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Аннотация. На основе разработанных молекулярных маркеров и адаптированных методик 

ДНК-типирования аллелей качества плодов B, hp-2dg, устойчивости к болезням Ph-3, Cf-5, типа 
роста главного побега Sp, функциональной мужской стерильности пыльников (ФМС) ps-2 прове-
ден скрининг популяции F2 гибрида Поспех (С9464 × ЛBPNд), получен селекционный материал 
для создания новых материнских линий на основе ФМС с преимущественным накоплением β-
каротина и устойчивостью к фитофторе, кладоспориозу. Из расщепляющейся популяции F2 ото-
браны стерильные (с аллелем ps -2) и фертильные (с аллелем Ps -2) образцы с сочетанием аллелей 
B/hp2dg/sp/Ph3/Cf5, b/hp2dg/Sp/Ph3/Cf5. Данные формы будут использованы в дальнейшем селекци-
онном процессе, направленном на создание новых форм с высоким качеством плодов и устойчи-
востью к патогенам. 
Ключевые слова: Solanum lycopersicum, ДНК-маркеры 
 
Введение. Современный рынок овощной продукции требует от производителя создания форм с 

высоким разнообразием по биохимическому составу, форме плодов, их окраске, вкусовым каче-
ствам. Вместе с тем для производителя крайне важно получать максимум продукции с минималь-
ными денежными и трудовыми затратами. Выполнение данных задач является основополагающим 
для современных селекционных программ. 

Решение проблемы повышения урожайности и улучшения качества плодов томата возможно 
лишь на основе создания гибридов F1 с комплексом признаков качества плодов и устойчивости к 
патогенам, поскольку повышение устойчивости растения зачастую ведет к ухудшению вкусовых 
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качеств, а повышенный уровень содержания каротиноидов в плодах томата сопровождается уве-
личением восприимчивости растений к патогенам [1]. Селекционеры стремятся создать каче-
ственно новые сорта и гибриды, отвечающие современным требованиям. Учитывая, что получение 
гибридных семян томата достаточно трудоемкий процесс, при подборе родительских пар особое 
внимание следует уделять изучению их генетической составляющей. 

Отбор с помощью молекулярных маркеров или маркер-сопутствующий отбор (MAS – Marker 
Assisted Selection) – сравнительно новый подход в селекции растений, основанный на прямой се-
лекции растений по генам, определяющим хозяйственно-ценный признак. Использование МАS 
особенно актуально при контроле признаков, фенотипически проявляющихся на поздних стадиях 
развития растения (биохимический состав, период сохранности плодов) и др. Анализ с помощью 
ДНК-маркеров не зависит от изменений, связанных с факторами окружающей среды, что важно, 
например, при отборе устойчивых к патогенам генотипов при отсутствии возбудителя. 

В Институте генетики и цитологии разработаны молекулярные маркеры к генам качества пло-
дов, количества и состава каротиноидов (B, hp-2dg t, Del, og, ogc, gf), устойчивости к болезням (I-2, 
I-2C, Mi 1.2, Cf-4, Cf-4A; Cf-5 Cf-9, Tm22), а также к гену, контролирующему тип роста (Sp/sp). 
Cовместно с Белорусской государственной сельскохозяйственной академией и Институтом ово-
щеводства в результате циклической селекции созданы формы, сочетающие в своем генотипе 2-3 
гена, определяющих химический состав плодов. Данные формы используются при создании ги-
бридов F1 как источник аллелей, детерминирующих определенный биохимический состав. Учиты-
вая, что гибридизация является трудоемким процессом, важным способом упрощения и удешев-
ления производства гибридных семян является использование материнских форм на основе функ-
циональной мужской стерильности (ФМС).  Ранее Институтом генетики и цитологии совместно с 
БГСХА создан ряд гибридов на основе ФМС с использованием стерильных форм, отобранных по 
фенотипу. 

Gorguet B. с соавторами описали мутацию томата в гене ORF4 полигалактуроназы, тесно свя-
занную с фенотипом positional sterility-2 (ps-2) [2]. Разработка молекулярных маркеров к данному 
признаку позволила быстро и эффективно создавать новые стерильные формы томата. Так с ис-
пользованием молекулярных маркеров создан ряд форм томата-черри на основе ФМС [1]. 

В связи с вышеизложенным, целью данных исследований было создание нового селекционного 
материала томата на основе ФМС с использованием молекулярных маркеров к аллелям, опреде-
ляющим состав каротиноидов B и hp-2dg, а также генов устойчивости к фитофторе Ph3 и кладоспо-
риозу Сf-5. Аллель Beta carotene (B) детерминирует преимущественное накопление β-каротина. 
Аллель high pigment 2 dark green (hp-2dg) увеличивает количество накапливаемых в плодах пиг-
ментов. Кроме того, поскольку известно, что аллель B тесно сцеплен [3, 4, 5] с аллелем sp (self 
pruning), определяющим детерминантный габитус растения, в задачу исследований входило изу-
чение возможности создания индетерминантных форм с преимущественным накоплением β-
каротина  

Материалы и методы исследования. Для достижения поставленной цели выполнена гибри-
дизация селекционных линий С9464 и ЛBPNд. коллекции Института генетики и цитологии НАН 
Беларуси, БГСХА. Генотип Линии С9464 включает следующие аллели изучаемых хозяйственно-
ценных признаков: индетерминантности (неограниченного роста главного побега) Sp, функцио-
нальной мужской стерильности ps-2, устойчивости к фитофторе Ph-3, устойчивости к кладоспори-
озу Cf-5. Генотип Линии ЛBPNд содержит аллели В и hp-2dg, обеспечивающие высокое накопление 
β-каротина в плодах, а также аллель детерминантности sp. Проведена оценка биометрических при-
знаков гибрида F1, характеризующих габитус растения. Для отбора новых форм с желаемым ком-
плексом аллелей получены семена гибридов F1 и выполнен анализ образцов расщепляющегося 
поколения F2 с помощью молекулярных маркеров, представленных в таблице 1. 

Экстракцию ДНК проводили с использованием набора для выделения ДНК из растительного 
материала комплектации С компании Праймтех согласно протоколу производителя. Режим прове-
дения амплификации включал следующие этапы: I-й этап: 92 ◦С – 15 мин.; II-й этап: 35 циклов: 99 
◦С – 4 сек.; 58-52 ◦С – 30 сек.; 72 ◦С – 1 мин.; III-й этап: 72 ◦С – 5 мин.; IV-й этап: 16 ◦С – 2 мин. 
Оценка продуктов амплификации проводилась методом электрофореза в 2% агарозном геле. Для B 
аллеля разделение продуктов амплификации проводили в полиакриламидном геле на автоматиче-
ском секвенаторе Applied Biosystems Genetic Analyzer 3500.  

Результаты и их обсуждение. Для выявления возможности создания индетерминантных форм с 
аллелем B, тесно связанным с детерминантным типом роста, проведена оценка признаков, харак-
теризующих развитие главного побега у гибрида F1 С9464 × ЛBPNд высота растения, высота за-
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ложения первой кисти, число листьев между кистями. Генотип данного гибрида сочетал аллели 
гена CYCB b и B определяющие типы накапливаемых каротиноидов, аллели Sp и sp, определяю-
щие тип развития главного побега. 

 
Таблица 1. – Наименование и характеристика маркеров, используемых для ДНК-типирования по-
пуляции томатов Т40 F2 С9464 × ЛBPNд 

 

Аллель 
Тип и название 

маркера 
Праймеры для ПЦР 

Температура 
отжига, ◦ С 

Литературный 
источник 

Ph-3 
 

SCAR, 
NCLB-9-6678 

F:CCTTAATGCAATAGGCAAAT 
R:ATTTGAATGTTCTGGATTGG, 

52 
Chunwongse J. 
[et al.] [6] 

Sp CAPS,  
SpF/R_ MvaI 

F:CTGTCCAAGTGTTAAGATG 
R:CTGTAGTGCCTGGAATGT 

56 
А.В.Кильчевск
ий и др. [6] 

hp-2dg CAPS, 
hp-2dg_AciI 

F:TTCTTCGGATTGTCCATGGT 
R:CACCAATGCTATGTGCCAAA 

55 
Кильчевский, 
А.В и др. [7] 

Cf5 
 

SCAR, 
2-5Cf 

F:GCTATCTTTGGGTATCAAAATC
TT 
R:AGATGACATCGACAAAATGTG 

58 
Кильчевский, 
А.В и др. [8] 

ps-2 
 

CAPS, 
ps-2_TaiI 

F:CAAATTGGATGAGAGTTTTGA
A 
R:CATTTTACAAGTGTAACAACT
TG 

55 

Бабак О.Г. и 
др. [1] 

B SCAR, 
BpromF/Bprom
R 

F:CTATGTTTGTTAGTGCTTGG 
R:GAAAATTGTTCATGTGCC 55 

А.В.Кильчевск
ий и др. [7, 9] 

 
Согласно полученным данным, высота растений находилась в пределах 2.80 - 3.15 м, заложение 

первой кисти на растениях начиналось после 8-9 листа, между кистями закладывалось по 3 листа, 
что полностью соответствует индетерминантным гибридам для защищенного грунта. Аналогич-
ные данные были получены по формам F2 с гетерозиготными генотипами. При этом плоды имели 
оранжевую окраску, что соответствует преимущественному накоплению бета-каротина. Получен-
ные данные показывают, что при использовании детерминантной формы с гомозиготными алле-
лями sp и B в качестве одного из родителей возможно получение индетерминантных форм при 
сочетании с аллелями Sp и b в другом генотипе. 

Для создания новых генотипов томата на основе ФМС c комплексом генов качества и устойчи-
вости с применением функциональных ПЦР маркеров были протестированы 123 генотипа томата 
поколения F2 для выявления изучаемых аллелей. В таблице 2 представлен ряд типируемых образ-
цов с различным сочетанием аллелей. 

Типирование B аллеля гена CYCB проводилось маркером BpromF/R. При амплификации с дан-
ными праймерами у растений, несущих рецессивный аллель данного гена (b), образуется фрагмент 
длиной 141 п.н., тогда как у растений с мутантным аллелем B – 150 п.н. (Табл. 2).  

С целью выявления аллеля hp-2dg (dark green) использован CAPS маркер CAPS hp-2dg_AciI. В 
результате ПЦР с указанным маркером синтезируется ампликон размером 697 п.н. После рестрик-
ции эндонуклеазой AclI, мутантный аллель hp-2dg (dark green) остается неизменным, а нормальный 
аллель разрезается на фрагменты длиной 578 п.н. и 119 п.н.  (рис.1 A). 

Использование CAPS маркера ps-2_TaiI позволяет получить ПЦР-фрагменты размером 397, 
223, 76 п.н. у фертильных форм, и 223, 200, 197 и 76 п.н. у образцов с аллелем стерильности ps-2. 
(рис.1 Б). 

Для выявления аллеля детерминантного габитуса sp использован маркер CAPS SpF/R_ MvaI. В 
результате рестрикции у растений с неограниченным ростом (Sp) ампликон режется на фрагменты 
396, 624 п.н, а у растений детерминантного фенотипа – остается неизменным 1020 п.н. (рис.1 В). 

С целью выявления аллеля устойчивости к кладоспориозу Cf5 применялся доминантный мар-
кер SCAR 2-5 Cf. Продукты ПЦР размером 1163 и 880 п.н. свидетельствуют о наличии аллеля гена 
Cf5 (рис.1 Г). 

При амплификации с маркером NCLB-9-6678 устойчивости к фитофторе (Ph3) фрагменты раз-
мерами 600 и 900 п.н. свидетельствуют о наличии признака устойчивости и восприимчивости к 
фитофторе, соответственно (рис.). 
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Рисунок – Продукты амплификации ДНК 13 образцов популяции Т40 F2 С9464 × ЛBPNд с CAPS 

маркером hp-2dgF/ hp-2dgR_AciI (А); CAPS маркером ps-2_TaiI (Б); CAPS маркером SpF/R_ MvaI (В); 
SCAR маркером 2-5Cf (Г); SCAR маркером NCLB-9-6678 (Д) 

 
Таблица 2. – Результаты ДНК-генотипирования образцов томата популяции F2 с маркерами к ге-
нам B, hp-2dg, sp, Cf2, Cf5, Ph3, ps-2  

 

Образец 
ДНК 

Ген и размеры искомого ПЦР продукта, п.н. 
Фенотипическое  
описание растений B, 

150. 
hp-2dg, 

697 
ps-2, 
200 

Sp, 
396+624 

Сf-5 
1163+880 

Ph-3 
600 

Т40 -7 b hp-2dg ps2 Sp Cf-5 ph-3 Картофельный лист 
Т40 -20 Гетеро* hp-2dg Гетеро sp Cf-5 Ph-3 Плоды белесые  
Т40 -25 B hp-2dg Гетеро sp  Ph-3 Растение невысокое  
Т40 -27 B Гетеро ps2 sp  Гетеро Очень высокое 
Т40 -28 B Hp-2dg 

Гетеро 
sp  Ph-3 Плоды белесые, листья 

обычные 
Т40 -30 Гетеро Гетеро ps2 Гетеро  Гетеро Лист картофельный, 

кисть простая 
Т40 -42  B hp-2dg ps2 sp  Гетеро Низкое, высота 52 см. 
Т40 -58 b Hp-2dg ps2 Sp Cf-5 Ph-3 Лист картофельный, 

кисть простая 
Т40 -68 b Гетеро ps2 Sp Cf-5 Гетеро Картофельный лист, 

кисть простая  
Т40 -88 B Гетеро Гетеро sp Cf-5 ph-3 Плоды белёсые, крупные 
Т40 -92 Гетеро Гетеро ps2 Гетеро Cf-5 ph-3 Кисти сложные 
Т40 -98 b hp-2dg Гетеро Sp Cf-5 ph-3 Кисти сложные 
Т40 -103 B Гетеро Гетеро sp Cf-5 Ph-3 Очень сложная кисть, 

плод округлый, жёлтый 
Т40 -107 Гетеро Hp-2dg ps2 Гетеро  Гетеро Лист средний, кисть 

простая, плоды крупные  
Т40 -123 B hp-2dg - sp Cf-5 Ph-3 Плод мелкий, наличие 

трещин 
* – Гетерозиготная форма 
 
По результатам молекулярного анализа, а также фенотипического анализа образцов были ото-

браны 18 форм с различным сочетанием аллелей устойчивости: кладоспориозу (Cf5), фитофторозу 
(Ph3); качества плодов: ликопина и каротина (b). β-каротина (B), повышенного содержания пиг-
ментов (hp-2dg); детерминантного и индетерминантного типа роста (sp/Sp); функциональной муж-
ской стерильности (ps-2). Наряду с молекулярным анализом оценивались признаки по фенотипу: 
размер и форма плода, тип кисти, наличие картофельного листа. 

Заключение. Показана возможность создания индетерминантных форм у гибридов F1 с соче-
танием в генотипе генов Self pruning и Beta в гетерозиготном состоянии. На основе разработанных 
молекулярных маркеров и адаптированных методик ДНК-типирования аллелей качества плодов B, 
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hp-2dg, устойчивости к болезням Ph-3, Cf-5, типа роста главного побега Sp, функциональной муж-
ской стерильности пыльников (ФМС) ps-2 проведен скрининг популяции F2 гибрида С9464 × 
ЛBPNд, получен селекционный материал для создания новых материнских линий на основе ФМС 
с преимущественным накоплением β-каротина, и устойчивостью к фитофторе, кладоспориозу. Из 
расщепляющейся популяции F2 были отобраны стерильные (с аллелем ps -2) и фертильные (с ал-
лелем Ps -2) образцы с сочетанием аллелей B/hp2dg/sp/Ph3/Cf5, b/hp2dg/Sp/Ph3/Cf5, Данные формы 
будут использованы в дальнейшем селекционном процессе, направленном на создание новых 
форм с высоким качеством плодов и устойчивостью к патогенам. 
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Высшие базидиомицеты вызывают интерес как источники биологически активных соединений. 

Основной целью является создание на основе грибов и продуктов их метаболизма лекарственных 
препаратов, пищевых и кормовых добавок. Подтверждением служит большое число эксперимен-
тальных исследований по высшим грибам.  




