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РЕЗЮМЕ

В данной работе представлены результаты тестирования межвидовых гибри-
дов картофеля по наличию генов устойчивости к фитофторозу, золотистой кар-
тофельной нематоде, бледной картофельной нематоде и раку картофеля. Особой се-
лекционной ценностью характеризуются образцы 50-12-14, 50-12-4, 50-12-2, 143-14-1,
178-14-17, обладающие высокой насыщенностью маркерами генов устойчивости к
патогенам.
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ВВЕДЕНИЕ

Фитофтороз картофеля, вызываемый оомицетом Phytophtora infestans (Mont.) de
Bary, в Республике Беларусь по праву считается одной из наиболее вредоносных бо-
лезней картофеля. В годы с сильным поражением ботвы и клубней урожай может
снижаться на 50–80 %. Нематодные болезни (фитогельминтозы) также значительно
снижают урожайность картофеля, семенные и товарные качества клубней, резко уве-
личивают отходы картофеля при хранении [1]. Создание исходного материала и далее
на его основе сортов, обладающих высокой степенью устойчивости к патогенам, явля-
ется актуальной задачей. Ее перспективность зависит от вовлечения в селекционный
процесс диких и культурных видов картофеля, являющихся богатейшими источниками
устойчивости картофеля к болезням, вредителям и экстремальным факторам внеш-
ней среды [2–6].

Однако использование диких и культурных видов картофеля для создания исходно-
го материала приводит к затягиванию селекционного процесса. Классическая схема
селекции картофеля включает ежегодный отбор наиболее перспективных гибридов на
основе фенотипической оценки. Всесторонняя их оценка в полевых и лабораторных
условиях приводит к уменьшению изучаемого материала и отбору наиболее перспектив-
ных образцов. Продолжительность такого селекционного цикла в среднем составляет
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8–10 лет. С учетом того, что многие полученные межвидовые гибриды несут в себе ряд
отрицательных признаков, свойственных сородичам культурного картофеля (позднес-
пелость, длинные столоны, мелкие клубни, плохие кулинарные качества и др.), и необ-
ходимости их устранения путем использования насыщающих скрещиваний, создание
доноров устойчивости может затянуться на несколько селекционных циклов. Так, на
получение перспективной исходной формы, начиная с момента вовлечения образцов
диких видов в селекционный процесс, может уйти не менее 25 лет [7]. Использование
достижений молекулярной генетики при создании нового исходного материала карто-
феля позволит усовершенствовать процесс отбора перспективных образцов и сокра-
тить время их создания.

Целью наших исследований явилось тестирование на наличие ДНК-маркеров ге-
нов устойчивости к фитофторозу, нематоде, раку картофеля перспективных межвидо-
вых гибридов картофеля.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДИКА

Материалом для исследований служил 21 межвидовой гибрид, полученный
в лаборатории генетики картофеля РУП «Научно-практический центр Национальной
академии наук Беларуси по картофелеводству и плодоовощеводству». Данные образ-
цы, созданные на основе диких видов картофеля S. bulbocastanum, S. polyadenium и
S. etuberosum, обладают комплексом хозяйственно ценных признаков [8].

Выделение геномной ДНК из клубней картофеля осуществляли с помощью набо-
ров реагентов для выделения ДНК «Нуклеосорб» комплектация «С» производства
фирмы «Праймтех» (Республика Беларусь) согласно протоколу производителя. Каче-
ство полученой ДНК определяли с помощью ПЦР-реакции с праймерами BCH, являю-
щимися внутренним положительным контролем, амплифицирующимся у любых об-
разцов картофеля.

Реакцию проводили на амплификаторе Veriti (Applied Biosystems, США). Ви-
зуализацию продуктов амплификации осуществляли разделением в 2 %-м агароз-
í î ì ãåëå, î êðàøåí í î ì áðî ì èñòûì ýòèäèåì , ñ ï î ñëåäóþ ù åé ðåãèñòðàöèåé ðå-
çóëüòàòî â ñ ï î ì î ù üþ î áî ðóäî âàí èÿ ñèñòåì û ãåëüäî êóì åí òèðî âàí èÿ DOC-PRINT-VX2
(Ãåðì àí èÿ).

Äëÿ ï ðèãî òî âëåí èÿ ðåàêöèî í í î é ñì åñè î áúåì î ì 25 ì êë èñï î ëüçî âàëè ãî òî âóþ
ñì åñü äëÿ Ï ÖÐ-àí àëèçà Quick-load Taq 2X Master Mix (Î ÄÎ «Ï ðàéì òåõ»), ñî îòâåòñòâó-
þù èå ï ðàéì åðû (ï ðÿì î é è î áðàòí ûé), ì àòðèöó ÄÍ Ê è äåèî í èçèðî âàí í óþ âî äó â
êî ëè÷åñòâå, í åî áõî äèì î ì äëÿ äî âåäåí èÿ î áúåì à ñì åñè äî êî í å÷í î ãî . Â ñî ñòàâ Quick-
load Taq 2X Master Mix âõî äÿò âñå í åî áõî äèì ûå êî ì ï î í åí òû Ï ÖÐ: ÄÍ Ê ï î ëèì åðàçà,
dNTPs, Mg2+ è ðåàêöèî í í ûé áóôåð, à òàêæå êðàñèòåëè äëÿ í åï î ñðåäñòâåí í î ãî í àí å-
ñåí èÿ ðåàêöèî í í î é ñì åñè í à ãåëü ï ðè ï ðî âåäåí èè ýëåêòðî ôî ðåòè÷åñêî ãî àí àëèçà.
Èñï î ëüçî âàí í ûå â ðàáî òå ï ðàéì åðû ñèí òåçèðî âàí û â Î ÄÎ «Ï ðàéì òåõ». Äëÿ î ï ðåäå-
ëåí èÿ í àëè÷èÿ ãåí î â óñòî é÷èâî ñòè êàðòî ôåëÿ ê ôèòî ôòî ðî çó, çî ëî òèñòî é è áëåäí î é
êàðòî ôåëüí ûì í åì àòî äàì , ðàêó êàðòî ôåëÿ ì åòî äî ì ï î ëèì åðàçí î é öåï í î é ðåàêöèè
èñï î ëüçî âàëè 9 ì àðêåðî â: BLB1-820, R1, R3b, 517/1519, 1521/518, N146, N195, Gpa2-2,
NL25 (òàáë. 1).

Äëÿ î öåí êè î áðàçöî â í à í àëè÷èå ãåí î â óñòî é÷èâî ñòè êPhytophtora infestans (Mont.)
de Bary проводили молекулярное маркирование со SCAR-маркером BLB1-820, позволяю-
щим установить наличие гена Rpi-blb 1 устойчивости от дикого вида S. bulbocastanum
и SCAR-маркерами R11205 и R3b378, которые позволяют определить одноименные гены
устойчивости от S. demissum. Кроме того, наличие гена Rpi-sto1 высокой долговременной
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устойчивости к фитофторозу от дикого вида S. stoloniferum определяли при помощи
SCAR-маркеров 517/1519750 и 1521/518704.

Генами, обеспечивающими эффективную защиту от цистообразующих нематод,
являются H1 и Gpa2. Для их определения использовали SCAR-маркеры N146506и N195337
для идентификации гена H1 (Globodera rostochiensis) и STS-маркер Gpa2-2452 для опре-
деления гена Gpa2 (Globodera pallida).

Одним из основных доминантных генов иммунитета к патотипу 1 рака картофеля
является ген Sen1. Присутствие доминантной аллели данного гена может быть диагно-
стировано с помощью SCAR-маркера NL251400, созданного на основе сиквенса RFLP-
фрагмента с таким же названием.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

В результате проведенного молекулярного маркирования 21 межвидового гибрида
картофеля по наличию ДНК-маркеров генов устойчивости к фитофторозу, золотистой
картофельной нематоде, бледной картофельной нематоде и раку картофеля было ус-
тановлено, что маркер NL251400 (ген Sen1)идентифицирован у всех образцов (встреча-
емость 100 %) (табл. 2).

ДНК-маркер R3b378 (ген R3b) присутствовал у 15 изученных образцов. Его встреча-
емость составила 71,4 %.

Использованные SCAR-маркеры N146506 и N195337 на устойчивость к Globodera
rostochiensis показали частоту встречаемости 63,2 и 68,4 % соответственно (рис. 1).

Ген R1, обеспечивающий защиту картофеля от штаммов Phytophtora infestans,
относящихся к первой группе авирулентности Avr1 (А1 тип спаривания), был выявлен
у 7 межвидовых гибридов. Частота встречаемости составила 33,3 % (рис. 2).

Маркеры (517/1519750 и 1521/518704) на гены устойчивости к фитофторозу показали
низкую частоту встречаемости – 14,3 и 28,6 % соответственно. И только три образца
(14,3 %) несли в себе ген Rpi-blb 1.

Очень низкий процент встречаемости (1,1 %) отмечен для ДНК-маркера Gpa2-2452,
определяющего устойчивость к бледной картофельной нематоде (Globodera pallida).

Наибольшее количество маркеров отмечено у межвидовых гибридов 50-12-2,
50-12-4 и 50-12-14, полученных на основе соматического гибрида 503-55
(S. bulbocastanum) и сорта Манифест. Данные образцы характеризовались наличием
маркеров BLB1-820, R1, R3b (за исключением образца 50-12-2), 517/1519, 1521/518.
А также у этих гибридов отмечено наличие маркера NL251400. STS-маркер Gpa2-2452
идентифицирован только у образца 50-12-14.

Гибрид 143-14-1, полученный при скрещивании соматического гибрида 501-48
(S. bulbocastanum) с сортом Манифест, и форма 178-14-17, созданная с использовани-
ем соматического образца 0701-52 (S. polyadenium) и гибрида 8492-1, содержат гены
устойчивости к фитофторозу R1, R3b, Rpi-sto1 и ген Sen1. ДНК-маркер N195337 выяв-
лен у гибрида 143-14-1, а у формы 178-14-17 – STS-маркер Gpa2-2452.

У межвидового гибрида 61-14-9, полученного на основе дикого вида S. etuberosum
и культурного вида S. andigenum, диагностировали два маркера R11205 и 1521/518704,
отвечающих за устойчивость к фитофторозу, и один маркер NL251400 (устойчивость к
раку картофеля).

Остальные изученные образцы характеризовались наличием одного из ДНК-мар-
керов, сцепленных с генами устойчивости к фитофторозу. Это формы: 147-09-4,
147-09-9, 155-13-3, 155-13-4, 155-13-16, 178-14-8, 178-14-23, 178-14-27, 42-13-7, 42-13-38 с
маркером R3b378и 166-14-7 с маркером R11205. Кроме того, данные гибриды обладали
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Рисунок 1 – Результаты амплификации маркеров N146506, N195337, Gpa2-2452
на наличие генов устойчивости H1 и Gpa2 к нематодам

Рисунок 2 – Результаты амплификации маркера R1 на наличие
гена устойчивости R1 к фитофторозу картофеля

SCAR-маркерами N195337иN146506, определяющими устойчивость к золотистой карто-
фельной нематоде.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В результате проведенных исследований установлено, что частота выявления ДНК-
маркеров генов устойчивости к фитофторозу, раку картофеля, золотистой и бледной
картофельным нематодам была различной.

Из 21 исследованного межвидового гибрида картофеля максимальное количество
маркеров (BLB1-820, R11205, R3b378,517/1519750, 1521/518704, Gpa2-2452, NL251400) иденти-
фицировано у образца 50-12-14.

У гибрида 50-12-4 определены 6 маркеров на гены устойчивости к фитофторозу
(BLB1-820, R11205, R3b378, 517/1519750, 1521/518704) и раку картофеля (NL251400).

У образцов 50-12-2, 143-14-1, 178-14-17 обнаружено по 5 маркеров на гены устойчи-
вости к фитофторозу (BLB1-820, R11205, R3b378, 517/1519750, 1521/518704), золотистой
(N195337) и бледной (Gpa2-2452) картофельным нематодам, раку картофеля (NL251400).

У остальных изученных межвидовых гибридов присутствуют от 2 до 4 ДНК-марке-
ров на гены устойчивости к фитофторозу, раку картофеля, золотистой и бледной кар-
тофельным нематодам.



РАЗДЕЛ 2. ГЕНЕТИКА КАРТОФЕЛЯ

43

Полученные данные о наличии ДНК-маркеров генов устойчивости к фитофторо-
зу, нематодам и раку картофеля позволят более эффективно использовать межвидо-
вые гибриды в селекции картофеля.
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D. V. BASHKO, A. V. CHASHINSKIY, T. V. SEMANYUK,
I. A. MIHALKOVICH

POTATOTS INTERSPECIFIC HYBRIDS TESTING
FOR THE PRESENCE OF DNA MARKERS OF PATAGEN
RESISTANCE GENES

SUMMARY

The results of interspecific potatoes hybrids analysis to determine the presence of
resistance genes to late blight, potato cyst nematode and potato wart are presented in the
article. Hybrids 50-12-14, 50-12-4, 50-12-2, 143-14-1, 178-14-17 are the most valuable
due to accumulation more gene specific markers.

Key words: potatoes, PCR, DNA-marker, resistance, interspecific hybrid, late blight,
golden potato nematode, pale potato nematode, potato cancer.


