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Данная работа посвящена молекулярно-генетическому изучению 
сортотипов свеклы корнеплодной (Beta vulgaris L.). Выявлена генетиче
ская структура и полиморфизм по ретротранспозонам и микросател- 
литным локусам сортообразцов сахарной, кормовой, столовой и полуса- 
харной свёклы и внутривидовых гибридов с их участием. Показаны от
личительные черты организации генома у  образцов сахарной и кормо
вой свеклы по микросателлиту В\^ 48.
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Введение

В селекции сахарной свёклы остро стоит проблема создания исходного м ате
риала с новыми признаками и свойствами. От степени разнообразия такого м атериа
ла, его генетической изученности в реш ающ ей степени зависит успех селекционной 
работы. Естественное внутривидовое генетическое разнообразие свёклы невелико. 
Лучш ие современные сорта и гибриды свёклы имеют узкую генетическую основу. В 
настоящ ее время одной из актуальных задач является создание генетической базы 
сортотипов свёклы корнеплодной, используемых в селекции.

В культуре известны четыре группы разновидностей свёклы. Столовая свёкла 
относится к числу скороспелых, урож айны х растений, её корнеплоды обладаю т хоро
шей лёж костью  при длительном хранении и овальной формой, оптимальной для со
временной свеклоуборочной техники. Кормовая свёкла характеризуется высокой ур о
ж айностью за счет больш ой массы корнеплода. Сахарная свёкла относится к вы соко
сахаристым и урож айным культурам. Листовая свёкла используется в основном в де
коративных целях. В последние годы в нашей стране и за рубежом все больш е полу
чают распространение сорта и гибриды полусахарной свеклы. И спользование сортов 
такого типа позволяет механизировано проводить уборку корнеплодов, применяя ма
шины, сахарно-свекловичного уборочного комплекса. Сорта и гибриды полусахарной 
свеклы отличаются средним уровнем урожайности, но имеют повыш енное содерж а
ние сухого вещ ества в корнеплодах. По выходу сухого вещества на единицу площади 
полусахарные формы превосходят типично кормовые. П оэтому перед селекционерами 
стоит задача по созданию новых сортов и гибридов полусахарной свеклы, адаптиро
ванных к возделыванию в разны х регионах Российской Федерации [1].

Полусахарная, кормовая и столовая свеклы использую тся в гибридизации с са
харной свеклой при создании гетерозисных гибридов с оптимальной формой корне
плода. Генетические ресурсы свеклы состоят из генетического разнообразия разных 
разновидностей и диких популяций.

При создании и внедрении новых сортов и гибридов свёклы, отвечаю щ их тре
бованиям современных технологий, особую значимость приобретает научно
обоснованный выбор исходного материала и его оценка по молекулярно
генетическим маркерам. Для изучения генетической структуры и проведения по по
лученным данны м генотипирования и паспортизации сортотипов свёклы пригоден 
микросателлитный анализ, так как он обладает высокой разреш аю щ ей способностью 
и позволяет характеризовать большую часть исследуемой ДНК. На первоначальном 
этапе необходимо:

-  подобрать пары праймеров для генотипирония сортотипов рода Beta;
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-  провести скрининг коллекции разновидностей свеклы на генетическую одно
родность по происхождению.

Известно, что простые повторения последовательностей генома (SSR) показы 
вают высокие степени вариабельности даж е среди близкородственных индивидов. 
Так, с использованием микросателлитных маркеров была выявлена высокая генетиче
ская изменчивость среди диких разновидностей свёклы, низкая среди культурных, и 
средняя среди сорняковых форм [2]. Сочетание трёх полиморф ны х локусов позволило 
провести индивидуальную идентификацию у  17/17 диких и 15/15 сорняковых разно
видностей свёклы и 21/32 преимущ ественно гомозиготных, культурных разновидно
стей свёклы. В результате П Ц Р-анализа коллекции селекционных материалов сахар
ной свёклы были отобраны 15 пар микросателлитных праймеров, позволяю щ их вы 
явить полиморфизм генотипов данной культуры [3], которые амплифицировали от 
2 до 21 аллели на локус. Авторами разработано 25 новых микросателлитных маркеров 
для сахарной свёклы, из которых были отобраны 12 с моделями высокого качества, 
чтобы охарактеризовать 40 диплоидны х и триплоидны х гибридов. Эти маркеры могут 
также использоваться для картирования и в молекулярной селекции.

Так, методом ПЦР была установлена общая структура, которая закрепляет 
331 маркер, включая 23 новых, нанесенных на генетическую карту маркера повторе
ния простой последовательности (SSR), имеющей совокупно в общ ей сложности
526.3 сМ среди девяти групп связей свеклы. Источником картирования была популя
ция от скрещ ивания сахарной свеклы со столовой [4].

SSR -м аркеры  до сих пор ш ироко использую тся в популяционной генетике 
свёклы  наприм ер, контроль потока генов от культурны х к диким  разновидностям  
[5, 6, 7], но совсем  мало прим еняю тся в генетике свёклы , хотя эти кодом инантны е 
м аркеры  особенно подходят для помощ и селекции, характеризуя гетерозиготны е 
состояния. У  свёклы  были образованы  несколько библиотек геном ны х Д Н К , но 
создано ограниченное число SSR -м аркеров [2, 8, 9] В связи с этим вы явление Д Н К  - 
м аркеров для идентиф икации сортотипов в геноф онде корнеплодной свеклы  (Beta  
vulgaris  L .), проведения скрининга и паспортизации является актуальны м  н ап р ав
лением  исследований.

Исходя из выш еизложенного, цель исследований заключалась в выявлении 
микросателлитных последовательностей, информативны х для идентификации сорто- 
типов рода Beta.

М атериал и методы исследований

В качестве материалов для исследований были использованы проростки сле
дую щ их разновидностей корнеплодной свеклы: столовой свеклы (convar. esculenta  
salise) -  сортотипов Бордо, Хавская односеменная, Цилиндра; кормовой (convar. 
crassa Alef.) -  сортотипов Эккендорфская желтая, Полусахарная белая, образцы одно
семянной кормовой белой свёклы; сахарной (convar. saccharifera Alef.) -  урож айно
сахаристый сортотип -  РМ С-73, РМ С-90; сорта-популяции Рамонского, Белоцерков- 
ского, Ялтуш ковского, Веселоподолянского происхождения. Геномная Д Н К вы деля
лась из 0,2 г зелены х листьев растений свеклы с помощ ью гуанидин-тиоцианат- 
фенол-хлороформного метода с использованием СТАВ. Качество выделенной Д Н К  оп
ределялось электрофорезом в 1%-ном агарозном гене в присутствии бромистого эти- 
дия. Полученная Д Н К  была растворена в 10 мМ трис-Н С1-буфер, рН 8,0, содержащ им 
0,1 мМ ЭДТА, и использована для ПЦР-анализа. ПЦР-анализ проводился в амплифи- 
каторе «Терцик» («ДН К-технология», Россия). П араметры амплификации были сле
дующ ие: предварительная денатурация при 95°С в течение 10 минут, затем 30 циклов: 
95°С-40с, 62°С-40с, 72°С-40с и финальный этап элонгации цепи 72°С-5 мин. В качест
ве праймеров использовали умеренно повторяющ иеся последовательности нуклеоти
дов Paw  S 6, Paw  S 16 к семейству ретротранспозонов [10], [) и гомологичные их кон 
сервативным участкам. В работе были использованы также праймеры к микросател- 
литным локусам: Bvv 48, Bvv 51, Bvv 53, Bvv 54 [3].

Опыты были проведены в трехкратной биологической повторности.
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Результаты  исследований и их обсуж дение

Проведенный П ЦР-анализ геномной ДН К с праймерами к умеренно повто
ряющ имся последовательностям и последующ ий электрофорез продуктов реакции в 
1%-ном агарозном геле показали высокий генетический полиморфизм исследуемых 
образцов по локусам PawS 6 и PawS 16.

В результате амплификации геномных Д Н К растений с праймерами Paw S 6 вы 
явлено, что в составе генома всех исследованных организмов обнаруживается общий 
ампликон с длиной около 700 п.н. (рис 1). При этом в растениях № 1, 5 (кормовая 
красная свёкла), № 11 (гибрид Л Б С -1бхК Б ) и № 12 (ЛБС-16) -  это единственный ПЦР- 
продукт, что указы вает на сходство их генетического материала. Кроме того, полное 
сходство состава ампликонов наблюдается и в образцах 1, 6, 10, 14, где длины ампли- 
конов составляют 700 и 900 п.н. Н аибольш ее число сайтов амплификации обнаруж е
но у  образца сахарной свёклы № 3 (гибрид «Витязь»), которые обеспечивают образо
вание продуктов с длинами 250, 400, 700, 800 и 900 п.н.

1 2 3  4 5 6  7 8 9

Рис. 1. Амплификация геномной ДНК свеклы праймерами PawS 6.
Обозначения (здесь и далее): 1 -  Кормовая красная Р4, 2 -  МС 14044 Р2, 3 -  Витязь, 4 -  МС 90

47  Р4 , 5 -  Кормовая красная Р3, 6 -  Бордо хЛБС-16, 7 -  Золеа 1007, 8 -  Кормовая красная Р5,
9 -  МС 14044 Р1, 10 -  Золеа 1006, 11 -  ЛБС-1бхКБ, 12 -  ЛБС-16, 13 -  Бордо, 14 -  Цилиндра, 15 -  
Кормовая белая КО-11, 16 -  РМС46, 17 -  Кормовая красная Р1, 18 -  Кормовая красная Р2, 19 -

КО-16, 20 -  МС 90-47 Р3, М -  маркеры ДНК

Сравнительны й анализ ком бинативны х пар образцов растений показал, что 
у  образцов 2 (М С-ф орма) и 18 (корм овая красная) им еется как сходны й продукт 
ам плиф икации (700 п.н.), так и дополнительны й в образце 18 с длиной 400 п.н., 
что свидетельствует о неоднородности их генетического м атериала. Кром е того, н е
однородность Д Н К  обнаруж ивается и м еж ду парам и образцов 9 и 17, 5 и 20, а такж е 
1, 4 и 8; 11, 12 и 15.

По результатам П Ц Р-амплификации геномной Д Н К  с праймерами PawS 16 ус
тановлено, что в образцах № 1, 2, 11, 12, 18 и 19 не обнаруживается продуктов ам пли
фикации с данными праймерами. Сходство в результатах амплификации наблюдается 
у  следую щ их образцов:

№ 5, 6, 7, 9, 10, 17 и 20 -  ампликоны 800 п.н.,
№ 3, 8 и 15 -  ампликоны 800 п.н и 550 п.н.,
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№ 13 и 14 -  ампликоны 550, 8 оо и 900 п.н.

Рис. 2. Амплификация геномной ДНК свеклы праймерами PawS 16.

Сравнительный анализ комбинации образцов показал, что пары 2 и 8 не одно
родны по генетическому материалу. Такие пары образцов как 9 и 17, 5 и 20 имеют 
одинаковое проявление данного признака в геноме, и в ходе амплификации обнару
живается один продукт длиной 800 п.н. у  всех образцов. Сочетание Д Н К  образцов 1, 4 
и 8, а также 11, 12 и 15 показало, что Д Н К  этих растений отличается между собой, хотя 
внутри системы комбинации определяются сходные элементы.

Результаты исследований показали, что при проведении гибридизации М С рас
тений сахарной свёклы с растениями столовой свёклы «Бордо» по локусу PawS 6 у  
гибридов F1 выявлены все продукты амлификации, характерны е для обеих родитель
ских форм (700, 800, 900 п.н.). Получено всего гибридов F1 239 ш тук корнеплодов, из 
них 135 с красной и 104 с зелёной окраской корнеплода (табл. 1). Среди корнеплодов с 
красной окраской наблюдаются растения с овальной, как у  столовой свёклы и с удли 
ненной формой, как у  сахарной свёклы.

Таблица 1
Характеристика потомства Fi, от скрещивания с кормовой и столовой свёклой

(по данным Богомолова М.А., 2011 г.)

Гибридная комбинация

Количество растений, 
по окраске 

корнеплода, шт.
Общее количество 

корнеплодов, 
шт.

зелёная розовая
ЛБС-1бхБордо 104 135 239
ЛБС-1бх Корм.Белая 4 6 0 4 6

Линии с признаками окраски вегета
тивных органов

Количество растений по 
форме корнеплода, шт.

Общее количество 
корнеплодов, 

шт.$ б
ЛБС-1бхБордо $ 88 26 104
ЛБС-1бхБордо б 105 3 0 135
ЛБС-1бх Корм.Белая $ 3 8 8 4 6
ЛБС-1бх Корм.Белая б 0 0 0

Так, у  потомства от скрещ ивания со столовой свёклой среди зелёны х корнепло
дов 84.6% оказались с материнской формой корнеплода, т. е. удлиненно-конической и 
15.4% красноокраш енных овальной формы, как у  отцовского родителя. У  потомства от 
скрещ ивания с кормовой свёклой 84,7% корнеплодов также оказались зеленоокра-
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ш енными и удлиненно-конической формы, как у  М С-ф ормы  и 15.3% наследовали ок
раску и форму корнеплода кормовой свёклы.

По праймеру PawS 16 для гибридной комбинации F1 ЛБС-1бхБордо обнаружено 
наследование ампликонов отцовского родителя 800 п.н.

В результате скрещ иваний М С растений сахарной свёклы с растениями корм о
вой белой свёклы по локусу PawS 16 у  гибридов F1 выявлено в основном присутствие 
ДН К-фрагментов материнского типа (700 п.н.). Форма корнеплодов у  гибридов F1 так
же наследуется по м атеринскому типу. По локусу PawS 16 у  гибрида F1 Л БС -16хК Б, как 
и у  материнской формы не обнаружено продуктов амплификации с данны ми прайм е
рами, тогда как у  отцовского родителя выявлены ДН К-ф рагменты  длиной 550 и 
800 п.н. Данные локусы, по-видимому, находятся в одной группе сцепления с генами, 
контролирующ ими ф орм у корнеплода. Установлено, что ДН К-ф рагмент длиной 
900 п.н. является специфичным для образцов столовой свёклы и отсутствует у  расте
ний кормовой и сахарной свёклы. Сходство состава ампликонов обнаружено в образ
цах кормовой свёклы и у  гибрида сахарной свёклы иностранной селекции «Золеа» 
(800 п.н.).

П роведенный П ЦР-анализ геномной Д Н К  с полученными специфическими 
праймерами и последую щ ий электрофорез продуктов реакции в 1% агарозном геле 
показали неоднородность генетического материала исследуемых образцов при ис
пользовании маркеров PAW S 6 и PAW S 16. Применение данных праймеров при про
ведении П Ц Р-анализа позволило установить сходство и отличие в генетическом мате
риале образцов свеклы и провести скрининг гибридов.

В результате П Ц Р-анализа геномной Д Н К  со специфическими праймерами к 
микросателлите Bvv48 установлено наличие полиморфизма данного локуса у  пред
ставленных образцов (рис. 3). М аксимальное количество П Ц Р-продуктов раблюдалось 
в Д Н К  следующ их растений: 2, 3, 5, 6, 8, 9 с длинами 250, 500 и 800 п.н. Полученные 
данные свидетельствую т о высоком сродстве их генетического материала. Кроме того, 
использование сателлиты Bvv48 показало сходство Д Н К  между образцами М С-линий 
№ № 1 и 7, где проявляется только один продукт с длиной 250 п.н., что свидетельствует 
об их высокой степени гомозиготности. Данный продукт полимеразной цепной реак
ции со специфическими праймерами является универсальным, поскольку проявляет
ся у  всех представленны х образцов. Отличительные черты организации генома вы яв
лены у  образцов № 4 (кормовая красная свёкла) и № 10 «Золеа), где исследуемая сат- 
телита имеет двойное проявление, т. е. встречается два раза в их геноме.

Рис. 3. Амплификация геномной ДНК родительских форм свеклы и гибридных растений, со 
специфическими праймерами к сателлитной ДНК Bvv48 

Обозначениям -  МС 90-47 Р2, 2 -  КО-16, 3 -  ЛБС 16, 4 -  Кормовая красная Р3, 5 -  Кормовая 
красная Р5, 6 -  Золеа 1007, 7 -  МС 14044 Р2, 8 -  Бордо, 9 -  Цилиндра, 10 -  Золеа 1006, М -

маркеры ДНК.

В результате амплификации геномных Д Н К  растений, со специфическими 
праймерами к микросателлите Bvv48, было установлено, что искомая сателлитная 
Д Н К присутствует во всех образцах, но в разной степени вырожденности.
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Вы воды

1. Выявлена генетическая структура и полиморфизм по ретротранспозонам и 
миккросателлитным последовательностям Д Н К  сортотипов сахарной, столовой и 
кормовой свёклы (B. vulgaris L.) и внутривидовых гибридов для проведения их иден
тификации.

2. В составе генома сортотипов сахарной, столовой и кормовой свёклы обнару
жен общий ампликон длиной 700 п.н., что указы вает на некоторое сходство их гене
тического материала.

3. В образцах кормовой свёклы по локусу PawS 6 установлен дополнительный 
ампликон 400 п.н., свидетельствующ ий об отличии их от остальны х сортотипов.

4. Установлено, что при амплификации геномной Д Н К  с праймерами PawS 16 
фрагменты 900 п.н. являются специфическими для образцов столовой свёклы.

5. Выявлены отличительные черты организации генома у  образцов кормовой 
свёклы и гибрида сахарной свёклы иностранной селекции «Золеа», у  которых микро- 
сателлитный локус Bvv48 имеет двойное проявление в их геноме длиной 250 п.н.
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USING PCR-ANALYSIS TO REVEAL GENETIC POLYMORPHISM OF BEET 
(BETA VULGARIS L.) CULTIVARS
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This work is devoted to molecular-genetic study of beet (Beta vul
garis L.) cultivars. By retrotransposons and microsatellite loci, genetic 
structure and polymorphism of sugar, table and fodder beet cultivars 
and intraspecific hybrids produced with their participation have been 
revealed. Using the Вvv 48 microsatellite, characteristic features o f ge
nome organization in sugar and fodder beet are shown.
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