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Большой ущерб картофелеводству наносят цистообразующие не
матоды, к которым относятся два вида: Globodera pallida (Stone) 
Behrens -  объект внешнего карантина и Globodera rostochiensis 
(Wollenweber) Behrens -  объект внутреннего карантина в Российской 
Федерации. Создание сортов картофеля, устойчивых к G. rostochiensis 
является одним из приоритетных направлений российской селекции 
уже несколько десятилетий, в то время как целенаправленный поиск 
источников устойчивости к G. pallida в нашей стране до последнего 
времени фактически не проводился, поскольку данный патоген в 
России не выявлен, хотя обнаружен в соседних странах. Возможно
сти проведения отбора устойчивых к G. pallida генотипов с исполь
зованием традиционных фитопатологических методов предельно 
ограничены, поэтому информация о наличии в отечественном селек
ционном генофонде источников устойчивости к данному патогену 
имеет особое значение.
В статье представлены результаты молекулярного скрининга 160 
сортов российской селекции и селекции стран ближнего зарубежья 
из коллекции ВИР на наличие аллель-специфичного маркера гена 
Gpa2, обеспечивающего устойчивость селекционных сортов кар
тофеля к G. pallida (патотипам Ра2/РаЗ). Показано, что среди 160 
сортов выборки 19 имеют диагностический фрагмент маркера гена 
Gpa2 -  Gpa2-2. Выделенные в молекулярном скрининге 19 сортов 
одновременно содержали аялель-специфичные маркеры генаЛ*./, 
контролирующего устойчивость к вирусу X картофеля (PVX).

Ключевые слова: Solatium tuberosum, селекционные сорта, маркер 
опосредованная селекция (MAS), ДНК-маркерыЛ-гены,
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Great damage to potato production is caused by cyst nematodes, which 
include two species: Globodera pallida (Stone) Behrens, the object of 
external quarantine, and Globodera rostochiensis(Wollenweber)Belv;ens, 
the object of internal quarantine in the Russian Federation. The breeding 
of varieties resistant to the G. rostochiensis has long been one of the 
priorities of Russian potato breeding, while a targeted search for sources 
of resistance to G, pallida in our country until recently was not actually 
carried out, since this pathogen was not detected in Russia, although 
it was traced in neighboring countries. The possibilities of selection 
of G. pallida-resistant genotypes using traditional phytopathological 
methods are extremely limited, so the information about the presence 
of markers of resistance genes to this pathogen in the domestic breeding 
gene pool is of particular importance.
Here we present the results of molecular screening of 160 varieties bred 
in Russia and in adjacent countries from the collection of VIR for the 
presence of markers of Gpa2 gene, which provides resistance of potato 
Varieties to G. pallida (Pa2/Pa3 pathotypes).
It is shown that among 160 varieties of the analyzed subset 19 have a di
agnostic fragment of the allele-specific marker of the Gpa2 gene -  Gpa2-2. 
These 19 varieties isolated in molecular screening simultaneously con
tained allele-specific markers of the Rxl gene controlling resistance to 
potato virus X (PVX).
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Введение

Большой ущерб картофелеводству наносят цисто
образующие нематоды, к которым относятся два вида: 
золотистая картофельная нематода Globodera rostochiensis 
(Wollenweber) Behrens и бледная картофельная нематода 
Globodera pallida (Stone) Behrens . Вид G. rostochiensis 
имеет пять патотипов (Rol — Ro5), вид G. pallida имеет 
три патотипа (Pal, Ра2/РаЗ). Помимо значительных потерь 
урожая у восприимчивых сортов картофеля (до 50% со
гласно Tmdgill. 1986). опасность распространения цисто
образующих нематод связана с долговременной потерей 
зараженных территорий для возделывания картофеля, по
скольку цисты могут сохранять жизнеспособность в почве 
до 20 лет (Evans, Stone, 1977).

G. rostochiensis и G. pallida  широко распростране
ны в странах Южной и Северной Америки, Азии, Аф
рики и в странах западной Европы (ЕРРО, 2003, 2014; 
CABI / ЕРРО, 2011, 2015). На территории Российской 
Федерации выявлен только один вид G. rostochiensis 
(и один его патотип — Rol), который распространен очагами 
в 7 федеральных округах на территории общей площадью 
более полутора миллионов гектаров (Khiutti et a I., 2017). 
Согласно Bradshaw et al. (2006) ген HI обеспечивает эффек
тивную защиту сортов картофеля против патотипа Rol G. 
rostochiensis уже более 50 лет. Доминантный аллель гена 
Н1 широко распространен в зарубежных сортах и часто 
(30-60%) встречается в проанализированных российских 
сортах (Birjukova et al., 2008: Antonova et al., 2016; Klimenko 
et al., 2017). Создание сортов картофеля, устойчивых к 
золотистой картофельной нематоде является одним из при
оритетных направлений отечественной селекции уже не
сколько десятилетий.

Второй вид цистообразующих нематод— Globodera 
/ю/Шя-является более агрессивным видом, так как способен 
поражать сорта картофеля устойчивые к G. rostochiensis, 
несущие доминантный аллель гена H I (Khiutti et al., 2017). 
Вид G. pallida в РФ пока не обнаружен (Limantseva et al., 
2014; Khiutti et al., 2017 ). В то же время, существует 
большая опасность ухудшения фитосанитарной ситуации 
и появления в РФ бледной картофельной нематоды из-за 
регулярных поставок семенного картофеля из зарубежных 
стран, а также из-за обнаружения G. pallida в сопредельных 
с Россией государствах: Норвегии, Финляндии (Holgado, 
Magnusson, 2010; ЕРРО, 2014), и в Украине (Pylypenko et al., 
2005). Поскольку бледная картофельная нематода является 
объектом внешнего карантина, целенаправленный поиск 
источников устойчивости к этому виду нематод в РФ до 
последнего времени фактически не проводился.

Использование маркер-ориентированной селекции по
зволяет выявлять источники устойчивости и проводить пре
вентивную селекцию на устойчивость к объекту внешнего 
карантина — G. pallida-до  момента появления патогена на 
территории России, а также проводить работы по пирами
дированию ^-генов устойчивости к разным видам нематод.

Ген G pa2  яв л яется  осн овны м  (m ajo r) геном , 
контролирующим устойчивость селекционных сортов 
картофеля к бледной картофельной нематоде (патотипам 
Ра2/РаЗ) (van der Voort et al., 1997; van der Vossen et al., 2000). 
Gpa2 картирован на дистальном участке хромосомы XII, в 
составе небольшого кластера, включающего 4 гомологичные 
RGH-(Resistance Gene Homologues) последовательности, 
две из которых идентифицированы как гены Gpa2 и Rx I . 
одна (SH-RGH1) — как ген устойчивости к неизвестному 
патогену, и еще одна является псевдогеном (Bendahmane 
et al., 1999; van der Vossen et al., 2000). В пределах 
этого кластера ген Gpa2 расположен проксимально, 
а ген R xl (детерминирующий устойчивость к вирусу 
X картофеля — PVX) — дистально по отношению 
к центромере. На основании ко-сегрегационного анализа 
расстояние между этими генами оценивается в 0,02 сМ 
(Van der Vossen et al., 2000; Van der Voort et al., 1999). Для 
скрининга на наличие доминантного аллеля гена Gpa2 
в разное время были разработаны несколько маркеров 
CAPS-маркеры 77R/HaeIII (van der Voort et al., 1997) и 
GP34/TaqI (Milczarek et al., 2011), сцепленные с Gpa2, 
оказались недостаточно эффективны — совпадение 
результатов MAS анализа с данными фитопатологических 
тестов составило только 6,7% и 26,7% соответственно 
(M ilczarek et al., 2011). Позднее были предложены 
внутригенные маркеры G pa2-1 и G pa2-2, которые 
в настоящее время преимущественно используются в MAS 
(Asano et al., 2012; Makhanko et al., 2014), в том числе 
российскими исследователями (Birjukova et al., 2015, 2016; 
Gavrilenko et al., 2018; Sajnakova et al., 2018).

Аналогично, для выявления доминантных аллелей гена 
Rxl первыми были разработаны многочисленные CAPS-мар- 
керы (Bendahmane et al., 1997, Kanyuka et al., 1999). Из 
них наиболее часто в молекулярном скрининге применял
ся маркер CP60/DdeI_350 (Gebhardt et al., 2006). однако 
постепенно накапливалась информация о том, что этот 
маркер не способен дифференцировать разные гены устой
чивости к PVX-Rxl (хромосома XII) и 11x2 (хромосома V) 
(Ahmadvand et al., 2013).

Японскими исследователями (Mori et al., 2011) был 
разработан STS-маркер PVX 1230, сцепленный с геном 
Rxl. Этот маркер активно используется и в настоящее время 
(Biijiikova et al., 2015, 2016; Sajnakova et al., 2018), но ряд 
авторов сообщает о его нестабильной амплификации и о 
наличии ложнопозитивных сигналов у восприимчивых 
сортов (Nie et al., 2017; Gavrilenko et al., 2018). На основе вы
равнивания последовательностей генов Rxl и Rx2 были раз
работаны внутригенные маркеры lRxl и 5Rxl, специфично 
детектирующие доминантные аллели гена R xl (Ahmadvand 
et al., 2013). Эти маркеры эффективны при скрининге ма
териала зарубежной селекции (Ahmadvand et al., 2013; 
Nie et al., 2017) и начинают использоваться российскими 
исследователями и селекционерами (Gavrilenko et al., 2018). 
Вирус X картофеля (PVX) распространен повсеместно и 
относится к экономически значимым патогенам картофеля.

Plant Biotechnology and Breeding
43

2 0 1 9 :2 (1 }



Клименко Н. С., Гавриленко Т. А., Костина Л. И., Мамадбокирова Ф. Т., Антонова О. Ю.

Цель работы состояла в проведении молекулярного 
скрининга селекционных сортов картофеля из коллекции 
ВИР и идентификации генотипов с диагностическими 
фрагментами аллель-специфичных маркеров гена (!ра2. 
определяющего устойчивость к объекту внешнего каран
тина -  бледной картофельной нематоде, а также маркеров 
гена Rxl, детерминирующего устойчивость к PVX. Следует 
отметить, что информация о распространении доминант
ного аллеля гена Gpa2 в генофонде отечественных сортов 
ограничена, поскольку в известных нам работах указыва
лись только MAS-позитивные сорта, а данные о MAS-не- 
гативных сортах не приводились (Makhanko et ah. 2014; 
Biijukva et al., 2015,2016).

Материалы и методы

Материалом для исследования послужили 160 оте
чественных селекционных сортов картофеля из коллек
ции ВИР, которые перечислены в разделе «Результаты». 
Сорта картофеля предварительно были верифицированы

куратором коллекции д-ром биол. наук JI. И. Костиной по 
комплексу морфологических характеристик. В качестве 
положительных контролей при проведении молекулярного 
скрининга использовали сорта, для которых в литературе 
было ранее показано присутствие диагностических фраг
ментов определенных маркеров — гена Gpa2 для сорта 
Atlantic (Asano et al., 2012) и маркеров гена Rxl для сортов 
Сага и Sante (Ahmadvand et al., 2013).

Выделение ДНК. Для получения препаратов ДНК ис
пользовали листья растений из полевого генбанка ВИР. ДНК 
выделяли с использованием ранее модифицированного нами 
метода СТАВ-экстракции (Gavrilenko et al., 2013); в случае 
сильного загрязнения препаратов полифенольными соеди
нениями проводили дополнительную очистку при помощи 
поливинилполипирролидона.
MAS. Молекулярный скрининг был проведён с исполь
зованием аллель-специфичных STS-маркеров /d-генов, 
детерминирующих устойчивость к G. pallida (патотипы 
Ра2 и РаЗ) и к PVX. Сведения об использованных маркерах 
и праймерах представлены в таблице 1.

Таблица 1. Использованные в работе маркеры /?-генов устойчивости 
Table 1. DNA markers of if-genes used in this study
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Литературный
источник

Устойчивость к Globoderapallida (патотипы Ра2 и РаЗ)

Gpa2 XII Gpa2-2 60 F: GCACTTAGAGACTCATTCCA 
R: ACAGATTGTTGGCAGCGAAA 452 Asano et al. 2012

Устойчивость кХВК

Rxl XII PVX 58

lR xl 60

5Rxl 62

RxSP-S3 (F): ATCTTGGTTTGAATACATGG 
RxSP-A2 (R): С AC AAT ATTGGAAGGATTC A

F: GGAGAAATCCTGCAATATAAT 
R: CGACCGAACTTACATTTTCCC

F: TCAGGGCAAAACCCTAACAC 
R: ATCGGCCTAGAGTGACATCG

1230

974

186

Mori et al., 2011

Ahmadvand et al., 2013

Ahmadvand et al., 2013

ПЦР осуществляли в 20 мкл реакционной смеси, со
держащей 40 нг ДНК картофеля, 1х реакционный буфер 
(Диалат, Москва), 2,5 мМ MgCl2. по 0,5 мМ каждого из 
нуклеотидтрифосфатов (dNTP's). 200 нМ прямого и об
ратного праймеров, и 1 ед. /я^-полимсразы (фирма «Диа
лат», Москва, http://dialat.ru/). Условия ПЦР соответство

вали предложенным разработчиками праймеров (табл. 1). 
ПЦР-продукты разделяли электрофорезом в 2% агарозном 
геле в присутствии бромистого этидия и визуализировали 
в проходящем УФ свете. Все анализы проводили не менее 
чем в трех повторностях.
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Результаты и обсуждение

Для идентификации носителей доминантного аллеля 
гена Gpa2 устойчивости к бледной картофельной нематоде 
был проведен молекулярный скрининг 160 отечественных 
селекционных сортов картофеля с аллель-специфичным 
маркером Gpa2-2. Данные молекулярного скрининга анали
зируемой выборки представлены на рисунке 1 и в таблице 
2. По результатам скрининга выборки были выделены 19 
сортов (11,9%), генерирующих диагностический фрагмент 
размером 452 п. о. (рисунок 1 А). Из 160 проанализиро
ванных сортов, 154 были проанализированы впервые, а 6 
сортов — Вектар. Живица, Одиссей (Makhanko et al., 2014)* 
Дарковичский, Россиянка и Утенок (Biijukova et al., 2015) 
ранее уже участвовали в молекулярном скрининге с мар
кером Gpa2-2. Эти 6 сортов были MAS-позитивными как 
по нашим данным, полученным при изучении образцов

коллекции ВИР, так и по данным указанных выше авторов, 
анализировавших сорта из коллекций институтов-ориги- 
наторов.

Ранее большинство (144 из 160) изученных в данной 
работе сортов из коллекции ВИР было также протестировано 
нами на наличие маркеров генов устойчивости к другому 
виду цистообразующих нематод — золотистой картофельной 
нематоде G. rostochiensis (патотип Rol) (Antonova et al., 
2016; Klimenko et al., 2017). Сопоставление этих данных 
с результатами настоящей работы позволило выявить 
пять сортов (Бежицкий, Живица, Прайса, Пролисок, 
Россиянка) с маркерами генов устойчивости к обоим 
видам нематод — G. pallida и G. rostochiensis — объектам 
внешнего и внутреннего карантина соответственно 
Маркерные профили сортов Живица и Россиянка совпадают 
с указанными ранее в литературных источниках (Makhanko 
et al., 2014, Biijukova et al., 2015).

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1112 13 14 15 16 M

500

250

1000

В

Рис. 1. Диагностические фрагменты маркеров гена Gpa2 (А -  маркер Gpa2-2) и гена Rxl (В -  маркер 
lR xl, С -  маркер 5Rxl) при ПЦР-анализе 16 сортов картофеля: 1 -  Алиса, 2 -  Антошка, 3 -  Белоснежка, 
4 -  Приморский, 5 -  Приекульский ранний. 6 -  Рамзай, 7 -  Прибрежный, 8 -  Рассвет, 9 -  Теща, 10 -  Резерв. 
11 -  Северянин. 12 -  Чайка, 13 -  Фермер, 14 -  Чая, 15 -  Фокинский, 16 -  Эффект. М -  маркеры молекулярного 

веса (А -маркер «1 kb», В и С -  маркер «100 Ьр+1500», оба маркера фирмы «СибЭнзим»)
Fig. 1. The diagnostic fragments of markers of genes Gpa2 (A -  marker Gpa2-2) and Rxl (B -  marker LRxl. 
С -  marker 5Rxl) detected in PCR analysis of 16 potato varieties: 1 -  Alisa, 2 -  Antoshka, 3 -  Belosnezhka, 
4 -  Primorskij, 5 -  Priekul’skij rannij, 6 -  Ramzaj, 7 -  Pribrezlmyj, 8 -  Rassvet, 9 -  Teshcha, 10 -  Rezerv, 
11 -  Severyanin, 12-Chajka, 13-Fermer, 14-Chaya, 15-Fokinskij, 16-Effekt. M -m olecular weight markers 

(A -marker «1 kb». В and С -marker «100 bp+1500», both markers from SibEnzyme)
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Та же самая выборка из 160 сортов была использована 
для молекулярного скрининга с тремя маркерами гена 
Rxl — PVX, lR xl и 5Rxl. Ранее мы отмечали нестабиль
ную амплификацию маркера PVX (Gavrilenko et al., 2018). 
В данном исследовании при использовании маркера PVX 
также периодически наблюдались регулярные несовпа
дения результатов разных повторностей у ряда образцов. 
Поэтом)' в дальнейшем мы опирались на результаты MAS 
с внутригенными маркерами lR x l и 5Rxl (рис. 1 В, С),

для которых все повторности совпадали. Все 160 сортов 
выборки были впервые проскринированы на наличие мар
керов lRxl и 5Rxl. Диагностические фрагменты обоих этих 
маркеров были выявлены у 19 сортов (11,9% выборки). 
Эти же сорта одновременно обладали и маркером Gpa2-2 
гена Gpa2 (табл. 2), что, очевидно, объясняется тесным 
сцеплением генов Gpa2 и Rxl (van der Vossen et al., 1999, 
2000; van der Voort et al., 1999).

Таблица 2. Результаты молекулярного скрининга 160 сортов картофеля с использованием маркеров
генов Gpa2 и Rxl

Table 2. Results of molecular screening of 160 varieties with the markers of Gpa2 и Rxl genes

Ген

Название сорта
Gpa2 Rxl

Маркер

Gpa2-2 lR xl 5 Rxl

1 1 1 N=19
— Алиса, Бежицкий, Болвинский. Букет, Дарковичский, Победа. Прайса. 

Приморский, Рамзай. Россиянка, Теща, Утенок, Чайка. Юбилейный Осетии (RUS).
— Вектар, Живица, Одиссей (BLR).
— Бородянский розовый. Пролисок (UKR).

0 0 0 N=141
— Аврора. Алена, Аметист, Амур, Антошка. Барин. Барон, Белоснежка, Белуха. 
Большевик, Брат-2, Бронницкий. Брянская новинка. Брянский деликатес, Брянский 
красный. Брянский надежный, Брянский ранний, Вармас. Веселовский 2-4, 
Ветеран, Виза. Волжский, Вятка, Горизонт, Горноуральский, Горянка, Губернатор, 
Диво, Донцовский, Дружный, Жаворонок. Загадка, Зауральский. Звездочка, 
Зольский, Имандра. Искра, Кабардинский, Калинка. Каменский, Камераз, Катюша 
(селекция ПСВИР), Кемеровский, Колпашевский, Кореневский, Кормилец, 
Корона, Красавица. Красная горка. Красная заря. Красная роза. Красноуфимский, 
Кристалл, Кустаревский, Ладожский, Лазарь. Лакомка. Лекарь, Лидер, Лорх, 
Маугли, Москворецкий, Мурманский, Мусинский, Надежда, Нальчикский, Нарт 
1, Нарымка, Наука, Никулинский. Огниво. Октябренок. Олимп, Парус, Погарский, 
Престиж, Прибрежный, Призер, Приобский, Рапсодия, Рассвет, Резерв, Ресурс, Русич, 
Рябинушка. Сапрыкинский, Свенский. Северянин, Сентябрь. Синева, Скороплодный, 
Смена, Сокольский, Солнышко, Томич, Успех, Фаленский, Фермер, Филатовский, 
Фокинский. Хибинский ранний. Чая, Шаман. Шурминский 2, Энергия, Эффект, 
Юбилей Жукова, Юпитер (RUS).
— Альпинист, Архидея, Гарант, Гранат, Здабытак, Комсомолец-20, Лазурит, Ласунак, 
Лошицкий, Манифест, Нарочь, Пригожий 2, Росинка (Расшка), Синтез, Скарб. Темп, 
Явар (BLR).
— Гарт, Зарево, Катюша (Украина), Луговской, Лыбидь, Незабудка, Нестеровский, 
Ромашка. Румянка, Ру салка, Украинский розовый (UKR)
— Варена (LTU).
— Лаймдота, Приекульский ранний (LVA).
— Мате (EST).
— Светлячок (MDA).

В скобках указана страна происхождения сортов: RUS -  Россия, BLR -  Белоруссия, 
UKR -  Украина, LTU -  Литва, LVA -  Латвия, MDA -  Молдавия, EST -  Эстония
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Заключение
Результаты молекулярного скрининга с маркером гена 

Gpa2 позволяют идентифицировать потенциально устой
чивые к G. pallida сорта картофеля и проводить в дальней
шем превентивную селекцию на устойчивость к данному 
объекту внешнего карантина. В данной работе среди 160 
сортов выборки идентифицированы 19 (11,9%) сортов с ди
агностическим фрагментом аллель-специфичного маркера 
гена Gpa2 — Gpa2-2.

С учетом полученных нами ранее данных молекуляр
ного скрининга 33 сортов селекции ЛенНИИСХ «Бело- 
горка» среди которых было выявлено пять с маркерами 
гена Gpa2 (Алый парус, Даная, Оредежский, Сиреневый 
туман. Чароит) (Gavrilenko et al., 2018), суммарно среди 
193 отечественных сортов идентифицировано 24 (12,4%) 
потенциальных источников устойчивости к бледной кар
тофельной нематоде. Отметим, что ряд MAS-позитивных 
сортов уже районированы в регионах РФ (http://www. 
kartofel.org), сопредельных со странами, в которых была
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