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Нуклеотидные замены в гене 
устойчивости к галловым 
нематодам сахарной свеклы
РЕЗЮМЕ
Цель работы – апробация специфических праймеров NEM06FWD2/NEM06REV2 и 
nem06FWD1/nem06REV1 для изучения гена устойчивости R6m-1 к галловым нема-
тодам (Meloidogyne spp.) в селекционных образцах сахарной свеклы. Материалом 
для исследования служили растения сахарной свеклы отечественной и зарубеж-
ной селекции. Для выявления связи гена R6m-1, локализованного на хромосоме 
1 и контролирующего стабильный уровень работы сигнальных киназ, с устойчиво-
стью сахарной свеклы к фитопатогенам, проведен ПЦР-анализ 10 образцов сахар-
ной свеклы с использованием 2 пар молекулярно-генетических маркеров. Вслед-
ствие амплификации выявлены ДНК-фрагменты длиной ~500 п.н. и ~100 п.н. 
В результате секвенирования полученных нуклеотидных последовательностей 
участка гена R6m-1 с последующим выравниванием в программе Geneious Prime 
идентифицированы 3 однонуклеотидные замены (A/G, G/C и G/A) в устойчивом ге-
нотипе МС11018. В гибриде иностранной селекции Хамбер обнаружена одна ну-
клеотидная замена (A/G) и 3 делеции. Можно предположить, что указанные SNPs 
могут формировать устойчивость путем замен аминокислоты в полипептидной 
цепи. Показано, что применяемые маркеры позволяют также дифференцировать 
гомозиготные и гетерозиготные генотипы по данному аллелю.

Nucleotide substitutions in the 
resistance gene to root-knot 
nematodes in sugar beet
ABSTRACT
Here we are testing the specific primers NEM06FWD2/NEM06REV2 and nem06FWD1/ 
nem06REV1 for the R6m-1 resistance gene to root-knot nematodes Meloidogyne spp. 
in breeding samples of sugar beet. Sugar beet plants of domestic and foreign breeding 
lines were the object of the study. To identify the relationship between R6m-1 gene, 
which is localized on the chromosome 1 and controls the stable level of the kinase activity 
signal, with sugar beet resistance to phytopathogens, PCR-analysis of 10 sugar beet 
samples were carried out using 2 pairs of molecular genetic markers. DNA amplification 
revealed a fragments ~500 bp and ~100 bp in length and as a result of sequencing of 
nucleotide sequences of R6m-1 gene region with subsequent alignment by Geneious 
Prime program, 3 single nucleotide substitutions (A/G, G/C, and G/A) in the resistant 
MS11018 genotype and one nucleotide substitution (A/G) and 3 deletions in a foreign 
hybrid Humber were identified. It can be assumed that these SNPs can form resistance 
by amino acid substitutions in the polypeptide chain. Finally, possibility to differentiate 
homozygous and heterozygous genotypes for this allele was shown.
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Введение
Сахарная свекла (Beta vulgaris L.) является наиболее 

важным источником  сахарозы (ФАО — 2012). Сахар яв-
ляется одним из основных компонентов  питания челове-
ка, источником быстро доступной энергии  для организ-
ма. Мировой спрос на него растет со скоростью около 
1 Мт (0,5%) в год, тогда как население мира увеличива-
ется примерно в три раза быстрее. Этот пробел в буду-
щем будет, вероятно, ликвидирован  за счет увеличения 
устойчивости и, как следствие, урожайности культуры. 
Как показывает практика возделывания культурных 
растений, наибольших успехов в создании урожайных, 
устойчивых и высококачественных сортов и гибридов, 
отвечающих требованиям современного производства, 
можно добиться при организации селекционной работы 
на молекулярно-генетической основе [1, 2]. 

Одним из серьезных заболеваний, снижающим уро-
жайность корнеплодов сахарной свеклы, является фи-
тогельминтоз, вызываемый разными вредителями — 
представителями типа первичноротых червей нематод 
(Nematoda) [3, 4]. Сахарную свеклу поражает преи-
мущественно свекловичная нематода, представитель 
вида Heterodera schachtii Schmidt, а также около шести 
видов галловых нематод рода Meloidogyne ssp., которые 
вызывают в основном корневое угнетение. Галловые не-
матоды (Meloidogyne spp.) являются одними из тех па-
тогенов сахарной свеклы, которые провоцируют гнили 
головок корнеплодов и образование корневых галлов, 
приводя к значительным потерям урожая [5, 6].  Отбор 
и использование культурных генетически устойчивых 
форм  сахарной свеклы в скрещиваниях может приве-
сти к сокращению применения химических препаратов 
против нематод, что, в свою очередь, снизит издерж-
ки производства и нагрузку на окружающую среду. За 
последние три десятилетия на помощь традиционной  
селекции пришли новые технологии — технологии ДНК- 
маркеров, что сделало селекцию более эффективной, 
отвечающей современным реалиям. Молекулярно-ге-
нетические маркеры являются надежным инструментом 
в руках экспериментатора, так как в основном наследу-
ются сцеплено, моногенно и кодоминантно. В Россий-
ской Федерации молекулярно-генетические исследо-
вания по сахарной свекле проводятся в незначительном 
объеме, не имеют широкого распространения и практи-
чески не используются в селекционном процессе. 

Большие исследования по фенологическому изуче-
нию устойчивости сортов сахарной и видов дикой свеклы 
к свекловичной цистообразующей нематоде Heterodera 
schachtii были осуществлены во ВИГИСе. Все исследо-
ванные образцы сахарной и столовой свеклы проявили 
восприимчивость к данному вредителю. Устойчивыми 
оказались дикие виды Beta patellaris, B.webbiana, B. 
procumbens, которые были использованы авторами в 
селекционном процессе в качестве источников устой-
чивости к свекловичной нематоде. Однако созданные 
гибриды обладали низкой продуктивностью [7]. Но 
вместе с тем особого внимания заслуживает изучение 
толерантности культуры и к галловой нематоде. Устой-
чивость к галловым нематодам была интрогрессирова-
на в сахарную свеклу (Beta vulgaris L.) из дикой свеклы 
(B. vulgaris ssp. maritima L.). Болезнь сахарной свеклы, 
вызванная Meloidogyne spp., проявляется галлами (на-
ростами), которые образуются на боковых и доминант-
ных корнях. Первоисточником устойчивости к болезни 
выступают дикие виды свеклы. Ранее устойчивость к 
нематодам идентифицирована у приморской свеклы, 

откуда и была интрогрессирована в сахарную свеклу 
(Beta vulgaris L.). В сахарную свеклу ген устойчивости 
встраивается при гибридизации с резистентными ви-
дами Beta vulgaris ssp. maritima, Beta procumbens и Beta 
patellaris и возвратными скрещиваниями [8]. Продемон-
стрировано, что в потомство F1 устойчивость передает-
ся согласно законам расщепления классической теории 
наследования, так как обеспечивается деятельностью 
однокопийного доминантного гена, названного R6m-1. 
Ген локализован на 1 хромосоме сахрной свеклы, на-
ходится, соответственно, в первой группе сцепления 
(NCBI). Установлена эффективность данного моногена 
против патогенного влияния шести различных предста-
вителей рода Meloidogyne spp. Ген обуславливает высо-
кий уровень экспрессии белков (киназ) — защитников, 
ингибирующих ферменты (протеиназы), действие ко-
торых приводит к разрушению плотной стенки клеток 
растений вредителем [9, 10]. Иностранными авторами 
с использованием RFLP-, RAPD-, SSR- и SNP-маркеров 
была проведена большая работа по выявлению локусов, 
связанных с устойчивостью/чувствительностью к галло-
вой нематоде. Исследования группы иранских ученых 
по поиску локализации гена устойчивости привели к 
конструированию CAPS-маркеров, посредством кото-
рых можно идентифицировать локусы, сцеплено насле-
дуемые с геном устойчивости к корневым нематодам 
(R6m-1). Дуплексное применение маркеров использо-
валось и ранее, в частности для определения устойчи-
вости к вирусным болезням риса [11–13].

Таким образом, применение специфических 
ДНК-маркеров для молекулярно-генетического отбора 
селекционного материала сахарной свеклы с генами 
устойчивости к нематоде является актуальным направ-
лением исследований.

Цель исследования — провести молекулярно-гене-
тический скрининг генотипов сахарной свеклы на нали-
чие генов устойчивости к фитогельминтозу.

Методика
В качестве материалов для исследования были ис-

пользованы генотипы сахарной свеклы отечественной 
селекции (мужскостерильные линии — МС-формы, 
сростноплодные опылители — Оп, простые гибриды F1) 
и гибриды зарубежной селекции — Шаннон, Митика, 
Хамбер, Баккара (Lion Seeds, Италия). 

Выделение геномной ДНК из растительной ткани 
осуществляли при помощи 25% SDS и 4,5М ацетата 
аммония, а также наборами для выделения ДНК (ООО 
«Синтол») [14, 15]. Качество экстрагированной ДНК 
было определено путем электрофореза в 0,8%-м ага-
розном геле с бромистым этидием. Для проведения 
экспериментов, в частности ПЦР-анализа, полученную 
ДНК растворяли в 10 мМ трис-НCl-буфере, рН 8,0, со-
держащем 0,1 мМ ЭДТА. Классическая полимераз-
но-цепная реакция была проведена на амплификаторе 
Genius (Великобритания). Условия проведения ПЦР-ре-
акции (в соответствии с характеристиками используе-
мых праймеров): 94 °C в течение 5 мин, далее 30 циклов 
со следующими условиями: 94,5 °C в течение 35 с, от-
жиг праймеров — 35 с, 72 °C в течение 45 с, и финальная 
элонгация при 72 °C в течение 4 мин.

В работе были использованы специфические прай-
меры на гены устойчивости к нематоде (NEM06FWD2/
NEM06REV2, nem06FWD1/nem06REV1) [12] (табл. 1).

Секвенирование осуществляли на генетическом ана-
лизаторе Applied Biosystems 3500 (ООО «Евроген»).
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Маркер Название 
праймера

Последовательность 5’-3’

nem06 nem06FWD1
nem06REV1

TGACGGGTTGTCAATATGC
TCCATTTCCTGACCTACAATTATT

NEM06 NEM06FWD2
NEM06REV2

AAAGAAAGGGAACTCAAATGTTAG
TCAGAATTGCTGAAGGTCATT

Результаты
Для профилактики инфицирования нематодами при 

посеве сахарной свеклы необходимо использовать ге-
нотипы, устойчивые к болезни.  

Для идентификации гена устойчивости к галловым 
нематодам R6m-1 у изучаемых се-
лекционных образцов сахарной све-
клы проводили амплификацию ДНК 
растений с использованием 2 пар 
специфических праймеров к данно-
му гену: NEM06FWD2/NEM06REV2 и 
nem06FWD1/nem06REV1. 

В результате проведения мульти-
плексного (комбинация двух и более 
праймеров) ПЦР-анализа у образ-
цов под № 1, 2, 4, 5, 6, 7 и 9 выявлено 
по два ампликона, размером ∼500 
п.н. и ∼100 п.н. Образцы под № 3 и 
8 обнаружили по одному ДНК-фраг-
менту по 124 п.н. и 475 п.н. (рис. 1).

Согласно группе авторов [12], 
проводивших и полевые исследо-
вания, наличие парных ампликонов 
свидетельствует о гетерозиготно-
сти материалов по данным аллелям, 
тогда как единичных — о гомозигот-
ности, где 124 п.н. говорит о воспри-

имчивости генотипа к болезни, а 475 п.н. — об устойчи-
вости. 

Образцы Хамбер и МС11018 были отсеквенированы 
и выравнены по нуклеотидным последовательностям в 
программе Geneious Prime (рис. 2, 3).

При выравнивании нуклеотидных последовательностей 
областей гена R6m-1 с аннотированной последователь-
ностью генотипа Beta vulgaris L. (GenBank № HQ709091.1 
NCBI) у устойчивого генотипа МС11018 выявлены SNPs в 
трех позициях: 24 (A/G), 248 (G/C) и 393 (G/A). 

При поиске гомологии полученного фрагмента дли-
ной 124 п.н. (предположительно чувствительный гено-

Рис. 1.  Электрофореграмма разделения ПЦР-продуктов, полученных с применением 
праймеров NEM06FWD2/NEM06REV2 и nem06FWD1/nem06REV1. Обозначения 
образцов: 1 — Шаннон, 2 — Митика, 3 — Хамбер, 4 — Баккара, 5 — ОП19172, 6 — 
ОП19179, 7 — МС10039, 8 — МС11018, 9 — F119170, 10 — F119176. М — маркер 
молекулярных масс ДНК GeneRuler™ («ThermoScientific», США), К- —  ПЦР-смесь 
без ДНК

Fig. 1.  Analysis of DNA fragments amplified with primers NEM06FWD2/NEM06REV2 and nem06FWD1/
nem06REV1. Sample designations: 1 — Shannon, 2 — Mitika, 3 — Hamber, 4 — Bakkara, 5 — 
OP19172, 6 — OP19179, 7 — МS10039, 8 — МS11018, 9 — F119170, 10 — F119176. M — 
GeneRuler™ DNA molecular weight marker (“ThermoScientific”, USA); К- —  PCR mixture without 
DNAs

Рис. 2.  Локализация SNPs в генотипе МС11018 (на фото: ген B 475 bp)

Fig. 2. Localization of single nucleotide polymorphisms in sample MS11018

Рис. 3.  Локализация SNP и делеций в генотипе Хамбер (на фото: ген 3 125 bp)

Fig. 3. Localization of single nucleotide polymorphisms in sample Humber
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тип, Хамбер) с участком аннотированной ДНК (GenBank 
№ HQ709091.1 NCBI)  выявлена однонуклеотидная за-
мена в позиции 34 (A/G) и три делеции, в позициях 35, 
36 и 49.

Таким образом, в результате проведенного генетиче-
ского анализа нами установлено 2 новых  (G/C, G/A) и 
один (A/G) ранее описанный в иностранной литературе 
SNPs в геноме устойчивого материала. Можно предпо-
ложить, что данные однонуклеотидные замены играют 
решающую роль в формировании устойчивости к дан-
ной болезни. Но для точного подтверждения вклада об-
наруженных SNPs в формирование устойчивости к не-
гативному воздействию галловых нематод необходимо 
секвенировать большее количество как чувствительных, 
так и устойчивых генотипов сахарной свеклы. Данные 
исследования будут продолжаться в плане увеличения 
объема изучаемых генотипов и испытаний в полевых ус-
ловиях.

Выводы
В результате молекулярно-генетического анализа 

гена устойчивости к нематодам R6m-1 у резистентного 
генотипа сахарной свеклы МС11018 были выявлены как 

новые (C/T, G/T, G/C), так и ранее известный (G/A) SNP, 
которые, предположительно, и обеспечивают его устой-
чивость к болезни, являясь причиной замен определен-
ных аминокислот в полипептидной цепи. Проведенные 
экспериментальные исследования показали, что при-
меняемый подход при тестировании селекционных 
материалов Beta vulgaris L. на устойчивость к галловой 
нематоде с использованием специфических прайме-
ров может использоваться в практической селекцион-
ной работе. Более того, примененные маркеры четко 
дифференцируют гомозиготные и гетерозиготные по 
данному локусу генотипы, что является основным пре-
имуществом перед фенотипированием. Это позволит 
выявлять неоднородность партий семян по данному 
признаку.

Необходимо дальнейшее расширение и углубление 
молекулярно-генетических исследований при отборе 
форм сахарной свеклы с повышенной устойчивостью к 
биотическим факторам среды для оптимизации селек-
ционного процесса в целом. Использование молеку-
лярных методов в селекции сахарной свеклы открывает 
новые возможности для целенаправленного создания 
устойчивых селекционно-ценных гибридов. 
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