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ИНТРОГРЕССИЯ ГЕНЕТИЧЕСКИХ ЭЛЕМЕНТОВ
НЕКЛУБНЕНОСНОГО ВИДА SOLANUM ETUBEROSUM
В КАРТОФЕЛЬ ПОСРЕДСТВОМ СОМАТИЧЕСКОЙ
ГИБРИДИЗАЦИИ

РЕЗЮМЕ

Интрогрессия генетических элементов неклубненосных видов Solanum
в геном культурного картофеля S. tuberosum посредством соматической
гибридизации подтверждена SCAR-маркером COS4 на ген COSII_Atg14320
из S. etuberosum.

Ключевые слова: картофель, межвидовые соматические гибриды, неклуб-
неносные виды Solanum, SCAR-маркер COS4 генетических элементов
S. etuberosum.

ВВЕДЕНИЕ

Дикие виды рода Solanum: S. etuberosum (etb) и S. brevidens (brd), при-
надлежащие секции Petota Dumortier, подсекции неклубненосов Estolonifera
Hawkes, серии Etuberosa Juzepczuk, не способны к образованию клубней [1, 2].
При перечислении источников устойчивости к ВСЛК Hawkes ставит виды
brd и etb на первое место, затем следуют виды S. acaule и S. raphanifolium [1].
Виды серии Etuberosa родом из Южной Америки и имеют балансовое число
эндосперма (EBN), равное 1 [2]. Согласно гипотезе о балансовом числе эн-
досперма EBN, которое часто называют эффективной плоидностью, для нор-
мального развития эндосперма у представителей Solanum отношение мате-
ринского EBN к отцовскому EBN должно соответствовать 2:1. В экспери-
ментах Jackson и Hanneman виды S. etuberosum и S. brevidens практически
не завязывали ягод в реципрокных скрещиваниях с фертильными образцами
культурного тетраплоидного картофеля при использовании в качестве мате-
ринской или отцовской формы [4]. Образование трех бессемянных ягод было
отмечено лишь в варианте скрещиваний в направлении S. etuberosum × S. tu-
berosum-4х. Проблема с получением семян сохраняется и при половой гиб-
ридизации между дигаплоидами картофеля и видами Etuberosa [3].

Преодоление барьеров несовместимости между культурным картофелем
S. tuberosum-4х (tbr-4х) с геномом А и неклубненосными видами S. etuberosum
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и S. brevidens с геномом Е возможно с привлечением соматической гибри-
дизации, позволяющей слить протопласты растений не только из разных ви-
дов, но и родов, и семейств [5].

Соматические гибриды с S. etuberosum проявляли устойчивость к виру-
сам картофеля Y, L, Х, черной ножке [6–12]. Показана передача признака
устойчивости к вирусам второму (для YВК) и третьему (для ВСЛК) бек-
кроссам с tbr-4х [10]. Устойчивость соматических гибридов etb + tbr к ВСЛК
связывают с наличием в их геноме гена Rlretb устойчивости к вирусу L, до
сих пор незадействованного в селекции картофеля вследствие недоступнос-
ти S. etuberosum. В исследованиях по молекулярному маркированию цитоп-
лазмона устойчивых к Y-вирусу соматических гибридов между дигаплоидом
С-13 и S. etuberosum показана широкая вариация митохондриального и хло-
ропластного геномов [13]. Авторы делают вывод об уникальном потенциале
соматической гибридизации для обогащения генетического пула культурного
картофеля генетическим материалом из цитоплазмы диких видов.

Соматические гибриды картофеля с S. brevidens устойчивы к ВСЛК, YВК,
мягкой гнили клубня, парше обыкновенной [14–20]. В Южной Корее создан
первый сорт картофеля на основе соматического гибрида [21]. Сорт Jeseo
создан в рамках селекционной программы после двух последовательных бек-
кроссов соматического гибрида Dejima + S. brevidens сортом Dejima, ис-
пользованным в качестве опылителя, и отличается устойчивостью к парше
обыкновенной, вызываемой видами Streptomyces (S. scabies, S. turgidiscabie
и S. acidiscabie), перенесенной от соматического гибрида.

В лаборатории биотехнологии созданы соматические гибриды картофеля
шести комбинаций с участием видов etb и brd, для трех из которых получено
половое поколение [22, 23].

Цель настоящей работы: использование молекулярного маркирования для
анализа интрогрессии генетических элементов неклубненосных видов в со-
матические гибриды и их половые поколения.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДИКА

Объекты исследований:
I – межвидовые гибриды картофеля шести комбинаций соматической гиб-

ридизации, полученные нами ранее [22, 23]:
2D – 86-6 [межвидовой гибрид (S. tuberosum ×  S. chacoense), 2x] + S.

etuberosum (Е55-1);
4D – 86-6 + межвидовой неклубненосный гибрид (S. etuberosum × S. brevidens)

(Л49-2);
10D – S. polyadenium (Л39-2) + Л49-2 (etb × brd);
Р – ЛДГ (дигаплоид сорта Ласунак) + соматический гибрид 10D-1;
48-78563–76 (tbr-4x) + межвидовой неклубненосный гибрид (S. brevidens

× S. etuberosum) (Л48-3);
S – S. bulbocastanum (Sb) + 10D–1 [pld + (etb × brd)]
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II – половые поколения соматических гибридов трех комбинаций: 2D, 4D и Р.
Исследования на наличие генетических элементов неклубненосных видов

в геноме соматических гибридов и их половых поколений проводили с ис-
пользованием SCAR-маркера COS4. Данный маркер был разработан в лабо-
ратории молекулярной биологии клетки ГНУ «Институт биофизики и клеточ-
ной инженерии НАН Беларуси» в совместной работе с сотрудниками лабора-
тории биотехнологии РУП «НПЦ НАН Беларуси по картофелеводству и пло-
доовощеводству» для идентификации соматических гибридов и неклубненос-
ных диких видов рода Solanum [24]. Специфичная пара праймеров, обозна-
ченная нами как COS4: СOS24S F (5'-TCC ACT CCC ACA TCT TTT CC-3') и
COS4A R (5'-GGA AAA TTC AGC AAA ACC CA-3'), была подобрана для
консервативной последовательности ядерного гена рибосомального белка
хлоропластов COSII_Atg14320 S. etuberosum на основе аннотированной пос-
ледовательности S. etuberosum (NCBI-GenBank FJ599372.1).

Выделение ДНК из листочков растений in vitro осуществляли с помощью
коммерческих наборов для экстракции и очистки ДНК Genomic DNA
Purification Kit производства фирмы «Fermentas» (Литва) согласно протоколу про-
изводителей. Молекулярное маркирование со SCAR-маркером COS4 проводили
согласно разработкам авторов [24]. Повторность реакции ПЦР 2–3-кратная.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Амплификация с ПЦР-маркером COS4 обеспечивает синтез целевого
фрагмента размером 368 пн, что было продемонстрировано для различных
образцов неклубненосных видов S. etuberosum, S. palustre и отдельных со-
матических гибридов комбинаций 48 [78563–76 + (S. brevidens × S. etu-
berosum)], 2D [86-6 (S. tuberosum × S. chacoense) + S. etuberosum], 4D [86-6 +
(S. etuberosum × S. brevidens)] [24]. Из проанализированного 31 соматичес-
кого гибрида шести комбинаций маркер присутствует у 30-ти за исключени-
ем одного гибрида S6 комбинации S (табл. 1).

Расстояние до вида S. etuberosum (etb) различно для соматических гиб-
ридов комбинаций слияния протопластов. Соматические гибриды комбина-
ции 2D (86-6 + etb) получены при слиянии протопластов диплоидного гибрида
культурного картофеля 86–6 (tbr-2x ґ chc) и непосредственно образца Е55-1
вида etb. В соматических гибридах комбинации 4D [86-6 + (etb × brd)] тот же
самый культурный родитель-партнер 86-6, а дикий представлен половым гиб-
ридом Л49-2 (etb × brd) между видами S. etuberosum и S. brevidens. В гибри-
дах комбинации 4D вид etb удален на одно генеративное поколение. Прибли-
зительно та же ситуация по отношению к S. etuberosum у соматических гиб-
ридов комбинации 48. Дикий родитель представлен половым гибридом Л48-3
(brd × etb) между видами S. etuberosum и S. brevidens, только в отличие от
гибрида Л49-2, S. etuberosum является отцовской формой. Во вторичных сома-
тических гибридах комбинации P {ЛДГ (tbr-2x) + 10D-1 [Л39-2 (pld) + Л49-2
(etb × brd)]} и S (blb + 10D-1) один из родителей представлен первичным
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соматическим гибридом между видом S. polyadenium (pld) и гибридом Л49-2, и
расстояние до вида etb дополнительно увеличивается на одно соматическое
слияние.

Во вторичном соматическом гибриде Р2-17 картофеля комбинации Р присут-
ствует фрагмент ДНК, соответствующий маркеру COS4 (рис. 1). Данный фраг-
мент отсутствует у культурного родителя-партнера ЛДГ (LDG на рис. 1)
и присутствует у дикого родителя-партнера соматического гибрида 10D-1 (10-16
на рис. 1).

Проведение ПЦР-анализа с маркером COS4 возможно с использованием
в качестве внутреннего контроля пары праймеров BCH, как это представле-
но на рисунке 2.

Использование маркера BCH в качестве внутреннего положительного кон-
троля в реакции ПЦР с ДНК-маркером TG689 идентификации гена H1 устой-
чивости к золотистой картофельной нематоде было отработано российскими
коллегами из ВНИИКХ РАСХН [25].

Мы провели оптимизацию молекулярного маркирования генотипов картофе-
ля с маркером COS4. Оптимизация обеспечивает возможность одновременного
использования двух пар праймеров: 1) СOS24S F (5'-TCC ACT CCC ACA TCT
TTT CC-3') и COS4A R (5'-GGA AAA TTC AGC AAA ACC CA-3'); 2) BCH F
(CGT TTG GCG CTG CCG TAA GTT) и BCH R (CAT GAC ATA GTT TGA ATT
TTG AGT C). С парой праймеров BCH в реакции ПЦР амплифицируется

Таблица 1 – Характеристика комбинаций соматической гибридизации  
с присутствием в родословной одного из родителей неклубненосных видов  
по наличию ПЦР-маркера COS4  
 

Распределение  соматических гибридов различных комбинаций  
по наличию ПЦР-маркера COS4 

Гибриды с  маркером COS4 Гибриды без  
маркера COS4 

Комбинация 

Прове-
рено 
гибри-
дов, шт. Всего, 

шт. Название образца Всего, 
шт. 

Название 
образца 

2D: (tbr × chc) + etb 9 9 

2D-4-5, 2D-8-5, 2D-8-7, 
2D-154-5, 2D-265-2, 
2D-265-3, 2D-265-4, 
2D-265-5, 2D-265-8 

  

4D: (tbr × chc) + (etb × brd) 5 5 4D-5-1, 4D-5-2, 4D-8-2, 
4D-11-2, 4D-11-3 

  

48: tbr + (brd × etb) 5 5 48-1-7, 48-2-1, 48-2-7, 
48-3-2, 48-5-9 

  

10D: pld + (etb × brd) 1 1 10D-1   

S: 10D-1 + blb 10 9 
S6-1; S6-2; S6-3; S7-1; 

S12-2; S13-2; S28;  
S28-1; S28-2 

1 S6 

P: 10D-1 + tbr 1 1 Р2-17   
Примечание. Аббревиатура видов дана по Hawkes [1]. 
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Рисунок 2 – ПЦР с маркерами COS4 (верх) и COS4 + BCH (низ):
Л49-2   (половой гибрид S. etuberosum × S. brevidens) – положительный контроль;
К – отрицательный контроль (Н2О, половое потомство соматических гибридов

2D (34-5, Н11-2) и 4D (7-7-7, Н85-2)

Рисунок  1 – Амплификация с маркером COS4 на ДНК-матрицах вторичного
соматического гибрида Р2-17 и его генеративного поколения:

LDG, 10-16 – культурный и дикий родители-партнеры комбинации соматической
гибридизации Р;  Р2-17 – соматический гибрид; 09Р/1-2, 09Р/1-3 – половое

потомство от свободного опыления Р2-17

продукт размером 290 пн у всех анализируемых генотипов картофеля незави-
симо от наличия или отсутствия в их геноме нуклеотидной последовательно-
сти целевого гена. Синтезируемый с помощью маркера BCH продукт позволяет
судить о качестве матрицы ДНК и является свидетельством того, что реакция
ПЦР прошла. Таким образом, ампликон в 290 пн используется как внутренний
положительный контроль в реакции ПЦР со SCAR-маркером COS4.

На рисунке 2 представлено два варианта реакции ПЦР со SCAR-марке-
ром COS4 для одних и тех же межвидовых гибридов: верх – с праймерами на
маркер COS4 и низ – с дополнительным маркером BCH внутреннего контроля.
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Ампликон вблизи коммерческого маркера (50bp to 1kb) в 400 пн соответству-
ет по размеру фрагменту ДНК в 368 пн, синтез которого обеспечивает пара
праймеров маркера COS4, присутствует у всех анализируемых образцов в
верхней части фотографии. Отличие между образцами наблюдается в интен-
сивности полосы специфичной COS4. В нижней части фотографии, представ-
ляющей разделение продуктов реакции ПЦР с двумя маркерами, ампликон,
специфичный для COS4, не визуализируется у образцов Н85-2 и 7-7-7. Отсут-
ствие фрагмента ДНК, специфичного BCH (вблизи полосы в 300 пн), у образ-
ца 7-7-7 свидетельствует о проблеме с реакцией ПЦР для данного образца и
может не учитываться. При использовании в качестве матрицы ДНК образ-
ца Н85-2 присутствует ампликон маркера BCH и отсутствует ампликон мар-
кера COS4. Учитывая данные верхнего геля, для заключения о положитель-
ном результате ПЦР-анализа на COS4 для данного образца были проведены
дополнительные реакции ПЦР.

Критический момент соматической гибридизации – проблема с фертиль-
ностью соматических гибридов и их способностью к генерации жизнеспо-
собного потомства в скрещиваниях с культурным картофелем. Генерация
полового потомства соматических гибридов имеет самостоятельную цен-
ность независимо от наличия значимых для селекции признаков вследствие
увеличения генетического пула картофеля, доступного селекционеру.

В лаборатории биотехнологии получены половые поколения межвидовых
соматических гибридов комбинаций 2D [86–6 (tbr-2x × chc) + etb], 4D [86-6 +
(etb × brd)], P {ЛДГ + 10D–1 [pld + (etb × brd)]. Половые поколения сомати-
ческих гибридов представляют собой сложные межвидовые гибриды с вклю-
чением в геном генетического материала ядра и цитоплазмы нескольких ви-
дов и обозначены соответственно МВГ2D, МВГ4D, МВГР. Соматическая гиб-
ридизация обеспечивает взаимодействие цитоплазмонов обоих родителей в
отличие от традиционных скрещиваний, когда гибридный материал содержит
цитоплазму только материнской формы.

В предыдущих исследованиях с использованием ПЦР-праймеров, марки-
рующих специфические последовательности пластид (cpSSR) и митохондрий
(mtSSR), нами показано наличие различных комбинаций родительских орга-
нелл у соматических гибридов с неклубненосными видами: преимуществен-
но гибридной для 2D и сочетание цитоплазмы культурного родителя и нового
типа для 4D [5, 26].

Сложные межвидовые гибриды комбинации МВГ2D содержат в своей ро-
дословной три вида tbr, chc, etb и цитоплазму двух – культурного картофеля
tbr и неклубненосного вида etb; МВГ4D – четыре вида tbr, chc, etb, brd и ци-
топлазму двух – tbr, etb; МВГР – пять видов tbr, chc, etb, brd, pld и цитоплазму
трех – tbr, etb, pld.

В наших экспериментах при ПЦР-анализе половых поколений соматичес-
ких гибридов 2D и 4D выявлено наличие маркера COS4 у 17 из 25 МВГ2D и у
8 из 29 МВГ4D (табл. 2).
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Положительный ответ с ДНК-маркером COS4 получен для МВГ2D Н78-1,
Н79-1, Н83-6, представляющих пятое половое поколение соматического гиб-
рида 2D-265-2 – максимальная удаленность от вида S. etuberosum в нашем
эксперименте. Отсутствие синтеза фрагмента, специфичного ПЦР-маркеру
COS4, не является однозначным свидетельством отсутствия генетических
элементов неклубненосных видов Solanum из-за ограниченности конкретным
геном из S. etuberosum [24].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
По итогам ПЦР-маркирования в половых поколениях соматических гиб-

ридов трех комбинаций нами выделено 27 генотипов с маркером COS4 на
генетические элементы неклубненосного вида S. etuberosum, в том числе 17
для комбинации 2D, 8 – 4D, 2 – Р.

Полученные результаты свидетельствуют о реальной интрогрессии гене-
тического материала неклубненосного вида S. etuberosum в геном культур-
ного картофеля посредством соматической гибридизации.
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INTROGRESSION OF GENETIC ELEMENTS OF NON-TUBEROUS
TYPE OF SOLANUM ETUBEROSUM IN POTATO BY SOMATIC
HYBRIDIZATION MEANS

SUMMARY

Introgression of non-tuberous genetic elements of Solanum types in
cultivated potato genome of S. tuberosum by somatic hybridization is validated
with SCAR-marker COS4 for COSII_Atg14320 gene of S. etuberosum.
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