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The development of phytopathogen-resistant variet-
ies is the most reliable and economic way to reduce 
potato yield losses. Breeding of such varieties is pos-
sible by using genetic sources of resistance. The use of 
DNA markers for identification of valuable genotypes, 
including forms with several resistance genes, makes 
it possible to significantly improve breeding efficiency. 
The development of a multiplex PCR technique and 
using it to simultaneously test varieties and breeding 
lines for several genes that control the resistance to vi-
ruses and nematodes is a new approach to using DNA 
markers. This study is aimed at screening samples from 
the collection of the Narym Department of  Breeding 
and Seed Production of the Siberian Research Institute 
of Agriculture and Peat (the Branch of the Siberian 
Federal Agrobiotechnology Research Center, the Rus-
sian Academy of Sciences) using the multiplex PCR 
technique, for genes for resistance to Globodera rosto-
chiensis and Globodera pallidas, potato wart disease, 
viruses X and Y. 40 samples were tested by means of 
genetic markers to identify genes for resistance to 
potato wart disease (Sen1), virus X (Rx), virus Y (Ryadg, 
Rychc, Rysto), Globodera rostochiensis (H1, Gro1-4) and 
Globodera pallida (Gpa2), in the genome. The sample 
included two varieties, three populations produced by 
self-pollination of the Ideal variety, and 35 individu-
ally selected potato hybrids. As a result, we identified 
marker NL25 (Sen1) in 19 samples; marker PVX (Rx) in 
13 samples; marker RYSC3312 (Ryadg) in 10 samples; 
marker YES3-3A341 (Rysto) in 5 samples; markers 
TG 689141, 57R450, N195337 (H1) in 12 samples; marker 
Gro1-4-1602 (Gro1-4) in 6 samples; marker Gpa2-2452 
(Gpa2) in 13 samples. In terms of economically valu-

Создание устойчивых к фитопатогенам сортов – наиболее надеж-
ный и экономичный способ снижения потерь урожайности кар-
тофеля. Выведение таких сортов возможно при использовании 
в селекционной работе генетических источников устойчивости. 
Применение ДНК-маркеров для идентификации ценных геноти-
пов, в том числе форм с несколькими генами устойчивости, позво-
ляет существенно повысить эффективность селекции. Разработка 
технологии мультиплексной ПЦР для одновременного тестирова-
ния сортов и селекционных линий по нескольким генам, контро-
лирующим устойчивость к вирусам и нематодам, является новым 
подходом в использовании ДНК-маркеров. Цель работы: скрининг 
методом мультиплексной ПЦР образцов картофеля коллекции 
Нарымского отдела селекции и семеноводства СибНИИСХиТ –  
 филиала СФНЦА РАН на наличие генов устойчивости к золотис-
той и бледной нематодам, раку, а также вирусам X и Y. Проведена 
оценка 40 образцов на присутствие в геноме генов устойчивости 
к раку картофеля (Sen1), к вирусу X (Rx),  вирусу Y (Ryadg, Rychc, 
Rysto), золотистой цистообразующей картофельной нематоде 
(H1, Gro1-4), бледной картофельной нематоде (Gpa2) с помощью 
генетических маркеров. В выборку вошли 2 сорта, 3 популяции, 
полученные от самоопыления сорта Идеал, и 35 индивидуально 
отобранных гиб ридов картофеля. В результате исследования мар-
кер NL25 (ген Sen1) обнаружен у 19 образцов; маркер PVX (ген Rx) – 
у 13 об разцов; маркер RYSC3312 (ген Ryadg) – у 10 образцов; мар-
кер YES3-3A341 (ген Rysto) – у 5 образцов; маркеры TG 689141, 57R450,  
N195337(ген H1) – у 12 образцов; маркер Gro1-4-1602 (ген Gro1-4) –  
у 6 образцов; маркер Gpa2-2452 (ген Gpa2) – у 13 образцов. По ком-
плексу хозяйственно полезных признаков выделился образец 
С-31-15, обладающий высокими показателями урожайности и 
качества и являющийся носителем генетических маркеров устой-
чивости к вирусам X (Rx), Y (Rysto), золотистой цистообразующей 
картофельной нематоде (H1, Gro1-4), бледной нематоде (Gpa2).
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able traits, sample С-31-15 is noted for high yield and 
quality indicators. It carries genes for resistance to 
potato virus X (Rx), Y (Rysto), Globodera rostochiensis 
(H1, Gro1-4), and Globodera pallida (Gpa2).

Key words: potatoes; breeding; collection samples; 
resistance genes; DNA markers.

Картофель – важнейшая сельскохозяйственная культу-
ра, которая характеризуется большой адаптивностью, 
пластичностью и потенциальной продуктивностью. 

Возделывается в 130 странах мира, для России является 
стратегическим продуктом. Это одна из наиболее пора-
жаемых болезнями и вредителями культур. В настоящее 
время насчитывают около 30 наиболее распространенных 
болезней картофеля, ежегодные потери урожая от кото-
рых составляют 10–60 % (Кузнецова, 2007). Постоянным 
фактором, снижающим урожай картофеля, является раз-
витие вирусных болезней, приводящих к его вырождению. 
Создание сортов картофеля, устойчивых к фитопатогенам, 
наиболее надежный и экономичный способ снижения 
потерь урожайности.

На территории Российской Федерации к объектам 
внутреннего и внешнего карантина относятся только 
два возбудителя заболеваний картофеля – Synchytrium 
endobioticum (Schilb.) Perc. (рак картофеля) и Globodera 
rostochiensis (Wollenweber) Behrens (золотистая цистооб­
разующая картофельная нематода – ЗКН) (Национальный 
доклад, 2017). Вызываемые ими болезни распростра-
нены в большинстве стран мира (EPPO, 2003, 2014; 
CABI / EPPO, 2011, 2015). В настоящее время выявлено 
43 патотипа возбудителя рака картофеля и 5 патотипов 
ЗКН. На территории РФ обнаружен только первый (D1) 
патотип возбудителя рака и Ro1 патотип ЗКН (Мироненко 
и др., 2009; Limantseva et al., 2014). Бледная картофельная 
нематода G. pallida (Stone) Behrens на территории РФ не 
выявлена (Limantseva et al., 2014), хотя в странах Евро-
пейского союза встречается повсеместно. Химических 
средств борьбы против этих возбудителей нет, поэтому 
основным способом защиты является возделывание ус­
тойчивых сортов картофеля. Обязательное требование 
для включения в реестр селекционных достижений новых 
сортов картофеля – устойчивость к возбудителю рака.

Традиционная схема селекции картофеля основана на 
фенотипической оценке и отборе образцов, соответству­
ющих модели сорта. Продолжительность селекции от 
гибридизации до передачи перспективных номеров на 
государственное сортоиспытание составляет более де-
сяти лет. Использование в исследованиях достижений 
молекулярной генетики позволяет современным ученым 
создавать новые технологии селекции (Симаков и др., 
2006; Milbourne et al., 2007; Carputo, Frusciante, 2011; Slater 
et al., 2014; Mori et al., 2015).

Многие селекционно ценные признаки картофеля, в 
том числе устойчивость к вирусам X, Y, S, вирусу скру-

чивания листьев картофеля (ВСЛК), цистообразующим 
нематодам, раку, имеют моногенно­доминантную природу 
(Росс, 1989).

Применение маркеров для идентификации ценных ге­
нотипов, в том числе форм с несколькими генами устой­
чивости, позволяет существенно повысить эффективность 
отбора на ранних этапах селекции (Gebhardt et al., 2006; 
Simko et al., 2007; Gebhardt, 2013; Slater et al., 2013). Но-
вым подходом в использовании ДНК­маркеров является 
разработка технологии мультиплексной ПЦР для одно-
временного тестирования сортов и селекционных линий 
по нескольким генам, контролирующим устойчивость 
к вирусам и нематодам (Mori et al., 2011; Asano et al., 
2012; Slater et al., 2013; Бирюкова и др., 2016, 2017). Это 
во много раз увеличивает результативность маркер­кон-
тролируемого отбора (marker­assisted selection – MAS) и 
повышает надежность тестирования, так как обычно в 
число амплифицируемых фрагментов входит контроль-
ный ПЦР­продукт, присутствующий у всех образцов, что 
минимизирует ложноотрицательные результаты (Хютти 
и др., 2017).

Наиболее известны в этом направлении работы япон-
ских ученых. Это система для выявления маркеров ряда 
R­генов, определяющих устойчивость к основным пато-
генам картофеля: вирусам Х (маркер PVX) и Y (маркер 
Ry186), к Globodera rostochiensis (Wollenweber) Behrens 
(маркер N146) и расе 1 Phytophthora infestans (Mont.) 
de Bary (маркер R1) (Mori et al., 2011). Другая система 
(маркеры N146, N195, Gpa2­2 и Gro1­4­1) позволяет одно­
временно проводить скрининг на присутствие всех основ-
ных генов устойчивости к цистообразующим нематодам 
(Asano et al., 2012).

Для развития селекции картофеля большое значение 
имеет скрининг сортов и исходных родительских форм 
на наличие генов устойчивости к болезням и вредителям 
(Бирюкова и др., 2015; Антонова и др., 2016; Ермишин 
и др., 2016). Молекулярно­генетическая характеристика 
гибридов картофеля, используемых селекционерами в 
качестве доноров устойчивости к наиболее вредоносным 
патогенам, делает более обоснованным подбор родитель-
ских пар для скрещивания. Вовлечение в гибридизацию 
генетически разнообразных источников позволяет со-
четать в гибридном потомстве высокую и стабильную 
устойчивость к основным фитопатогенам с комплексом 
хозяйственно ценных признаков.

Цель работы – скрининг методом мультиплексной ПЦР 
образцов коллекции Нарымского отдела селекции и семе-
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новодства Сибирского НИИ сельского хозяйства и торфа 
(СибНИИСХиТ) – филиала СФНЦА РАН на наличие генов 
устойчивости к золотистой и бледной нематодам, раку, 
X­ и Y­вирусам картофеля.

Материалы и методы
Материалом для исследования служили 40 образцов кар­
тофеля из коллекционного питомника Нарымского отде­
ла селекции и семеноводства СибНИИСХиТ – филиала 
СФНЦА РАН. В выборку вошли 2 сорта, 3 популяции, 
полученные от самоопыления сорта Идеал, и 35 индиви-
дуально отобранных гибридов картофеля.

В гибридных комбинациях использовались сорта Al-
vara, Bora valley, Gala, Kolette, Labadia, Sante, Виктория, 
Идеал, Кандидат, Колобок, Луговской, Русский сувенир, 
Сказка, Удача, а также ранее созданные гибриды 99­6­10, 
128­6, 94.10­20, 1м, 2м, 6м, 1с, 2с. Происхождение иссле-
дованных образцов приведено в табл. 1.

Мультиплексная ПЦР проведена для определения ДНК­
маркеров восьми генов (табл. 2), контролирующих устой-
чивость картофеля к наиболее опасным патогенам: не-
матодам – золотистой цистообразующей (G. rostochiensis) 
патотипа Ro1, Ro4 (гены H1, Gro1-4) и бледной (G. pallida) 
патотипа Pa2 (ген Gpa2-2); к вирусам картофеля Y (гены 
Rysto, Ryadg и Rychc) и X (ген Rx1) и к возбудителю рака 
картофеля (S. endobioticum) патотипа 1 (ген Sen1). 

Для выделения ДНК из образцов гомогенизировали 
200 мг ткани клубня картофеля в гомогенизаторе Pre­

cellys 24. Дальнейшее выделение проводили с использо-
ванием набора «ГМО­МагноСорб» (ООО «Синтол») по 
стандартному протоколу с помощью роботизированной 
станции Савраска­02 (ООО «Синтол», Россия).

Амплификацию продуктов восьми реакций: RYSC3 
(Kasai et al., 2000), Ry186 (Mori et al., 2011), YES3­3A (Song 
et al., 2005), TG 689 (Brodie et al., 1999; Бирюкова и др., 
2008), 57R (Schultz et al., 2012), N195 (Asano et al., 2012), 
Gro1­4­1 (Asano et al., 2012), Gpa2­2 (Asano et al., 2012) 
выполняли в мультиплексе с использованием 2.5× реак-
ционной смеси для ПЦР М428 (ООО «Синтол») (рис. 1) 
по следующему протоколу амплификации:

1) 94 °С, 10 мин;
2) 5 циклов – 94 °С, 30 с; 68 °С, 30 с; 72 °С, 1 мин;
3) 35 циклов – 94 °С, 30 с; 58 °С, 30 с;72 °С, 1 мин;
4) 94 °С, 30 с; 72 °С, 5 мин.
Амплификацию двух более длинных фрагментов – 

NL25 (Hehl et al., 1999) и PVX (Mori et al., 2011) также 
проводили совместно (рис. 2):

1) 94 °С, 10 мин;
2) 5 циклов – 94 °С, 30 с; 68 °С, 30 с; 72 °С, 1.5 мин;
3) 35 циклов – 94 °С, 30 с; 58 °С, 30 с; 72 °С, 1.5 мин;
4) 94 °С, 30 с; 72 °С, 5 мин.
Продукты амплификации идентифицировали с по-

мощью капиллярного генетического анализатора «На-
нофор 05» (Институт аналитического приборостроения 
РАН). Для этого прямые праймеры были помечены флу-
оресцентными красителями 6FAM или 5R6G (ООО «Син-

table 1. Origin of accessions used for genetic analysis to identify genes for resistance to plant pathogens 

Accession Cross Accession Cross

Nevskiy Veselovskiy × Kandidat С-26-15 1m × 94.10-20

Flamingo 99-6-10 × Bora valley С-27-15 1m × 94.10-20

С-112-03 Sante × Ideal С-30-15 1m × 94.10-20

С-3-13 F1 Ideal С-31-15 1m × 94.10-20

С-38-14 Udacha × 128-6 С-41-15 6m × 94.10-20

С-42-14 Skazka × 128-6 С-47-15 Udacha × Bora valley

С-46-14 Skazka × 128-6 С-43-15 6m × 94.10-20

С-47-14 Skazka × 128-6 С-48-15 Udacha × Bora valley

С-49-14 Skazka × 128-6 С-56-15 3-86-9 × Viktoriya

С-87-14 Kolobok × Bora valley С-57-15 3-86-9 × Viktoriya

С-121-14 Kolobok × Bora valley С-67-15 F1 Ideal

С-130-14 Lugovskoy × Russkiy suvenir С-39-16 Gala × 128-6

С-132-14 Alvara × Russkiy suvenir С-41-16 Kolette × Gala

С-183-14 F1 Ideal С-42-16 Kolette × Gala

С-2-15 1s × 128-6 С-43-16 Kolette × Gala

С-3-15 1s × 128-6 С-44-16 ВР 808 × 88.16/20

С-6-15 Bora valley × 128-6 С-45-16 ВР 808 × 88.16/20

С-7-15 1s × 128-6 С-50-16 ВР 808 × 88.34/14

С-8-15 2s × 128-6 С-51-16 ВР 808 × 88.34/14

С-21-15 2m × 94.10-20 С-55-16 Labadia × Gala
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тол»). Капиллярный электрофорез имеет высокую раз­  
решающую способность, что позволяет идентифициро-
вать близкие по длине фрагменты, в том числе за счет 
ис пользования различающихся по спектру флуорофоров. 
Полученные данные анализировали с использованием 
программы «ДНК Фрагментный анализ» (ИАП РАН).

Результаты и обсуждение
Скрининг 40 образцов картофеля, проведенный методом 
мультиплексной ПЦР, выявил в исследованном наборе 
сор тов и гибридов генотипы с маркерами генов H1 и Gpa2, 
контролирующих устойчивость к золотистой цистообразу-

ющей и бледной нематодам, гена Sen1, обеспечивающего 
устойчивость к раку картофеля, и генов Rx и Ryadg, Rysto, 
обеспечивающих иммунитет картофеля к X­ и Y­вирусам 
соответственно. Маркер Ry186 гена Rychc (устойчивость к 
Y­вирусу картофеля) у генотипов выборки не обнаружен.

Выделены образцы с маркерами генов устойчивости к 
раку картофеля (Sen1), вирусу X (Rx), вирусу Y (Ryadg, 
Rysto), золотистой цистообразующей картофельной не-
матоде (H1, Gro1-4), бледной нематоде (Gpa2) (табл. 3).

Выбор маркеров для выявления генов устойчивости 
основан на результатах отечественных и зарубежных ис-
следователей по оценке корреляционных связей между 

table 2. R genes and DNA markers used for molecular screening

Gene Chromosome Trait DNA marker (size) Reference

Ryadg XI Resistance to PVY RYSC3 (321 bp) Kasai et al., 2000

Rysto XII » YES3-3A (341 bp) Song et al., 2005

Rychc VII » Ry186 (587 bp) Mori et al., 2011

H1 V Resistance to G. rostochiensis Ro1, Ro4 TG 689 (141 bp) Brodie et al., 1999;  
Бирюкова и др., 2008

57R (450 bp) Schultz et al., 2012

N195 (337 bp) Asano et al., 2012

Gro1-4 VII Resistance to G. rostochiensis Ro1, Ro4 Gro1-4-1 (602 bp) »

Gpa2 XII Resistance to G. pallida Pa2 Gpa2-2 (452 bp) »

Rx XII Resistance to PVX PVX (1 230 bp) Mori et al., 2011

Sen1 XI Resistance to potato canker NL25 (1 400 bp) Hehl et al., 1999
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table 3. Results of studies of potato accessions with DNA markers for genes for resistance to potato canker,  
X and Y viruses, Globodera rostochiensis, and Globodera pallida 

Accession NL25 PVX RYSC3312 Ry186587 YES3-3A341 TG 689141 57R450 N195337 Gro1-4-1602 Gpa2-2452

Resistance gene

Sen1 Rx Ryadg Rychc Rysto H1 Gro1-4 Gpa2

Potato 
canker

PVX PVY Globodera rostochiensis Globodera 
pallida

С-42-14 0 0 + 0 0 0 0 0 0 0

С-47-14 + 0 + 0 0 0 0 0 0 0

С-49-14 + 0 + 0 0 0 0 0 0 0

С-130-14 0 0 + 0 0 0 0 0 0 0

С-121-14 0 0 + 0 + 0 0 0 0 0

С-183-14 + 0 0 0 0 0 0 0 0 0

С-7-15 + + + 0 0 0 0 0 0 +

С-31-15 0 + 0 0 + + + + + +

С-47-15 + + 0 0 0 0 0 0 0 +

С-43-15 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

С-48-15 + + 0 0 0 + + + 0 +

С-87-14 + + 0 0 + 0 0 0 + +

С-38-14 0 0 + 0 0 0 0 0 0 0

С-2-15 0 0 + 0 0 0 0 0 0 0

С-3-15 0 + 0 0 0 0 0 0 0 +

С-26-15 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

С-27-15 + + 0 0 0 + + + + +

С-30-15 + + 0 0 + 0 0 0 + +

С-41-15 0 + 0 0 0 0 0 0 0 +

С-56-15 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

С-57-15 + 0 0 0 0 0 0 0 0 0

С-46-14 0 0 + 0 0 0 0 0 0 0

С-39-16 0 0 + 0 0 + + + 0 0

С-41-16 + 0 0 0 0 + + + 0 0

С-42-16 + 0 0 0 0 + + + 0 0

С-43-16 + 0 0 0 0 + + + 0 0

С-50-16 + 0 0 0 0 + + + 0 0

С-51-16 0 0 0 0 0 + + + 0 0

С-55-16 + + 0 0 0 + + + 0 +

С-132-14 0 0 0 0 0 0 0 0 + 0

С-6-15 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

С-8-15 + + 0 0 0 0 0 0 0 +

С-21-15 + + 0 0 + 0 0 0 + +

С-67-15 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

С-44-16 + 0 0 0 0 0 0 0 0 0

С-45-16 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

С-3-13 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

С-112-03 0 + 0 0 0 + + + 0 +

Nevksiy + 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Flamingo 0 0 0 0 0 + + + 0 0
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Исследование образцов картофеля на наличие  
генетических маркеров устойчивости к фитопатогенам

маркерами генов и устойчивостью образцов картофеля 
к фитопатогенам.

Считается, что доминантный аллель гена Sen1 полно-
стью блокирует развитие и репродукционные способности 
S. endobioticum (патотип 1) (Lellbach, Effmert, 1990). На 
сегодняшний день в практически ориентированных ис-
следованиях наиболее используемым остается маркер 
устойчивости к возбудителю рака картофеля NL251400. 
Молекулярный скрининг выявляет этот маркер почти у 
всех изученных ракоустойчивых отечественных сортов 
(Лукша и др., 2012; Бирюкова и др., 2015; Антонова и 
др., 2016). В наших исследованиях наличие этого маркера 
определено у 19 образцов.

Предложенные в работе (Mori et al., 2011) маркеры PVX 
и Ry186 используются для выявления R-генов, определя-
ющих устойчивость к вирусам Х и Y картофеля соответ-
ственно. Маркер PVX гена устойчивости к вирусу X (Rx) 
диагностирован у 13 из исследованных образцов. Маркер 
Ry186 гена Rychc среди образцов исследованной выборки 
не обнаружен. Маркер RYSC3312 гена Ryadg обнаружен у 
10 образцов, маркер YES3­3A341 гена Rysto – у 5 образ-
цов. Маркеры сразу двух генов устойчивости к вирусу Y 
(Ryadg, Rysto) имеются только у образца С­121­14.

Считается, что из идентифицированных в настоящее 
время генов, контролирующих устойчивость к золотистой 
и бледной нематодам, наиболее эффективную защиту 
обеспечивают гены H1, GroVI, Gro1 и Gpa2 (Хютти и др., 
2017). Согласно литературным данным, доминантный 
аллель гена Н1 интрогрессирован в селекционные сорта 
от единичных нематодоустойчивых образцов S. tuberosum 
ssp. andigenum и S. vernei (Toxopeus, Huijsman, 1953), а ген 
Gro1-4 – от образцов S. spegazzinii (Barone et al., 1990).

На устойчивость к G. rostochiensis в отечественных и за-
рубежных исследованиях чаще всего используется SCAR­
маркер TG 689 гена Н1 (Бирюкова и др., 2008, 2015; Galek 
et al., 2011; Milczarek et al., 2011, 2014; Shultz et al., 2012; 
Антонова и др., 2016). Маркер N195, сцепленный с локу-
сом H1, предложен группой японских ученых (Asano et al., 
2012). В молекулярном скрининге генотипов картофеля 
на наличие гена устойчивости к золотистой цистообразу-
ющей картофельной нематоде в настоящее время также 
активно используется маркер 57R, сцепленный с локусом 
гена H1, – как в России (Бирюкова и др., 2015; Антонова и 
др., 2016), так и за рубежом (Shultz et al., 2012, Milczarek 
et al., 2014). Ген Gro1-4 тоже имеет большое практическое 
значение для селекции на устойчивость к глободерозу. 
Для его идентификации был разработан одноименный 
внутригенный SCAR­маркер Gro1­4 (Gebhardt et al., 2006).

В исследованной выборке носителями гена устойчиво-
сти к золотистой цистообразующей картофельной нема-
тоде Gro1-4 являются 6 образцов, гена H1 – 12 образцов, 
и только у двух образцов (С­31­15 и С­27­15) выявлены 
оба гена.

Ген Gpa2 обеспечивает устойчивость селекционных 
сортов к бледной картофельной нематоде (патотипы Pa2 
и Pa3) (Van der Voort et al., 1997; Van der Vossen et al., 
2000). Он локализован в составе общего кластера вместе с 
генами устойчивости к другим патогенам, в частности ге-
ном Rx, детерминирующим устойчивость к вирусу Х кар-
тофеля. Маркеры Gpa2­2452 (гена Gpa2) и PVX (гена Rx) 

обнаружены у 13 образцов. Образец С­87­14 обладает 
генами устойчивости к раку картофеля, бледной нематоде, 
золотистой нематоде (ген Gro1-4), вирусам X и Y (Rysto).

Из 40 исследованных генотипов картофеля максималь-
ное число маркеров пяти генов устойчивости (к виру­  
сам X (Rx), Y (Rysto), золотистой цистообразующей карто­
фельной нематоде (H1, Gro1-4), бледной нематоде (Gpa2)) 
обнаружено у образца С­31­15, обладающего по резуль-
татам полевых испытаний также высокими показателями 
урожайности и качества. Выделенный по результатам 
исследований гибридный образец С­31­15 является ис-
точником комплекса хозяйственно ценных признаков, в 
том числе устойчивости к нескольким вредоносным фи­
то патогенам картофеля.
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