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Введение
Причиной огромных потерь урожая и ухудшения 

его качества могут стать вредители, болезни и абио-
тические факторы среды, поэтому изучение генетики 
устойчивости к ним генотипов сахарной свёклы име-
ет исключительное значение. 

Корневая (галловая) нематода Meloidogyne ssp. вы-
зывает в основном корневое угнетение. Галловые не-
матоды провоцируют гниение головок корнеплодов 
и образование корневых галлов на главных и прида-
точных корнях. Поскольку применение химических 
средств, убивающих растительных нематод, нема-
тоцидов ограничено по соображениям, касающихся 
охраны окружающей среды, современные методы 
контроля над нематодами включают в себя рота-
цию культур с использованием, например, Raphanus 
Sativus var. oleiformis. Однако наиболее верная страте-
гия – это селекция устойчивых гибридов на генетиче-
ской основе [1–3]. 

Установлено, что гены, обеспечивающие устойчи-
вость к нематоде, отсутствуют у возделываемых ги-
бридов сахарной свёклы. Устойчивость к галловой 
нематоде впервые была выявлена ​​ у морской свёклы 
(B. vulgaris ssp. maritima L.) и далее интрогрессирована 
в культурную сахарную свёклу (Beta vulgaris L.). Мо-
ногенную устойчивость к нематоде у сахарной свёклы 
удалось получить путём введения в сахарную свёклу 
генов от трёх диплоидных диких видов (B. procumbens, 
B. patellaris и B. webbiana). Сорта, несущие трансло-
кацию, характеризовались потерями урожая и ухуд-
шением его качества, поэтому предпринимались по-
пытки изолировать гены устойчивости для переноса 
их в линии сахарной свёклы с высокой селекционной 
ценностью. Некоторые молекулярные маркеры, ото-
бранные в транслокациях дикого вида B. procumbens, 
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являлись повторами, гибридизующимися исклю-
чительно с ДНК дикой свёклы, что делало их иде-
альными пробами для фингерпринтинга различных 
селекционных линий и отбора транслокационно-
специфических клонов из геномных библиотек [4–7]. 
В связи с этим значительный интерес и актуальность 
представляет изучение гена устойчивости к гетероде-
розу, его генетические вариации в различных геноти-
пах сахарной свёклы.

Материалы и методы
Для проведения молекулярно-генетических экспе-

риментов использовали зелёную массу двухнедель-
ных проростков растений сахарной свёклы (МС-
формы, сростноплодные опылители ОП, гибриды 
отечественной и иностранной селекции). Выделение 
геномной ДНК из растительной ткани осуществля-
ли при помощи 20 % SDS и 3,5 М ацетата аммония, 
а также наборами для выделения ДНК (ООО «Син-
тол») [8]. Качество выделенной ДНК было опреде-
лено путём электрофореза в 1%-ном агарозном геле 
с  бромистым этидием. Полученная ДНК растворя-
лась в 10 мМ трис-НCl-буфера, рН 7,8, содержащем 
0,1 мМ ЭДТА, и использовалась для проведения 
ПЦР-анализа. Классическая полимеразно-цепная 
реакция была поставлена на амплификаторе «Genius» 
(Великобритания).

В работе был применён специфический маркер 
ModNemF/R для выявления гена устойчивости к не-
матодам [6]: 

ModNemF 5/ CGAGCTGCTTGACGGGTTGTC 3/

ModNemR 5/ TCCTCAGAATTGCTGAAG 3/.
Секвенирование осуществляли методом Сэнгера 

на генетическом анализаторе Applied Biosystems 3500 
(ООО «Евроген»). 

Использование молекулярных маркеров 
для отбора генотипов сахарной свёклы, 
устойчивых к гетеродерозу
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Результаты и обсуждение
Для профилактики инфицирования нематодами 

при посеве сахарной свёклы необходимо использо-
вать генотипы, устойчивые к болезни, вызываемой 
данными возбудителями. Известно, что эффектив-
ные источники устойчивости к болезням у культур-
ных растений, как правило, представлены популяци-
ями из геноцентров эволюции культуры. И для пони-
мания генетических основ формирования толерант-
ности представляет интерес изучение дикой формы 
свёклы B. corolliflora Zoss., обладающей полигенной 
устойчивостью к болезням [9].

Амплификацию ДНК растений сахарной свёклы 
на наличие гена устойчивости к галловым нематодам 
проводили с использованием пары специфических 
праймеров к гену R6m-1 ModNemF/R. В результате 
проведения полимеразно-цепной реакции установле-
но, что не у всех изучаемых генотипов сахарной свёк
лы обнаружен искомый участок гена устойчивости 
к галловой нематоде. Так, у образцов № 6 (ОП 19179) 
и № 8 (Митика) не было выявлено ДНК-ампликонов. 
У остальных изученных материалов был обнаружен 
ПЦР-продукт размером ~500  п. н., что соответствует 
размеру искомого участка гена (рис. 1). 

Среди образцов, в которых обнаружен ожидаемый 
ПЦР-продукт, присутствуют как устойчивые, так 
и чувствительные растения. Объясняется это нали-
чием в генотипах определённых однонуклеотидных 
полиморфизмов (SNP) в гене R6m-1. Для выявления 
молекулярно-генетических вариаций некоторые об-
разцы были отсеквенированы и выравнены по нукле-
отидным последовательностям в программе Geneious 
Prime (рис. 2).

В результате генетического анализа описаны не-
сколько SNPs (C/T, G/T, G/C, G/A), вставки 	

(–/G, –/C) и делеции (A/–) как в геноме отечествен-
ных генотипов (позиционируемые как устойчивые), 
так и в иностранных селекционных материалах. Если 
сравнить последовательности участков ДНК геномов 
из базы данных NCBI (на фото – Nem06 F) и расте-
ния B. corolliflora Zoss. (устойчивый генотип по дан-
ному признаку) с растениями № 9 (Хамбер), то можно 
предположить, что именно SNPs C/T и G/T приводят 
к сбою в работе гена устойчивости. То есть данные 
однонуклеотидные замены, возможно, инициируют 
замещение аминокислоты в полипептиде; это при-
водит к синтезу иного белка или вообще прекраще-
нию синтеза (stop codon DNA), что, в свою очередь, 
вызывает сбой в работе сигнальных, а следовательно, 
и защитных белков. Играют ли остальные однонукле-
отидные замены, делеции и вставки ключевую роль 
в  формировании устойчивости к данной болезни, бу-
дет выявлено при дальнейшем генетическом анализе.

Заключение
Молекулярно-генетическое исследование гена 

устойчивости к нематодам R6m-1 (ПЦР-анализ, сек-
венирование) позволило выявить делеции, инсерции 
и однонуклеотидные замены (C/T, G/T, G/C), ко-
торые, возможно, и приводят к модификации гена, 
замещая исходную аминокислоту. Исходя из резуль-
татов биоинформационного анализа, можно пред-
положить, что по наличию определённых полимор-
физмов (SNPs) в исследуемом гене сахарной свёклы 
с большой долей вероятности можно судить об устой-
чивости изучаемых селекционных материалов к воз-
действию нематод. 

Генетический контроль устойчивости сахарной 
свёклы ко всем вредителям и болезням изучить пока 
не удалось, однако селекция на устойчивость к ним 
продолжается. Она основывается на молекулярном 
анализе коллекции образцов дикой и культурной 
свёклы, оценке их устойчивости, выделении и ис-
пользовании устойчивых форм для гибридизации 
с целью повышения устойчивости гибридов сахарной 
свёклы. Представленные экспериментальные иссле-
дования имеют значительный теоретический и прак-
тический интерес для селекции устойчивых к гетеро-
дерозу гибридов данной культуры.
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Аннотация. Молекулярно-генетическими методами 
исследован ген R6m-1, локализованный на 1 хромосоме 
сахарной свёклы и контролирующий устойчивость 
растений к нематодам. Для проведения ПЦР-анализа 
использована специфическая пара праймеров: ModNemF/R. 
У образцов, толерантных к воздействию галловых нематод, 
в гене обнаружены нуклеотидные замены, которые 
предположительно и формируют устойчивость растений, 
кодируя «другую» аминокислоту в полипептидной цепи. 
Ключевые слова: сахарная свёкла, нематоды, ген 
устойчивости, ПЦР-анализ, молекулярно-генетические 
маркеры.
Summary. The R6m-1 gene, localized on chromosome 1 of sugar 
beet and controlling plant resistance to nematodes by molecular 
genetics methods was studied. A specific primer ModNemF/R 
for PCR analysis was used. In accessions tolerant to root-knot 
nematodes, single nucleotide polymorphism were found in the 
gene, which, presumably, form plant resistance, coding for 
a «different» amino acid in the polypeptide chain.
Keywords: sugar beet, nematoda, resistance gene, PCR, 
molecular-genetics marker.
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