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Введение
При создании гибридов сахар-

ной свёклы с выраженным ге-
терозисным эффектом в схемах 
скрещиваний необходимо ис-
пользовать генотипы с высокой 
комбинационной способностью, 
которая часто связана со степе-
нью их генетической диверген-
ции. В настоящее время одним из 
приоритетных способов повыше-
ния эффективности современной 
селекции является разработка и 
использование системы вспомога-
тельных молекулярных маркеров 
для выявления скрытой генетиче-
ской изменчивости, что позволяет 
решать проблему недостатка мор-
фологических маркеров. Оценка 
генетического разнообразия ис-
ходного селекционного материала 
с помощью молекулярно-генети-
ческих маркеров, полиморфизма 
различных участков ДНК расши-
ряет возможности и значительно 
сокращает затраты времени при 
дифференцировании генотипов. 
Результаты таких исследований 
могут быть полезными при отборе 
пар скрещиваний в гетерозисной 
селекции, ускоряя её [7]. Принцип 
маркерного подхода к селекции 
очень удобен при анализе больших 
объёмов генетических ресурсов. 
Использование методов молеку-
лярного анализа является эконо-
мически выгодным. В то же время 
другие исследователи не обнару-
жили высоких ассоциаций между 
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Генетическая изменчивость родительских 
форм гетерозисных гибридов сахарной 
свёклы на основе молекулярных маркеров 

величинами гетерозиса гибридов 
и значениями генетических дис-
танций, рассчитанными на осно-
ве молекулярного анализа [5, 9]. 
Одним из наиболее распростра-
нённых методов выявления гене-
тического полиморфизма у рас-
тений является SSR-метод [1]. Он 
выявляет полиморфизм тандемно 
организованных повторов ДНК 
(сателлитов). Длина повторяю-
щейся единицы микросателлит-
ных ДНК менее 10 п.н. Длина по-
второв сателлитных ДНК не име-
ет каких-либо ограничений. Она 
варьирует от 2  п.н. до нескольких 
сотен [4]. Белорусскими учёными 
осуществлена идентификация ли-
ний и гибридов сахарной свёклы 
с применением 15 пар микроса-
теллитных праймеров, составлены 
формулы-стандарты [3]. Изучение 
эффективности и возможности 
использования систем молекуляр-
ных маркеров при исследовании 
генетического разнообразия роди-
тельских форм сахарной свёклы, 
выявление критериев оценки их 
генетической изменчивости при 
разработке технологии создания 
гетерозисных гибридов сахарной 
свёклы на основе MAS-селекции 
является актуальным направлени-
ем исследований.

Цель исследований заключалась 
в выявлении научно обоснован-
ных критериев оценки генетиче-
ской изменчивости родительских 
форм свёклы по SSR‑маркерам. 
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Материалы  
и методы исследований
В качестве материалов для иссле-

дований были использованы муж-
скостерильные линии сахарной 
свёклы (МС 1101, МС 1126) и мно-
госемянные опылители (ОП 1122, 
ОП 1207, ОП 1211, ОП1128, ОП 
1239). Выделение геномной ДНК 
из растительной ткани осущест-
вляли стандартным методом [6]. 
Качество ДНК определяли элек-
трофорезом в 1,5%-ном агарозном 
геле в присутствии бромистого 
этидия. Полученную ДНК раство-
ряли в 10 мМ трис-НCl-буфера, 
рН 8,0, содержащем 0,1 мМ ЭДТА 
и использовали для ПЦР-анализа. 
Полимеразно-цепную реакцию 
проводили на амплификаторе 
«Genues» (Великобритания). В ра-
боте использованы следующие 
произвольные праймеры: Sb04, 
Sb06, Sb07, Sb09, Sb10 [8]. Нуклео-
тидные последовательности прай-
меров указаны в табл. 1. Величину 
истинного гетерозиса вычисляли 
по формуле 

Гист. = (F1 – Pл) / Pл × 100%,

где Гист. – истинный гетерозис 
(%); F1 – значение изучаемого 
признака у гибридов первого по-
коления; Pл – значение признака 
у растений лучшей родительской 
формы [2]. 

Математическую обработку ре-
зультатов исследований осущест-
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вляли с использованием програм-
мы Past 2.17.

Результаты экспериментов  
и их анализ
В процессе исследований нами 

осуществлена оценка SSR‑прай
меров (Sb04, Sb06, Sb07, Sb09, Sb10) 
для выявления генетического по-
лиморфизма селекционных мате-
риалов, а также использования их 
для эффективного подбора роди-
тельских пар в гетерозисной селек-
ции. Каждый из праймеров обеспе-
чил стабильную амплификацию 
полиморфных фрагментов ДНК. 
У индивидуальных генотипов по 
результатам ПЦР с парами прай-
меров Sb10, Sb04, Sb06 получены 

Рис. 1. Электрофореграммы разделения ПЦР-продуктов, полученных с парами праймеров Sb10 (А), Sb06 (В), Sb04 (С):  
1 – МС 1101, 2 – ОП 1122, 3 – ОП 1207, 4 – ОП 1211, 5 – МС 1126, 6 – ОП 1128, 7 – ОП 1239, М – маркер молекулярных 
масс (сибэнзим) 100–3 000 п.н.

воспроизводимые электрофоре-
тические профили с количеством 
амплифицированных фрагмен-
тов ДНК от 0 до 2. Детектированы 
ДНК‑фрагменты длиной 150, 190, 
200, 210 и 240 п.н. (рис. 1). Уровень 
полиморфизма варьировал в пре-
делах от –33,3% до –100%. С парой 
праймеров Sb10 у всех изученных 
материалов выявлен ампликон 
длиной 200 п.н. Остальные поло-
сы на электрофореграммах были 
полиморфными. Уровень несоот-
ветствия между изученными ма-
териалами варьировал от 50% (для 

Рис. 2. Электрофореграммы разделения ПЦР-продуктов с парами праймеров Sb07 
(D), Sb09 (E): 1 – МС 1101, 2 – ОП 1122, 3 – ОП 1207, 4 – ОП 1211,  
5 – МС 1126, 6 – ОП 1128, 7 – ОП 1239, М – маркер молекулярных масс 
(сибэнзим) 100–3 000 п.н.

Таблица 1. Нуклеотидные последовательности 
 SSR-праймеров

Праймеры Нуклеотидная последовательность

Sb04
Forward: 5/- ACC GAT CAC CAA TTC ACC AT -3/ 
Reverse: 5/- GTT TTG TTT TGG GCG AAA TG -3/ 

Sb06
Forward: 5/- AAA TTT TCG CCA CCA CTG TC -3/ 
Reverse: 5/- ACC AAA GAT CGA GCG AAG AA -3/ 

Sb07
Forward: 5/- TGT GGA TGC GCT TTC TTT TC -3/ 
Reverse: 5/- ACT CCA CCC ATC CAC ATC AT -3/ 

Sb09
Forward: 5/- TGC ATA AAA CCC CCA ACA AT-3/ 

Reverse: 5/- AGG GCA ACT TTG TTT TGT GG -3/ 

Sb10
Forward: 5/- TTC GTC CCT TGA TTG TGT CA -3/ 
Reverse: 5/- GAG ATT GGG GAT CAC TCT GC -3/ 



18	 САХАР� № 9 · 2017

ТЕХНОЛОГИЯ ВЫСОКИХ УРОЖАЕВ

МС  1101 и ОП  1239) до 10% (для 
МС 1126 и ОП 1128). Фрагмент 
ДНК длиной 190 п.н. выявлен толь-
ко у селекционной линии МС 1101 
из всех изученных, что может слу-
жить одним из тест-признаков при 
её генотипировании.

В результате ПЦР-анализа с па-
рами праймеров Sb07 и Sb09 выяв-
лены ампликоны длиной от 260 до 
300 п.н. (рис. 2). Электрофорети-
ческие профили для исследован-
ных материалов характеризова-
лись присутствием/отсутствием 
данных фрагментов ДНК. Уровень 
полиморфизма составил 100%. 
У  селекционных линий ОП 1122, 
ОП 1211, и ОП 1239 не было обна-
ружено продуктов ПЦР с данными 
праймерами. Уровень несоответ-
ствия между изученными материа-
лами варьировал от 0% (для 
ОП 1128 и МС 1126) до 100% (для 
МС 1126 и ОП 1211).

По результатам ПЦР-анализа с 
5 парами SSR-праймеров состав-
лена матрица присутствия/отсут-
ствия ампликонов (табл. 2).

E

Таблица 2. Матрица присутствия/отсутствия ДНК-ампликонов 
 на электрофореграммах разделения продуктов SSR-анализа 

 селекционных линий

№ п/п 1 2 3 4 5 6 7 Длина 
ДНК-
фраг

ментов, 
п.н.

Наи-
мено-
вание 
прай-
меров

Наименование 
селекционного 

материала

МС 
1101

ОП 
1122

ОП 
1207

ОП 
1211

МС 
1126

ОП 
1128

ОП 
1239

Присутствие/
отсутствие 
ДНК-фрагмен
тов на электро-
фореграммах

0 0 0 1 1 1 1 210 

Sb 101 1 1 1 1 1 1 200 

1 0 1 0 0 0 0 190 

0 0 1 1 0 0 0 240 

Sb 04
0 0 1 1 1 1 0 210 

1 0 0 0 1 1 1 200 

1 0 0 0 1 0 0 190 

1 1 1 0 1 1 0 200 

Sb 060 0 1 0 1 1 0 190 

1 0 0 0 0 0 0 150 

1 0 0 0 1 1 0 260 Sb 07

1 0 1 0 1 1 0 300 Sb 09

Рис. 3. Дендрограмма генетических расстояний 
между исходными линиями сахарной свёклы:  
1 – МС 1101, 2 – ОП 1122, 3 – ОП 1207, 4 – ОП 
1211, 5 – МС 1126, 6 – ОП 1128, 7 – ОП 1239

Результаты ПЦР-анализа с 5 па-
рами SSR-праймеров позволили 

рассчитать генети-
ческие дистанции 
(евклидовы) и раз-
делить эксперимен-
тальные образцы са-
харной свёклы на два 
дивергентных класса 
в соответствии с ал-
горитмом UPGMA 
(рис. 3). 

Значения генети-
ческих дистанций 
между исследован-
ными материалами 
варьировали в ос-
новном от 1,0 (для 
пары МС 1126 и 
ОП 1128) до 2,54 (для 
пары МС 1101 и ОП 
1239 и др.). Макси-
мальное евклидово 
расстояние (D=3,16) 
выявлено для пары 
скрещиваемых форм 
МС 1101 и ОП 1211. 
По максимальным 

генетическим дистанциям ото-
брано 5 из 5 (100%) родительских 
пар, при гибридизации которых 
получены гетерозисные гибриды 	
(Гист.=5,7–11,28; урожайность 
корнеплодов от 26,31 до 30,47 
т/га). В  то же время 37,5% ото-
бранных по максимальным ге-
нетическим дистанциям между 
исходными формами гибри-
дов имели отрицательные зна-
чения гетерозиса от –5,02 до 
–1,25%). Для селекционных ма-
териалов МС 1126 и ОП  1128, 
при скрещивании которых по-
лучен низкоурожайный гибрид 	
(Гист. = –1,25%; урожайность кор-
неплодов от 21,21 т/га), выявлено 
самое низкое для изученных ма-
териалов евклидово генетическое 
расстояние D=1,0. 

Также для выявления степе-
ни разнообразия исследуемых 
материалов (большей визуали-
зации степени сходства и разли-
чия) был рассчитан коэффициент 
Жаккара (бинарная мера сход-
ства). Для группы исследованных 
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материалов его величина варьиро-
вала от 0,09 до 0,8 (табл. 3). Наи-
больший индекс сходства выявлен 
для МС 1126 и ОП 1128 (KJ=0,88). 
Наименьшее значение коэффици-
ента Жаккара (KJ=0,09) установ-
лено для пары родительских ком-
понентов МС 1101 и ОП 1211.

На основе полученных данных 
была построена дендрограмма 
генетических взаимоотношений 
исходных родительских линий 
сахарной свёклы (рис. 4). Резуль-
таты кластерного анализа демон-
стрируют условное родство между 
исследованными генотипами 

сахарной свёклы. Математиче-
ский анализ позволил сгруппиро-
вать селекционные материалы в 
два основных кластера. В первый 
вошли мужскостерильные линии 
МС 1126 и МС 1101, а также мно-
госемянные опылители ОП  1128, 
ОП 1207. Во второй кластер во
шли многосемянные опылители 
ОП 1211 и ОП 1239. Селекционная 
линия ОП 1122 не вошла ни в одну 
из указанных групп сходства мате-
риалов.

Была исследована взаимосвязь 
генетической отдалённости се-
лекционных материалов и зна-
чений уровня истинного гетеро-
зиса (табл. 4). Расчёты показали, 
что скрещивание линий с мини-
мальным значением коэффици-
ента Жаккара (KJ = 0,09–0,22) 
позволило получить два гибрида 	
(МС 1101 х ОП 1211 и МС 1101 х 
ОП 1239) с максимальными зна-
чениями истинного гетерозиса 
(Гист.= 7,19–11,28). Для пар линий 

Таблица 3. Коэффициенты сходства Жаккара (KJ), рассчитанные 
 для исходных селекционных материалов 

 сахарной свёклы

Селекцион-
ные 	

материалы
МС 1101 ОП 1122 ОП 1207 ОП 1211 МС 1126 ОП 1128 ОП 1239

МС 1101 1 0,25 0,36364 0,090909 0,54545 0,45455 0,22222

ОП 1122 0,25 1 0,28571 0,2 0,22222 0,25 0,25

ОП 1207 0,36364 0,28571 1 0,375 0,45455 0,5 0,11111

ОП 1211 0,090909 0,2 0,375 1 0,3 0,33333 0,4

МС 1126 0,54545 0,22222 0,45455 0,3 1 0,88889 0,33333

ОП 1128 0,45455 0,25 0,5 0,33333 0,88889 1 0,375

ОП 1239 0,22222 0,25 0,11111 0,4 0,33333 0,375 1

Рис. 4. Дендрограмма генетических расстояний  
между исходными линиями сахарной свёклы:  
1 – МС 1101, 2 – ОП 1122, 3 – ОП 1207, 4 – ОП 1211,  
5 – МС 1126, 6 – ОП 1128, 7 – ОП 1239

Таблица 4. Уровень проявления гетерозиса у пробных 
 гибридов сахарной свёклы

Селекционный 	
материал

Коэффициент 
Жаккара (KJ)

Урожайность 
корнеплодов, т/га

Истинный ге-
терозис (Гист.), %

МС 1126 – 21,21 –

ОП 1128 – 21,48 –

ОП 1207 – 24,89 –

ОП 1211 – 25,59 –

ОП 1239 – 27,38 –

МС 1101 – 17,53 –

ОП 1122 – 20,30 –

МС 1126 х ОП 1128 0,88889 21,21 –1,25

МС 1126 х ОП 1207 0,45455 26,31 5,7

МС 1126 х ОП 1211 0,30000 27,43 7,19

МС 1126 х ОП 1239 0,33333 26,62 –2,77

МС 1126 х ОП 1122 0,22222 21,21 0

МС 1101 х ОП 1122 0,25000 19,28 –5,02

МС 1101 х ОП 1207 0,36364 26,31 5,7

МС 1101 х ОП 1211 0,090909 27,43 7,19

МС 1101 х ОП 1128 0,45455 21,21 –1,25

МС 1101 х ОП 1239 0,22222 30,47 11,28

НСР0,5 – 1,1 –



20	 САХАР� № 9 · 2017

ТЕХНОЛОГИЯ ВЫСОКИХ УРОЖАЕВ

с максимальными значениями 
индекса сходства (KJ = 0,45–0,88) 
выявлены отрицательные зна-
чения истинного гетерозиса 	
(Гист. = –1,25). При скрещивании 
материалов, у которых значения 
коэффициента Жаккара варьиро-
вали в пределах KJ = 03–0,4, полу-
чены гибриды как с положитель-
ными, так и с отрицательными 
значениями истинного гетерози-
са. Процент успешного прогно-
зирования уровня СКС составил 
66,6% (при отборе материалов с 	
KJ = 0,3–0,09).

Выводы
Для эффективного отбора роди-

тельских пар с высокой СКС сле-
дует дополнить математический 
анализ результатами ПЦР с до-
полнительными маркерами, по-
зволяющими точнее дифферен-
цировать селекционные материа-
лы. Для эффективного прогнози-
рования уровня СКС следует оце-
нивать генетическую вариабель-
ность селекционных материалов 
с использованием высокодиф-
ференцирующих молекулярных 
маркеров, позволяющих выяв-
лять как высокую (D=2,243,16), 
так и низкую (D=0–1,41) степень 
генетического родства исходных 
родительских форм. Получае-
мый фингерпринт ДНК с такими 
маркерами должен быть высоко 
полиморфен  и воспроизводим. 
Молекулярные маркеры, выявля-
ющие генетические дистанции от 
D=3,16 и более, нецелесообразно 
использовать для предсказания 
уровня истинного гетерозиса. 
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