
Известия ТСХА, выпуск 1, 2007 год

УДК: 573.6:631.527.8:635.345

ИСПОЛЬЗОВАНИЕ МОЛЕКУЛЯРНОГО МАРКЕРА ГЕНА 
УСТОЙЧИВОСТИ К КИЛЕ (PLASMODIOPHORA BRASSICAE WORJ 

В СЕЛЕКЦИИ КАПУСТЫ ПЕКИНСКОЙ (BRASSICA RAPA L.)
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(Селекционная станция имени Н.Н. Тимофеева)

На основе RAPD маркера одного из генов устойчивости к киле (RA12-75A) у 
Brassica тара L. разработан ко-доминантный маркер SCARp91F-SCARp636R, при
годный для дифференциации устойчивых и восприимчивых генотипов в популя
циях, полученных от скрещивания линий европейской репы и капусты пекинс
кой. Вместе с тем выявлена неэффективность как RAPD маркера RA12-75A, так 
и созданного на его основе ко-доминантного маркера SCARp91F-SCARp636R при 
идентификации устойчивых растений в популяциях, полученных от скрещива
ния устойчивой и восприимчивой к киле репы.

Кила крестоцветных (возбудитель — 
Plasmod.io'phora brassicae Wor.) — одно 
из наиболее вредоносных заболеваний 
всех видов семейства Капустные, вклю
чая Brassica тара L. [3]. Патоген пора
жает корневую систему растений, вы
зывая разрастание паренхимной тка
ни корней и образование «желваков» 
[9]. Пораженные корни не справляют
ся с поглощением воды и питательных 
веществ из почвы, что приводит к увя
данию, задержке роста и в конечном 
итоге к гибели растения [1].

Агротехнические приемы: внесение 
в почву кальция, бора и известкова
ние, способствующие увеличению pH, 
снижают заболеваемость, но их все 
равно недостаточно для получения пол
ноценного урожая [14]. Борьба с килой 
с помощью многопольных севооборотов 
неэффективна из-за длительного со
хранения в почве спор, а также уве
личения их числа вследствие размно
жения на крестоцветных сорняках. 
Применение пестицидов ограничено из- 
за отсутствия экономически доступного 
и экологически безвредного фунгици
да для внесения в почву [7]. Наиболее

* Центр «Биоинженерия» РАН.

целесообразным способом борьбы с ки
лой крестоцветных является выведе
ние и возделывание устойчивых сор
тов и гибридов.

В селекции капусты пекинской на 
устойчивость к киле крестоцветных, 
как правило, используют европейские 
кормовые репы (European fodder tur
nips) [5, 15, 10], устойчивость кото
рых контролируется 3 доминантны
ми независимо наследуемыми генами 
[12, 4].

По сведениям японских исследова
телей, устойчивость, определяемая от
дельными генами, при интродукции в 
капусту пекинскую частично или пол
ностью преодолевается патогеном [10], 
и большинство выведенных сортов при 
неоднократном возделывании на одном 
участке со временем становятся воспри
имчивыми. Для решения этой проблемы 
и обеспечения надежной защиты рас
тений необходимо объединение всех 3 
генов в одном генотипе, что реально 
выполнимо только при использовании 
молекулярных маркеров [11, 8].

Первые результаты по маркирова
нию представлены в [11]. В дигаплоид-
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Turnip, и растения инбредной линии 
капусты пекинской Се-3, полученной 
из сорта зарубежной селекции «Sen
sor».

Оценка устойчивости / восприим
чивости к киле. Оценку устойчивости 
к киле проводили на искусственном ин
фекционном фоне. Индекс расового со
става использованной полевой популя
ции патогена определяли в соответствии 
с реакцией европейских сортов-диффе
ренциаторов (ЕСД) [6] — 16/11/31. Для 
заражения использовали суспензию 
спор с концентрацией 107 спор/мл.

Посев проводили в кассеты, на глу
бину 0,5 см с немедленным внесением 
суспензии спор килы, используя мо
дификацию пипеточного метода [13]. 
Учет устойчивости растений проводи
ли через 6 недель. За устойчивое при
нимали растение без малейших при
знаков поражения килой.

Молекулярный анализ. Выделение 
геномной ДНК проводили из молодых 
тканей по методике [2]. Амплификацию 
геномной ДНК проводили на амплифи- 
каторе ABS-2000 (Applied Biosystems) 
в 15 мкл реакционной смеси, содер
жащей буфер (67 мМ трис-HCl рН-8,8; 
166 мМ (NH4)2S04; 2,5 мМ MgCl2; 0,01% 
Твин-20), по 0,2 мМ каждого dNTP, 
5-15 пМ соответствующего праймера- 
(ов), 20 нг геномной ДНК и 0,5 ед. Taq- 
полимеразы; праймер RA12-75 —
5 ’ -CATTATGCGGGC-3 ’. RAPD ампли
фикацию проводили по следующей 
программе: 3 мин при 94°С; 35 циклов: 
94°С — 30 с, 36°С — 30 с, 72°С — 
1 мин; 72°С — 10 мин. SCAR амплифи
кацию — 3 мин при 94°С; 35 циклов: 
94°С — 15 с, 64°С — 15 с, 72°С — 
1 мин; 72°С — 5 мин.

Продукты амплификации разделяли 
электрофорезом в 1,5 %-м агарозном 
геле, содержащем 0,5 мкг/мл бромис
того этидия, и трис-ацетат-ЭДТА элек- 
трофорезном буфере (RAPD при напря
женности 4 Вт/см в течение 120 мин; 
SCAR при напряженности 6 Вт/см в 
течение 30 мин). Целевой фрагмент 
RAPD маркера ре-амплифицировали и
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ных популяциях, полученных из F t 
потомства от скрещивания устойчивой 
линии кормовой репы и восприимчи
вой капусты пекинской, были найде
ны 3 RAPD маркера, связанные с ге
нами устойчивости к киле. В Центре 
«Биоинженерия» РАН на популяциях 
ВС! и F2 от скрещивания устойчивой 
репы и восприимчивой капусты пекин
ской была подтверждена эффектив
ность и соответственно пригодность для 
селекции одного из предложенных мар
керов (RA12-75A650). Однако некоторые 
недостатки RAPD технологии, такие 
как низкие стабильность и воспроиз
водимость результатов, а также типич
но доминантная природа маркера, не 
позволяющая выявлять гетерозиготы, 
ограничивают ее эффективность при 
использовании в селекции. Для реше
ния этой проблемы на основе RAPD 
маркеров разрабатывают лишенные 
этих недостатков SCAR (sequence cha
racterized amplified region) маркеры.

Цель работы — изучить возмож
ность конвертирования RAPD марке
ра RA12 -75 65o доминантного гена устой- 
чивости к киле в соответствующий до
минантный / ко-доминантный SCAR 
маркер и оценить его эффективность 
на различных популяциях пекинской 
капусты и репы.

Материалы и методы

Растительный материал. Размно
жение растений и оценка устойчивости 
к киле крестоцветных были проведены 
на Селекционной станции им. Н.Н. Ти
мофеева МСХА в зимней остекленной 
теплице; молекулярный анализ — в 
Центре «Биоинженерия» РАН в лабора
тории «Генома растений» в 2002-2004 гг.

В качестве донора генов устойчи
вости к киле использовали растения 
линии ECD04-1, полученной в резуль
тате 2 циклов самоопыления европейс
кой линии-дифференциатора ECD04; в 
качестве донора аллелей восприимчи
вости — растения линии JRT1-1, ото
бранной из потомства 2-го инбредного 
поколения азиатской репы Just Right



элюировали из геля легкоплавкой ага
розы. Клонирование RAPD фрагмента 
проводили с помощью набора pGEM_T 
Vector System 1 {«Promega», USA) со
гласно инструкции фирмы производи
теля. Полученными препаратами плаз- 
мидной ДНК проводили трансформацию 
компетентных клеток Е. сой. Рекомби
нантные клоны отбирали методом «бело
голубой» селекции. Отобранные клоны 
размножали с последующим выделени
ем плазмидной ДНК.

После проведения ПЦР (ампли
фикация ДНК-клонов с праймером 
RA12-75) и рестрикционного (разреза
ние плазмид по сайтам рестрикции, 
фланкирующим вставку с 2 концов) 
анализа плазмид на наличие вставки 
целевого фрагмента его секвенирова- 
ли с помощью автоматического секве- 
натора 3100 Genetic Analyzer (Applied 
Biosystems Co., USA). Полученную 
последовательность фрагмента ДНК 
проверили на сходство с известными 
последовательностями в базе данных 
Генбанка (http:// www. ncbi. nlm. nih. 
gov/ GenBank). Подбор специфичных 
праймеров проводили с использовани
ем программы OLIGO 6.1 (Molecular. 
Biology Insights, Cascade, USA).

Результаты

В результате проведенной RAPD 
амплификации с использованием прай
мера RA12-75 выявлено отсутствие по
лиморфизма по целевому фрагменту 
массой 650 п.н. между устойчивой ев
ропейской (ECD04-1) и восприимчивой 
азиатской (JRT1-1) репами, в то же 
время проявляется четкий полимор
физм по маркерному локусу между 
линиями устойчивой репы ECD04-1 
и восприимчивой капусты пекинской 
Се-3 (рис. 1).

RAPD маркер RA12-7 5650, сцеплен
ный с признаком устойчивости к киле, 
был амплифицирован, разделен от дру
гих амплифицированных фрагментов в 
агарозном геле и выделен для клони
рования.

Рис. 1. RAPD фрагмент (650 п.н.), ампли- 
фицированный с праймером RA12-75 
(5’-CATTATGCGGGC-3’), сцепленный с геном 
устойчивости к киле. 1-4 — устойчивые об
разцы репы ECD04-1, 5-8 — восприимчивые 
образцы пекинской капусты Се-3, М — мар
кер молекулярной массы

Данный фрагмент был клонирован 
и секвенирован. Сравнение секвениро- 
ванной последовательности локуса 
RA12 - 7 5 650 с базой данных Генбанка 
показало, что данная последователь
ность с 5’-конца представлена фраг
ментом, гомологичным участку кло
на T24I21 хромосомы 2 Arabidopsis 
thaliana.

В то же время З’-конец локуса 
RA12 - 7 5 650 состоял из 2 вырожденных 
повторов, сходных с фрагментом кло
на AJ_245480 B.napus, кодирующим S- 
аденозил метионин салициловой кис
лоты карбоксил метионил трансфера- 
зу и ген гликопротеина S-локуса, 
фланкированными с 3’- конца участ
ком LTR ретротранспозона.

На основе известной последователь
ности RAPD-локуса RA12 - 7 5 650 были 
разработаны 6 специфичных праймеров:
3 прямых — SCARplF, SCARp50F, 
SCARp91F и 3 обратных — SCARp406R, 
SCARp463R, SCARp636R (таблица).

Возможные комбинации синтезиро
ванных SCAR праймеров показали раз-
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личную эффективность при идентифи
кации восприимчивых (Се-3) и устой
чивых (ECD04-1) генотипов (рис. 2).

Две пары специфичных праймеров 
SCARp91F — SCARp636R и SCARp50F —

SCARp636R при оптимизированных ус
ловиях ПЦР дали ко-доминантные 
фрагменты, выявляющие как воспри
имчивый, так и устойчивый генотипы 
(рис. 2).

Рис. 2. SCAR фрагменты, полученные в результате амплификации S-восприимчивых 
(Се-3) и R-устойчивых (ЕСД04-1) образцов с различными комбинациями праймеров: 1 — 
SCARp1f-SCARp406r; 2 — SCARp1f-SCARp463r; 3 — SCARp1f-SCARp636r; 4 — SCARp50f- 
SCARp406r; 5 — SCARp50f-SCARp463r; —SCARp50f - SCARp636r; 7—SCARp91 f-SCARp406r: 
8 — SCARp91f-SCARp463r, 9 — SCARp91f-SCARp636r; 6 и 9 — комбинации, давшие ко-доми- 
нантные фрагменты, выявляющие устойчивые (вертикальные стрелки) и восприимчивые (го
ризонтальные стрелки) генотипы; М — маркер молекулярной массы

Ко-доминантная природа получен
ных маркеров, необычная для SCAR, 
была обусловлена наличием 2 вырож
денных повторов на З’-конце целевого 
фрагмента у устойчивого генотипа 
(репы) и 1 —у восприимчивого гено
типа (пекинской капусты).

Испытание синтезированных специ
фичных праймеров показало, что один

из маркеров (комбинация SCARp91F- 
SCARp636R) позволяет четко разли
чать генотипы устойчивых образцов 
европейской репы ECD04-1 от геноти
пов восприимчивых образцов капусты 
пекинской Се-3, но является неэффек
тивным при анализе устойчивости в 
популяциях азиатской репы JRT1-1 
(рис. 3).
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Рис. 3. Эффективность комбинации SCARp91F — SCARp636R при различении устойчи
вых и восприимчивых генотипов: 1-5 — образцы устойчивой линии ECD04-1; 6-10 — образцы 
восприимчивой линии Се-3; 11-15 — образцы восприимчивой линии JRT1-1; М — маркер 
молекулярной массы

Выводы

1. Разработанный ко-доминантный SCAR 
маркер одного из генов устойчивости к киле 
эффективен при идентификации устойчивого 
и восприимчивого генотипов в популяциях от 
скрещивания восприимчивой капусты пекин
ской с устойчивой репой, однако непригоден 
для анализа потомств от скрещивания евро
пейской (ECD04-1) и азиатской (JRT1-1) реп.

2 Данный маркер может быть использо
ван при поиске маркеров к двум другим ге
нам устойчивости к киле у Brassica rapa L.
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SUMMARY

Random amplified polymorphic DNA (RAPD) marker RA12-75A linked to a clubroot-resistance 
locus of Brassica rapa L. was converted into co-dominant marker SCARp91F-SCARp636R useful 
for differentiation of susceptible and resistant genotypes in populations from cross of lines of 
European turnip (ECD04-1 — donor of resistance genes) and Chinese cabbage. But ineffectiveness 
both RAPD locus RA12-75A and the developed SCARp91F-SCARp636R marker, was shown for 
hybrid population obtained from resistant and susceptible plants of turnip.
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