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ГЕНОМНАЯ ИДЕНТИФИКАЦИЯ ЛИНИЙ И ГИБРИДОВ 
САХАРНОЙ СВЕКЛЬІ НА ЦМС - ОСНОВЕ 

С ПОМОЩЬЮ RAPD - МАРКЕРОВ 

Т.П.Федулова 

С использованием RAPD-метода (random amplified polymorphic 
DNA) исследованьї инбредньїе линии сахарной свекльї и гибрид-
ньіе комбинации с их участием. Для ПЦР-анализа использованьї 
восемь произвольньїх праймеров из семейства ретротранспозо-
нов (PAWS), характеризующих различньїе участки повторяющего-
ся злемента R 173, картированного у ржи. Сравнение спектров 
рассеянньїх повторов ДНК позволило отличить селекционньїе об-
разцьі сахарной свекльї друг от друга, а также гибридьі, получен-
ньіе с их участием. Результатьі, полученньїе с использованием ог-
раниченного набора праймеров, позволили найти маркерьі, спе-
цифические для некоторьіх селекционньїх материалов и иденти-
фицировать их. Обсуждаются перспективьі использования RAPD-
метода для оценки генетического разнообразия исходного и се-
лекционного материала. 
В связи с необходимостью интенсификации селекции сахарной свекльї 

в последние десятилетия остро возникла потребность в поиске методов, 
способньїх ускорить отбор по хозяйственно-ценньїм признакам на ранних 
стадиях развития. Данная проблема может бьіть решена применением мо-
лекулярних маркеров на осново ДНК. Зти маркерьі используются на очень 
ранних фазах развития растения (фаза проростков), не зависят от условий 
окружающей средьі и обладают огромньїм потенциалом полиморфизма. Для 
вьіделения ДНК подходит любой растительньїй материал. Зкстрактьі ДНК 
хранятся длительное время и многократно применяются для анализа (Хав-
кин, 2003). 

Маркирование сортового материала на основе ДНК-маркеров обеспе-
чивает контроль за его однородностью и стабильностью, а молекулярная 
идентификация и паспортизация сортов и гибридов сахарной свекльї рас-
ширяет возможности системьі защитьі авторских прав селекционеров. Од-
ним из таких методов является RAPD - анализ (Williams et аі., 1990). RAPD -
анализ основан на амплификации геномной ДНК с помощью полимеразной 
цепной реакции со «случайньїми» праймерами для получения генотип-спе-
цифичньїх RAPD-спектров. При первичном анализе гибридньїх геномов RAPD 
маркерьі и геном-специфичньїв повторьі наиболее зффективно п о з в о л я ю т 
виявлять различия между гибридами и их родителями, оценивать уровень 
интрогрессиии одного генома в другой. Так, о использованием 50-ти RAPD 
и 248 ПДРФ маркеров создана расширенная карта генома сахарной свек-
льї. Определено положение генов З фенотипических признаков - Rr1 (ус-
тойчивость к корневой ризомании), R (окраска гипокотиля) и М (репродук-
тивньїе характеристики) (Barzen е.а., 1995). Картированию генома сахар-
ной свекльї на основе ДНК-маркеров посвящено много публикаций (Uphoff, 
Wricke, 1995; Schondelmaier, Steinrucken, Jung, 1996; Schmidt, Helsop-
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Schmidt Jung, 1997). Вместе с тем, работ по использованию ДНК-маркеров 
дяя проведення генотипирования отечественньїх линий, сортов и гибридов 
^ х а р н о й свекльї нам не встречалось. В зтой связи большую актуальность 
приобретает разработка метода геномной идентификации селекционньїх 
материалов сахарной свекльї на основе молекулярньїх маркеров. 

Материальї и методьі исследований. В качестве материапов для иссле-
д о в а н и й бьіли использованьї проростки М С линий сахарной свекльї, линий О 

типа, многосемянньїх опьілителей, пробньїх гибридов, апомиктичньїх линий. 
Известно, что большая часть генома растений представлена некодиру-

ющими повторяющимися последовательностями. Для анализа генетичес-
кого разнообразия сахарной свекльї нами бьіли использованьї праймерьі, 
фланкирующие концевьіе повторьі ретротранспозонов семейства R 173: Paw 
S5 (AACGAGGGGTTCGAGGCC), Paw S6 (GAGTGTCAAACCCAACGA), Paw S16 
(ACCTGTGGCTTGGC), a также их комбинации: Paw S5 + Paw S6, Paw S5 +Paw 
S11, Paw S56 + Paw S11, Paw S6 +Paw SI 6, Paw S11 + Paw SI 6 (Rogovsky et 
al., 1991). Праймерьі бьіли синтезированьї в ЗАО «Синтол » (Москва). Вьіде-
ление геномной ДНК осуществляли методом фенол-хлороформной зкст-
ракции (Rogers, Bendich, 1985). Амплификацию геномной ДНК проводили в 
термоциклере «Терцик» (АС «ДНК-Технология», Москва), в 25 мкл реакци-
онной смеси, содержащей 2,5мМ трис-НСІ, рН 8,8; 25мМ MgClj по 2мМ каж-
дого dNTP; ЮпМ/мкл олигонуклеотидов; 25 мкг геномной ДНК; Іед. а. Тад-
полимеразьі. Программа амплификации ДНК состояла из двух циклов, вклю-
чающих 2 мин. денатурации при 94?С, 10 с отжига праймеров с матрицей 
при 45°С, 70 с синтеза комплементарньїх цепей при 72°С и 38 циклов, каж-
дьій из которьіх включал 10 с при 92°С, 7 с при 55°С, 70 с при 72°С и завер-
шающего синтеза в течение 5 мин. при 72°С. Продукт амплификации под-
вергали злектрофорезу в 1,5% агарозном геле. Дпину фрагментов ДНК оп-
ределяли с использованием маркера молекулярной массьі Gene Ruler 1 kb 
DNA Ladder. 

Результате исследований. Результатьі проведенньїх нами исследова-
ний показали, что использованньїе праймерьі в изученньїх инбредньїх и апо-
миктичньїх линиях сахарной свекльї давали четкие спектрьі с достаточной 
степенью полиморфизма (рис.1). 

Рисунок 1 — Спектрьі амплифицированньїх фрагментов ДНК у ли-
ний сахарной свекльї. 

Примечание. 1-3 инбрєдньїе линии: №№199/96(ф), 94376(2), 93128(3); 4, 8 
^'''Рицатєльньїй контроль (вода); 5-7апомиктичньїелинии: г-РФ-70-AP, г-МС-80-АР, 

iti, '^'^С-94-204-АР: 9 маокєо молекулярной массьі 1 к-и Пе>па Ruior я і г.' 



Амплификация с произвольньїми праймерами позволила нам тестиро, 
вать изменчивость по ряду неидентифицированньїх диспергированньїх HQ 
геному локусов. Указанньїе произвольньїе праймерьі при амплификации с 
геномной ДНК сахарной свекльї вьіявили от 5 до 18 полос (ампликонов) нд 
образец с молекулярной массой от 250 до 300 п.н. Полиморфньїе фрагмен-
тьі, соответствующие продуктам ПЦР, расценивали как единичньїе RAPD. 
локусьі. При сравнительном анализе R A P D -спектров шести инбредньїх ли-
ний сахарной свекльї наилучшие результату бьіли полученьї при амплифи. 
кации с праймерами PawS5, PawS6 и с парами зтих праймеров, а также с 
парой праймеров PawS16 + PawS17. При зтом удалось обнаружить как сход, 
ство, так и различия между исследованньїми формами по продуктам поли-
меразной цепной реакции. Так, из приведенньїх R A P D -профилей видно, что 
апомиктичньїе гамма-линии сахарной свекльї характеризовались большей 
вьіравненностью - количество амплифицированньїх ПЦР-продуктов варьи-
ровало от 2 до 4-х, тогда как у инбредньїх линий, созданньїхтрадиционньїми 
методами, их количество достигало 6-ти. Зто связано, по-видимому, с тем, 
что в процессе создания д-линий бьіли отобраньї формьі, гомозиготньїе по 
изоферментньїм локусам. Для анализа гибридности нами бьіли исследова-
ньі растения гибридньїх комбинаций и их родительских компонентов с ис-
пользованием коммерческих олигонуклеотидньїх праймеров компании ОСО 
«Биоком» (Москва). При проведении ПЦР наиболее информативньїе спект-
рьі бьіли полученьї с олигонуклеотидньїми праймерами №1 и №2 (рис. 2). 

Анализ RAPD-спектров пробньїх гибридов и их родительских форм под-
твердил гибридную природу полученньїх образцов с вьісоким уровнем инт-
рогрессии геномов. Сравнительньїй анализ RAPD-спектров гибридньїх ге-
нотипов (F, г - МС -2113 X 15465 и F, г - МС - 2113 х 14840) показал наличие 
специфического фрагмента ДНК, характерного для материнского компо-
нента. В результате проведенного молекулярного анализа методом ПЦР у 
генотипов сахарной свекльї обнаруженьї существенньїе отличия между МС-
формой (1, 7) и фертильньїми многосемянньїми опьілителями (З, 9, 12), как 
по количеству амплифицированньїх продуктов, так и по размеру зтих фраг-
ментов. Больший полиморфизм у исследованньїх материалов обнаружен 
при использовании праймера №1. Вместе с тем, более четкое отличие всех 
изученньїх образцов вьіявлено при амплификации с праймером N92. Так в 
наших исследованиях бьіло показано, что г -МС-линия 2113 отличается от 
всех исследованньїх селекционньїх номеров присутствием фрагмента с мо-
лекулярной массой 1000 п.н. Данньїй компонент отсутствует в геномной 
ДНК многосемянньїх опьілителей 14840 и 15465. 

Данньїй компонент отсутствует в геномной ДНК многосемянньїх опьіли-
телей 14840 и 15465. 

Анализируя данньїе RAPD-анализа, можно также отметить о т л и ч и е ли-
нии закрепителя стерильности «О типа» от ее МС аналога по количеству ^̂  
размеру амплифицированньїх фрагментов. Что, по-видимому, о б ь я с н я е т с Я 

влиянием ядерньїх генов (ХХ22/ХХ7І),0ПрЄДЄЛЯЮЩИХ стерильность ИЛИ фбр' 
тильность цитоплазми. Однако для более точного тестирования типа іДИ' 
топлазмьі необходимо использовать анализ митохондриальньїх ф р а г м е Н ' 

тов ДНК. 
Молекулярний RAPD-анализ индивидуальньїх растений сахарной свеК' ^ 

льі при использовании в качестве праймеров для амплификации с л у ч а й И " к 



;,ібранньіх последовательностей стандартньїх декануклеотидов фирмьі 
®Qperon Technologies» (USA) ОРА 15 и ОРК 10 показал значительньїй поли-
іі^дрфизм как внутри линий, так и межлинейньїй (рис. 3). 
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Рисунок 2 — RAPD-профили геномной Д Н К селекционньїх мате-
риалов сахарной свекльї. 

Примечание. М - маркер молекулярной массьі 1кЬ Gene Ruler; Праймер №1:1 
- ДНК сахарной свекльї г - МС 2113; 2 - ДНК сахарной свекльї г - МС 2113 х 
15465; З - ДНК сахарной свекльї 15465 (ГО); 4 - ДНК сахарной свекльї F^r - МС 
2113 X 15465; 5 - ДНК сахарной свекльї F,r-MC2113x 14840; 6 - отрицательньїй 
контроль (вода); Праймер №2: 7 - ДНК сахарной свекльї г - МС 2113; 8 - ДНК 
сахарной свекльї F^r - МС 2113 х 1546; 9 - ДНК сахарной свекльї 15465 (ГО); 10 -
ДНК сахарной свекльї F^r- МС 2113х 15465; 11 - ДНК сахарной свекльї F^r - МС 
2113 X 14840; 12 - ДНК сахарной свекльї 14840 (ГО); 13 - ДНК сахарной свекльї 0-
типа; 14 - отрицательньїй контроль (вода). 

Зто является, вероятно, следствием гетерозиготности растений сахар-
ной свекльї, как перекрестноопьіляемой культурьі. RAPD-профили с участи-
ем праймеров ОРА 15 и ОРК 10 характеризовались специфическими фраг-
ментами для всех изученньїх генотипов сахарной свекльї. В результате про-
веденньїх зкспериментов мьі подобрали RAPD-маркерьі, специфические для 
Фертильньїх и стерильньїх линий сахарной свекльї, но мьі не можем утверж-
Дать, являются они специфическими только для зтих селекционньїх номе-
ров или для целой группьі популяций. Мьі полагаем, что при использовании 
большего числа праймеров можно обнаружить специфические RAPD-марке-
Рьі для каждого сорте и гибрида. В дальнейшем планируется использова-

большего количества праймеров для вьіявления уникальньїх локусов 
енома у каждого из селекционньїх образцов сахарной свекльї. 

Не исключено также, что полньїй анализ ядерного и цитоплазматическо-
^ геномов может показать иную степень отличия, нежели обнаруженная 
Рідр^'^злизе геномной ДНК. Анализ генотипов сахарной свекльї с помощью 
Ни показал, что при тщательном подборе условий проведе-
^ я ПЦР и олигонуклеотидньїх праймеров удается получать RAPD-спектрьі, 
^ ецифичньїе для отдельньїх селекционньїх номеров. Использование раз-
^ IX олигонуклеотидньїх праймеров позволяет вьіявлять разную степень по-

іиорфизма среди генотипов одного сорта. Наибольший уровень полимор-
^изма отмечен при использовании праймера №1, которьій оценивается 
^"^и как «вариабельньїй». 



вьіявленная полиморфность ДНК у генотипов сахарной свекльї в вьі, 
борке свидетельствует о генетической неоднородности изученного Се. 
лекционного материала, что во многом определяется методом создан^,^ 
данньїх генотипов. В ходе исследований нами бьіли подобраньї восеї̂ ,̂  
олигонуклеотидньїх праймеров, которьіе могут бьіть использованьї Д;,̂  
и д е н т и ф и к а ц и и различньїх селекционньїх с^орм, сортов и гибридо^ 
сахарной свекльї . Бьіли вьіявленьї генотипспецифичнь їе фрагментьі 
к о т о р ь і е в д а л ь н е й ш е м будут использовань ї для маркирования 
селекционньїх материалов сахарной свекльї. В данном случае метод 
полимеразной цепной реакции расширяет возможности сравнительного 
анализа и с п о с о б с т в у е т получению более обьективнь їх данньїх об 
изменчивости генома сахарной свекльї. Дальнейшие наши исследования 
будут направленьї на совершенствование данного метода для решения 
задач паспортизации и зкспертизьі районированньїх сортов и гибридов 
сахарной свекльї. 
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Рисунок з — RAPD-профили генотипов сахарной свекльї с прай-
мерами ОРА 15 и ОРК 10. 

Примечание. а), в) 1-6 - г-РФ-2093; 7-12 - г-МС-209313-18 - г-РФ-2113; 19-
24 - г-МС-211325 - М маркер ДНК (1 т.п.н.); б), г) 1-6 - 15202; 7-12 - 15465; 13-
18 - 14840; б) 19 - М маркер ДНК; г) 19 - Льговская одн. 52; 20 - гибрид «Русь»; 
21 - Мангольд; 22 - Несравненная; 23 - М маркер ДНК 

Таким образом, RAPD-технология, использованная нами при а н а л и з е 

генотипов, может с успехом применяться для проведення идентификации 
селекционньїх материалов и в перспективе для маркирования хозяйственно 
ценньїх признаков. Идентификация сортов и гибридов сахарной с в е к л ь ї 

позволяет создать систему регистрации генотипов растений и может 
наряду с другими методами оценки стать средством правовой защит'^ 
селекционньїх достижений. Предлагаемая технология может найти с а м о е 

широкое применение в селекции, семеноводстве и фундаментальньїх ИС-
следованиях генома сахарной свекльї. 
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Анотація 
3 використанням RAPD-метода (random amplified polymorphic DNA) дос-

ліджені інбредні лінії цукрових буряків та гібридні комбінації за їх участю. 
Для ПІДР-аналізу використані вісім довільних праймерів із родини ретрот-
ранспозонів (PAWS), що характеризують різні ділянки елементу, R 173, який 
повторюється, встановленого у жита. Порівняння спектрів розсіяних повторів 
ДНК дозволило відрізнити селекційні зразки цукрових буряків один від од-
ного, а також гібриди отримані за їх участю. Результати, отримані з викори-
станням обмеженого набору праймерів, дозволили знайти маркери, спе-
цифічні для деяких селекційних матеріалів і ідентифікувати їх. Обговорюють-
ся перспективне використання RAPD-метод для оцінки генетичного роз-
маїття вихідного і селекційного матеріале. 

Annotation 
Using RAPD-method (random amplified polymorphic DNA), inbred lines of 

Ĵgar beet and hybrid combinations with their participation have been studied, 
even random primers from retrotransposon family (PAWS) that characterize 

^iTferent regions of repetitive element R 173, mapped in rye, are used for PCR-
nalysis. Spectra comparison of dispersed DNA repeats has allow/ed distinguishing 
etween breeding specimens of sugar beet as well as hybrids developed with 
sir participation. The results obtained using a limited kit of primers have allowed 

p find markers specific for some breeding materials and to identify them. 
""Ospects of using RAPD-method to evaluate genetic diversity of starting and 
•"Ceding material are discussed. 


