сортов Карат и Хазар в равной пропорции
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во втором — 400 нг ДНК белозерного риса + 4 нг • 
ДНК краснозерного риса (примерно 1 млн. копий ге-
нома к 10 тыс. копий генома);
в третьем — 400 нг ДНК белозерного риса + 2 нг • 
ДНК краснозерного риса (примерно 1 млн. копий ге-
нома к 5 тыс. копий генома);
в четвертом — 400 нг ДНК белозерного риса + 0,8 • 
нг ДНК краснозерного риса (примерно 1 млн. копий 
генома к 2 тыс. копий генома);
в пятом — 400 нг ДНК белозерного риса + 0,4 нг • 
ДНК краснозерного риса (примерно 1 млн. копий ге-
нома к 1 тыс. копий генома).

Образец Фенотип
Аллель

Rc/Rcs/Rc+ rc
Виктория белый – +

Виктория-Red красный + –
Карат красный + –

Кубань-3 белый – +
Кубань-3-Red красный + –
Павловский белый – +

Павловский-Red красный + –
Привольный белый – +

Привольный-Red красный + –
Рубин красный + –

Снежинка белый – +
Соната белый – +

Соната-Red красный + –
Спринт белый – +

Спринт-Red красный + –
Талисман белый – +

Хазар белый – +

Таблица 5 
проверка эффективности внутригенного маркера гена Rc на сортообразцах внии риса

рис. 5. Аллельные различия гена Rc у краснозерных и белозер-
ных сортообразцов риса

 На рисунке цифрами обозначены: 1 — Карат, 2 — Рубин, 
4 — Павловский-Red, 6 — Спринт-Red, 8 — Приволь-
ный-Red (краснозерные); 3 — Хазар, 5 — Павловский, 
7 — Спринт (белозёрные). Латинскими буквами «MW» 
обозначен маркер молекулярного веса. Фрагмент, на ко-
торый указывает стрелка, соответствует 800 п. о.

При постановке ПЦР с разведениями ДНК в присутс-
твии обеих пар праймеров F1 R1 и F2 R2 — к доминант-
ной и рецессивной аллели гена — и температуре отжига, 
подобранной ранее (62 °С), участок доминантной аллели 
гена Rc четко визуализировался лишь на дорожке геля, 
в которой находился контроль (в реакционной смеси 
неразбавленная ДНК краснозерного сорта Карат). Как 
изображено на рисунке 6, также присутствовал едва за-
метный «бэнд», соответствующий участку доминантной 
аллели в разведении Карат/Павловский 1 : 50. Во всех 
остальных случаях доминантная аллель не идентифици-
ровалась. Рецессивная аллель четче всего визуализиро-
валась на дорожке с контролем (неразбавленная ДНК 
сорта Павловский), в разведениях присутствовал доста-
точно яркий целевой «бэнд», но наблюдалось некоторое 
количество неспецифически амплифицированных фраг-
ментов, несколько тяжелее целевого «бэнда».

Данный эксперимент был повторен при температурах 
60 °С и 64 °С. В первом случае увеличивалось количест-
во неспецифики, во втором — доминантная аллель визу-
ализировалась исключительно на дорожке контроля.

С целью поиска оптимальных условий для идентифи-
кации доминантной аллели гена Rc при различных раз-
ведениях, было решено поставить ПЦР, используя при 
этом одну пару праймеров F1 R1, идентифицирующих 
доминантную аллель гена Rc, при температуре 62 °С.

В этом случае наиболее четко визуализировался «бэнд» 
на дорожке положительного контроля, но также были раз-
личимы «бэнды» доминантной аллели в разбавлениях в 50 
и 100 раз. Яркость последнего была не достаточна. 

В связи с тем, что с уменьшением температуры от-
жига праймеров специфичность реакции уменьшается, 
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но праймерам легче «найти» комплиментарное место от-
жига, было решено произвести поиск минимальной тем-
пературы, при которой будет сохраняться специфичность 
реакции при максимальной разрешающей способности 
метода. Эксперимент повторили при следующих темпера-
турах отжига праймеров — 60 °С, 58 °С и 56 °С, увеличив 
при этом и количество циклов реакции с 30 до 35.

При температуре отжига 60 °С наряду с контролем 
четко визуализировались «бэнды» доминантной аллели 
в разбавлениях в 50 и 100 раз. Появился «бэнд» аллели 
в разбавлении в 200 раз, но он визуализировался очень 
плохо. Его четкость стала приемлемой при понижении 
температуры до 58 °С. При температуре отжига 56 °С по-
являлось значительное количество неспецифически амп-
лифицированных фрагментов на всех дорожках.

Таким образом, оптимальная температура отжига 
праймеров F1 R1 при выявлении доминантных аллелей 
гена Rc в разбавлениях вплоть до 200 раз при 35 циклах 
ПЦР составила 58 °С, что показано на рисунке 7.

Из рисунка видно, что при соотношении ДНК крас-
нозерного риса к ДНК белозерного вплоть до 1 : 200 
ПЦР-продукт четко визуализировался в виде различимо-
го «бэнда» на агарозном геле. При разведении 1 : 500 с 
уверенностью о наличии «бэнда» сказать уже сложно, а 
при разведении 1 : 1000 — он явно отсутствует. 

Таким образом, разработанный маркер способен точ-
но выявить одно краснозерное растение в группе из 200 
образцов.

В результате полевого опыта, проведенного в питом-
нике испытания потомств первого года (ПИП1) сортов 
Атлант, Ренар и Флагман, ни в одной из изученных се-
мей не было обнаружено доминантной аллели гена Rc. 
Результаты проверки восемнадцати семей сорта Ренар 
представлены на рисунке 8.

рис. 6. Определение чувствительность праймеров F1 R1 и F2 R2 
при идентификации доминантной аллели гена Rc в смеси 
ДНК контрастных по изучаемому признаку сортов риса.

 На рисунке цифрами обозначены: 1 — контроль — 
красный сорт Карат; 2 — Карат/Павловский (белый) 
1:50; 3 — Карат/Павловский 1:100; 4 — Карат/Пав-
ловский 1:200; 5 — Карат/Павловский 1:500; 6 — Ка-
рат/Павловский 1:1000; 7 — контроль — Павловский. 
Фрагменты маркера молекулярного веса размером 400 и 
800 п. о. обозначены соответствующими цифрами

рис. 7. Определение чувствительности праймеров F1 R1 при 
температуре отжига 58 °С для идентификации доминант-
ной аллели гена Rc в смеси ДНК контрастных по изучае-
мому признаку сортов риса

 На рисунке цифрами обозначены: 1 — контроль — 
красный сорт Карат; 2 — Карат/Павловский (белый) 
1:50; 3 — Карат/Павловский 1:100; 4 — Карат/Пав-
ловский 1:200; 5 — Карат/Павловский 1:500; 6 — 
Карат/Павловский 1:1000; 7 — контроль — Павлов-
ский

рис. 8. Электрофоретическое разделение продуктов амплифика-
ции праймеров F1 R1 при ДНК анализе растений сорта 
Ренар из ПИП1.

 Буквой «К» обозначен положительный контроль — сорт 
Карат, цифрами от 1 до 18 — семьи сорта Ренар
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обСуждение результатоВ

Нами разработан кодоминантный маркер, позволяю-
щий, начиная с ранних стадий развития растения, выяв-
лять его генотип в отношении аллелей гена Rc.

Созданная в данной работе маркерная система может 
работать при использовании как обеих пар праймеров, 
так и при использовании каждой пары в отдельности. 
Критерием выбора праймеров являются задачи анализа. 

Если необходимо провести анализ каких-то опреде-
ленных растений, например, при планировании комбина-
ций скрещивания или отборе гомозиготных растений по 
признаку краснозерности, целесообразно использовать 
обе пары праймеров. Это позволит, в случае обнаруже-
ния гена окраски перикарпа, определить и его аллельное 
состояние. 

Если необходимо провести скрининг большого ко-
личества растений с целью выявить в группе красно-
зерное, например, в питомниках первичных звеньев 
семеноводства, где информация об аллельном состо-
янии изучаемого гена не будет важна, целесообразней 
использовать только праймерную пару F1 R1. В этом 
случае, при постановке ПЦР с ДНК группы растений, 
в которой белозерные растения будут количественно в 
десятки раз доминировать над краснозерными, можно 
предположить, что визуализация продуктов реакции не 
будет затруднена вследствие численного превосходства 
ампликонов праймеров F2 R2, которое возникает при 
использовании обеих праймерных пар. К тому же, ис-
пользование только пары праймеров F1 R1 упростит 
интерпретацию результатов, т. к. критичным будет яв-
ляться наличие/отсутствие «бэнда» на электрофоре-
грамме, а не его локализация.

В соответствии с ГОСТ Р 52325-2005, в посевах 
оригинальных и элитных семян риса не допускаются 
краснозерные формы. В репродукционных и репродук-
ционных товарных семенах примесь таких форм риса 
не должна превышать соответственно 0,5 % и 1,0 % 
(п. 4.2.5).

В условиях производственных посевов риса массовый 
ПЦР-анализ не представляется возможным и целесооб-
разным. С другой стороны, произвести отбор образцов 
с каждого растения в пределах отдельной делянки, если 
дело касается, например, питомника испытания по-
томств, вполне возможно. Соответственно, предлагаемая 
нами методика предполагает выделение ДНК из общей 
биомассы отобранных листьев (в онтогенезе растения — 
стадия второго-третьего настоящего листа) всей семьи с 
последующей постановкой ПЦР и электрофореза.

В случае обнаружения гена краснозерности в иссле-
дуемой группе (семье) растений эта группа полностью 
элиминируется из питомника испытания потомств пер-
вого года (ПИП1). Если же необходимо точно идентифи-
цировать краснозерное растение, проводится ПЦР-ана-
лиз каждого растения делянки.

Опыты со смешиванием ДНК краснозерных и бело-
зерных форм риса в различных пропорциях показали, 
что разработанная методика выявления краснозерных 
форм в посевах риса до выметывания метелок способна 
обнаружить одно краснозерное растение, несущее доми-
нантную аллель гена краснозерности Rc, из двухсот бе-
лозерных, что соответствует краснозерной примеси рав-
ной 0,5 %. Данный процент примеси, согласно ГОСТ Р 
52325-2005, является максимально допустимым в реп-
родукционных семенах.

Проведенное исследование способствует повыше-
нию эффективности процесса первичного семеноводства 
риса, так как созданный молекулярный маркер поможет 
упростить и ускорить скрининг генетической плазмы на 
наличие гена краснозерности риса Rc на любом этапе се-
лекционно-семеноводческой работы и, тем самым эли-
минировать нежелательные генотипы из дальнейшего 
размножения. Так же, использование созданного марке-
ра может быть полезным при планировании комбинаций 
скрещивания или отборе гомозиготных растений по при-
знаку краснозерности.
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dEvEloPmENt oF molEcular marKEr For aSSESSmENt 
oF INtraSPEcIFIc PolymorPhISm oF RC GENE  
coNdItIoNING rEd PErIcarP IN rIcE ORYZA SATIVA L. 

Tokmakov S. V., Mukhina Zh. M., Bogomaz D. I., Matveeva T. V.

Summary ` : red rice is the worst field weed in all rice-cultivation 

areas. Early diagnosis of red rice in primary seed breeding program 

is an overriding task, which solution directly influences the quality of 

the rice seeds. red and red-brown colors of pericarp are determined 

by two loci at least: Rc and Rd, expressing in conjunction with the 

Rc gene. In this study we have developed an intragenic codominant 

molecular marker for the Rc gene and tested it with contrasting as to 

the seed colour rice varieties examined feature. the efficacy of the 

marker has been shown for 1142 families of rice, each sample con-

taining 120 plants. 

K ` Ey wordS: red rice; Rc gene; molecular marker; PCR; electropho-

resis.
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