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Одним из серьезных заболеваний, снижающим урожайность корнеплодов сахарной свеклы, является не-
матодоз, вызываемый разными вредителями – представителями типа первичноротых червей нематод 
(Nematoda). Сахарную свеклу поражает преимущественно свекловичная нематода, представитель вида 
Heterodera schachtii Schmidt, а также около шести видов галловых нематод рода Meloidogyne spp., которые 
вызывают в основном корневое угнетение. Галловые нематоды (Meloidogyne spp.) являются одними из тех 
патогенов сахарной свеклы, которые как прямо, так и косвенно провоцируют гнили головок корнеплодов и 
образование корневых галлов, приводя к значительным потерям урожая. Отбор и использование культур-
ных генетически устойчивых форм сахарной свеклы в скрещиваниях может привести к сокращению при-
менения химических препаратов против нематод, что, в свою очередь, снизит издержки производства и 
нагрузку на окружающую среду. Наиболее верная стратегия – это селекция устойчивых сортов и гибридов 
сахарной свеклы на генетической основе. Представлены результаты молекулярно-генетического тестиро-
вания селекционного материала сахарной свеклы отечественной и зарубежной селекции на нали-
чие/отсутствие доминантного гена устойчивости к корневым нематодам R6m-1, локализованного на пер-
вой хромосоме. Результаты исследований показали, что применяемый подход при скрининге гибридов 
сахарной свеклы на устойчивость к корневым нематодам может успешно использоваться на практике. Вы-
делены 4 образца растений сахарной свеклы (Украина, Россия, Швеция, Болгария), несущие ген устойчи-
вости к галловой нематоде. Данные растения можно рекомендовать для использования как исходный ма-
териал при селекции на устойчивость к болезням. Таким образом, результаты проведенных ПЦР-анализов 
свидетельствуют о необходимости дальнейшего расширения и углубления молекулярно-генетических ис-
следований для отбора форм сахарной свеклы с повышенной устойчивостью к биотическим стрессам для 
оптимизации селекционного процесса в целом. 
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: полимеразно-цепная реакция (ПЦР), праймеры, сахарная свекла, нематоды, ген  
устойчивости, гетерозиготы, селекционные материалы. 
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One of the serious diseases reducing the sugar beet root yield is nematodosis, which is caused by various pests 
belonging to the type of protostome nematode worms (Nematoda). Sugar beet is mainly affected by the sugar beet 
nematode (a representative of Heterodera schachtii Schmidt species) and about six species of gall nematodes of 
Meloidogyne spp. that cause mainly the root depression. Gall nematodes (Meloidogyne spp.) are one of those 
pathogens of sugar beet that are both a direct and indirect causative agent of crown rot and formation of root galls and 
lead to significant crop losses. The selection and use of cultivated genetically-resistant forms of sugar beet in crosses 
can lead to a reduction in the use of chemicals against nematodes, which in turn will reduce the production costs and 
environmental stress. The most reliable strategy is the selection of resistant varieties and hybrids of sugar beet on a 
genetic basis. The results of molecular genetic testing of domestic and foreign sugar beet breeding material for the 
presence/absence of the R6m-1 dominant gene of resistance to root-knot nematodes, which is localized on the first 
chromosome are presented. The results of research showed that the approach used for screening the sugar beet 
hybrids for resistance to root-knot nematodes can be successfully used in practice. Four samples of sugar beet plants 
(Ukraine, Russia, Sweden, and Bulgaria) bearing the gene of resistance to gall nematode were identified. These plants 
can be recommended for use as parent material in breeding for disease resistance. Thus, the results of PCR assays 
indicate the need for further advanced molecular genetic studies for the selection of sugar beet with increased 
resistance to biotic stresses in order to optimize the breeding process in general. 
KEY WORDS: polymerase chain reaction (PCR), primers, sugar beet, nematodes, resistance gene, heterozy-
gotes, breeding materials. 
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ведение 
Серьезным заболеванием, снижающим урожайность корнеплодов сахарной  

            свеклы, является нематодоз, вызываемый разными вредителями – представите-
лями типа первичноротых червей нематод (Nematoda). Сахарную свеклу поражает пре-
имущественно свекловичная нематода, представитель вида Heterodera schachtii Schmidt, 
а также около шести видов галловых нематод рода Meloidogyne spp., которые вызывают в 
основном корневое угнетение. Галловые нематоды (Meloidogyne spp.) являются одними 
из тех патогенов сахарной свеклы, которые как прямо, так и косвенно провоцируют гни-
ли головок корнеплодов и образование корневых галлов, приводя к значительным поте-
рям урожая [10]. 

Распознавание устойчивых генотипов в классических селекционных программах 
требует много времени и труда, что сегодня является непозволительной роскошью. Се-
лекционный процесс можно ускорить, используя преимущества молекулярной (MAS) 
селекции. Целесообразно применение молекулярно-генетических маркеров, сцеплен-
ных с локусами, ответственными за устойчивость растений к болезни. Сегодня практи-
чески во всех свеклосеющих странах молекулярные маркеры широко интегрированы в 
селекционные программы.  

Иностранными авторами были протестированы RFLP, RAPD, SSR и SNP марке-
ры на выявление локусов, связанных с устойчивостью/чувствительностью к галловой и 
свекловичной нематодам [1, 2, 3, 8]. 

Установлено, что гены, которые обеспечивают устойчивость к корневым нема-
тодам, отсутствуют у возделываемых гибридов сахарной свеклы. Источниками устой-
чивости являются дикие виды свеклы. Ранее устойчивость к нематодам идентифициро-
вана у приморской свеклы, откуда и была интрогрессирована в сахарную свеклу (Beta 
vulgaris L.). В сахарную свеклу ген устойчивости переносится путем гибридизации с 
устойчивыми видами Beta vulgaris ssp. maritima, Beta procumbens и Beta patellaris и воз-
вратными скрещиваниями [5, 7]. Продемонстрировано, что в потомство F1 устойчи-
вость передается согласно законам расщепления классической теории наследования, 
так как обеспечивается деятельностью однокопийного доминантного гена, названного 
R6m-1. Установлена эффективность данного моногена против патогенного влияния 
шести различных представителей рода Meloidogyne spp. [11]. Ген обеспечивает высокий 
уровень экспрессии защитных белков – ингибиторов протеиназ, с помощью которых 
вредитель разрушает клеточную оболочку растений. 

Исследования группы иранских ученых по поиску локализации гена устойчиво-
сти привели к конструированию CAPS маркеров Nem06, NEM06 и nem06, сцепленных 
с геном устойчивости к корневым нематодам (R6m-1) [1].  

Отбор и использование культурных генетически устойчивых форм сахарной 
свеклы в сельскохозяйственных экосистемах может привести к сокращению примене-
ния химических препаратов против нематод, что, в свою очередь, снизит издержки 
производства и нагрузку на окружающую среду. Наиболее верная стратегия – это се-
лекция устойчивых сортов на генетической основе. В связи с этим тестирование селек-
ционных материалов сахарной свеклы на наличие генов устойчивости к нематодозам 
является актуальным. 

Целью данной работы являлось апробирование и отбор молекулярно-генетических 
маркеров, позволяющих идентифицировать ген устойчивости к корневым нематодам.  

Материалы и методы 
В качестве материала для исследований на наличие генов устойчивости к болез-

ни использованы растения 6 гибридов сахарной свеклы отечественной и зарубежной 
селекции (см. табл.). 
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 Происхождение исследуемых генотипов сахарной свеклы 

№ образца Образец Происхождение 
1 H7581 (гибрид) Швеция 
2 БО32 4Х (Белоцерковская односемянная 32 тетраплоид) Украина 
3 P1537 (Рамонский, сахаристый сортотип) Россия 
4 Z67-Z тип (сахаристый сортотип) Германия 
5 Poli (церкоспороустойчивый сортотип) Болгария 
6 4HH25 (гибрид) США 
 
Для проведения экспериментов осуществлялось выделение тотальной ДНК из зе-

леной массы растений, с применением 7,5М ацетата аммония, протеиназы К и 20% SDS 
[4, 6]. Качество выделенной ДНК определялось электрофорезом в 1,5% агарозном геле. 
Полученная ДНК, растворенная в 10 мМтрис-НCl-буфере (ТЕ), содержащем 0,1 мМ ЭДТА, 
использовалась для проведения полимеразно-цепной реакции. Амплификация проводи-
лась на термоциклере «Genius» (Великобритания).  

Для проведения амплификации были подобраны следующие параметры:  
- предварительная денатурация: 94°С в течение 5 минут; 
- 35 циклов: 94°С – 30 с, температура отжига (59°С) – 30 с, 72°С – 60 с;  
- финальный этап элонгации цепи: 72°С – 5 минут. 
Визуализация ПЦР-фрагментов происходила под УФ-лучами в трансиллюмина-

торе Vilber. 
Идентификация гена устойчивости к корневым нематодам осуществлялась при 

помощи следующего аллель-специфичного праймера [1, 9]: 
Nem 06 F - 5, -TGCCGAGCTGCTTGACGGGTTGTC– 3, 
Nem 06 R - 5, -GTTTCGCTCCTCAGAATTGCTGAAG– 3. 
Гомо- и гетерозиготность исследуемых образцов также устанавливалась аллель-

специфичными праймерами [1]:  
nem06 F - 5, -TGACGGGTTGTCAATATGC– 3, 
nem06 R - 5, TCCATTTCCTGACCTACAATTATT– 3, 
NEM06 F - 5, AAAGAAAGGGAACTCAAATGTTAG– 3, 
NEM06 R - 5, TCAGAATTGCTGAAGGTCATT– 3. 
Результаты и их обсуждение 
Для профилактики инфицирования нематодами при посеве сахарной свеклы це-

лесообразно использовать формы, устойчивые к данной болезни.   
 

                                       1         2          3          4         5         6             М         К– 

 
 

Рис. 1. Электрофореграмма разделения ПЦР-продуктов, полученных с помощью праймера Nem06 F/R: 
дорожки (образцы сахарной свеклы): 1 – Н7581, Швеция; 2 – БО32 4Х, Украина; 3 – Р1537, Россия;  

4 – Z67-Z-тип, Германия; 5 – Poli, Болгария; 6 – 4HH25, США; М – маркер молекулярных масс  
(Сибэнзим) 100–3000 п.н.; К– – отрицательный контроль (без ДНК-образцов) 
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Амплификация ДНК растений сахарной свеклы на наличие генов устойчивости 
к нематодам проводилась с использованием праймера Nem 06 F/R. Применение поли-
меразно-цепной реакции позволило установить, что не у всех тестируемых гибридов 
сахарной свеклы выявлены гены устойчивости к галловой нематоде (рис. 1).  

Электрофореграммы показывают, что только у четырех образцов растений са-
харной свеклы идентифицирован ампликон, длиной 600 п.н., характерный для гена 
R6m-1: первый образец – H7581, Швеция; второй – БО32 4Х, Украина; третий – Р1537, 
Россия; четвертый – Poli, Болгария. 

Далее с использованием вышеуказанных четырех образцов и одного неустойчи-
вого генотипа Z67-Z-тип, Германия (№ 1) был проведен эксперимент по установлению 
в них гомозиготных аллелей по данному гену (рис. 2).  

 
                                      К+              М               1             2              3            4 

 
 

Рис. 2. Электрофореграмма разделения ПЦР-продуктов, полученных с помощью  
праймера NEM06 F/R: дорожки (образцы сахарной свеклы): 1 – Z67-Z-тип, Германия;  

2 – БО32 4Х, Украина; 3 – Р1537, Россия; 4 – Poli, Болгария; К+ – Н7581, Швеция (Nem06); 
М – маркер молекулярных масс (Сибэнзим) 100–3000 п.н. 

 
ПЦР-амплификация у генотип Н7581, Швеция (К+) выявила один ампликон дли-

ной 478 п.н., характерный для устойчивых гомозигот (рис. 2). Это свидетельствует о 
том, что все генотипы, кроме указанного, оказались гетерозиготами. Следовательно, 
при дальнейшем расщеплении данные селекционные материалы образуют гаметы с до-
минантными и рецессивными аллелями в соотношении 4 : 1 [11]. 

Заключение 
Результаты исследований показали, что применяемый нами подход при скри-

нинге гибридов сахарной свеклы на устойчивость к корневым нематодам может ус-
пешно использоваться на практике. Выделены 4 образца растений сахарной свеклы 
(Украина, Россия, Швеция, Болгария), несущие ген устойчивости к галловой нематоде 
(R6m-1). Данные растения можно рекомендовать для использования как исходный ма-
териал при селекции на устойчивость к болезням.  

Таким образом, результаты проведенных ПЦР-анализов свидетельствуют о не-
обходимости дальнейшего расширения и углубления молекулярно-генетических иссле-
дований для отбора форм сахарной свеклы с повышенной устойчивостью к биотиче-
ским стрессам для оптимизации селекционного процесса в целом. 
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Вместе с тем для более точной и уверенной классификации генотипов сахарной 
свеклы (устойчивые/чувствительные) необходимо дальнейшее исследование селекци-
онных материалов на экспрессию данного гена с использованием нового поколения 
ДНК-маркеров (SNP) и с применением генетического секвенирования. 
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