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Abstract. With SCAR use -  a marker grades of the Kazakhstan selection, with genes on stability to ring rot of 
potato are revealed. The obtained data can beused for increase in efficiency of selection researches on creation of 
steady and productive grades of potatoes.
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ОЦЕНКА УСТОЙЧИВОСТИ КАРТОФЕЛЯ К КОЛЬЦЕВОЙ ГНИЛИ 
С ИСПОЛЬЗОВАНИЕМ SCAR-МАРКЕРОВ

Аннотация. С использованием SCAR-маркера выявлены сорта казахстанской селекции, с генами на 
устойчивость к кольцевой гнили картофеля.Полученные данные могут быть использованы для повышения 
эффективности селекционных исследований по созданию устойчивых и продуктивных сортов картофеля.
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Введение. Картофель -  одна из основных продовольственных культур во всем мире. Полу
чение высоких и устойчивых урожаев картофеля, его сохранение в настоящее время приобретает 
все большую актуальность. Однако, несмотря на то, что генетический потенциал районированных 
в республике сортов картофеля достигает 50-55 т/га, о чем свидетельствуют результаты 
госсортоиспытаний [1], в реальных условиях сельскохозяйственных организаций средняя 
урожайность ниже 15,0 т/га, т.е. реализация потенциала сортов в целом не превышает 20-30 % [2].

Одной из основных причин снижения эффективности картофелеводства является сильное 
развитие болезней на растениях и клубнях, так как вегетативный способ размножения этой куль
туры способствует накоплению и сохранению патогенов в клубнях.Инфекционные заболевания 
сельскохозяйственных растений, в том числе и кольцевая гниль картофеля, которую вызывает 
грамположительная бактерия Clavibactermichiganensisssp. sepedonicus (Cms), приводят к значи
тельным потерям урожая. Возбудителем болезни является бактерия, поражающая все органы 
картофельного растения [3]. Чрезвычайная вредоносность бактериозов связана с отсутствием ус
тойчивости к ним у большинства возделываемых сортов картофеля.Выведение устойчивых сортов
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картофеля -  основной экономически выгодный и экологически безопасный способ борьбы с 
патогенами [4].

Учитывая опасность кольцевой гнили для картофеля, во многих регионах мира проводятся 
интенсивные исследования в области генетики и селекции на устойчивость к данной болезни [5-9].

В настоящее время полимеразная цепная реакция является наиболее точным и чувствитель
ным диагностическим методом, позволяющим быстро выявлять латентную инфекцию различных 
фитопатогенов, в том числе бактерий Cms, вызывающих кольцевую гниль картофеля [10, 11]. Для 
диагностики возбудителя кольцевой гнили разработаны праймеры, технологический регламент 
пробоподготовки и проведения анализа на основе полимеразной цепной реакции [12].

Поэтому, выявления устойчивых к бактериальным заболеваниям сортов картофеля отечест
венной селекции является актуальным. Ранее нами методом ПЦР анализа были выявлены устой
чивые к жаре-, засухе и фитофторозу сорта картофеля казахстанской селекции [13-15].

Цель исследований: Поиск генов устойчивости к бактериальным заболеваниям (кольцевой 
гнили) у 17 сортов картофеляотечественной селекции.

Материал и методы исследования. Выделение геномной ДНК растений. Изолирование ДНК 
проводили из проростков клубней 17 сортов картофеля (1 -  Беркут, 2 -  Эдем, 3 -  Тянь-шаньская, 
4 -  Сеним, 5 -  Тамыз, 6 -  Урал-1, 7 -  Нур-Алем, 8 -  Федор, 9 -Памяти Кунаева, 10 -  Памяти 
Боброва, М -  ДНК маркеры молекулярного веса, 11 -  Аксор, 12 -  Тохтар, 13 -  Бирлик, 14 -  Тама- 
ша, 15 -  Удовидский, 16 -  Никитка, 17 -  Памяти Лигай).

В целях оптимизации метода выделения ДНК растений использован коммерческий набор (Qia- 
gen DNesy Mini kit), а также модифицированный нами метод, описанный Suman P.S. Khanuja [16].

Молодые листья растирали в ступке в ТЕ буфере. Пробы центрифугировали при 13000 об/мин 
в течение 3 минут, удаляли надосадочную жидкость, а осадок суспендировали в 500 мкл ТЕ бу
фера. Для лизирования клеток к суспензии добавляли 10 мкл лизоцима (10 мг/мл), тщательно 
смешивали и инкубировали при 37° С в течение 2 часов. После чего добавляли 30 мкл 10% SDS и
3 мклпротеиназы К (20 мг/мл). Далее инкубировали 3 часа при 37°С. Для удаления фрагментов 
клеточной стенки, остаточных белков и полисахаридов, добавляли 100 мкл 5М NaCl. Затем, тща
тельно перемешивали и добавляли 80 мкл раствора CTAB (10% CTAB в 07 M NaCl). Перемешав на 
вортексе, инкубировали 10 минут, при 65°С. Заключительную очистку, выполняли хлороформным 
методом, с этой целью добавили 750 мкл хлороформ/изоамилового спирта (24/1), тщательно 
встряхнули и центрифугировали при 12000 об/мин в течение 10 минут. Водную фазу переносили в 
новую пробирку. Повторяли процедуру очистки с хлороформ/изоамиловым спиртом (24/1). Про- 
центрифугировали и водную фазу переносили в новые пробирки. ДНК преципитировали 
0,6 объемами изопропилового спирта. Осадили ДНК центрифугированием при 12000 об/мин в 
течение 10 минут. Промыли осадок ДНК однократно 70% этиловым спиртом. Очищенные образцы 
ДНК растворяли в 100 мкл однократного ТЕ буфера и хранили при минус 20°С.Концентрацию 
ДНК определяли спектрофотометрически на спектрофотометре NanoDrop при длине волны 260 нм.

Результаты исследования. Результаты изолирования геномной ДНК сортов и линий пред
ставлены на рисунке 1.

1 2 3 4 5 6 7 М 8 9 10 11 12 13 14 15
1 -  Беркут, 2 -  Эдем, 3 -  Тянь-шаньская, 4 -  Сеним, 5 -  Тамыз, 6 -  Урал-1, 7 -  Нур-Алем, 8 -  Федор, 9 -  Памяти Кунаева, 

10 -  Памяти Боброва, 11 -  Памяти Лигай, 12 -  Бирлик, 13 -  Никитка, 14 -  Удовицкий, 15 -  Карасайский

Рисунок 1 -  Электрофореграммаизолированой ДНК сортов картофеля 1,2 % агарозном геле
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Данные электрофореграммы показывают, что у всех исследуемых сортов картофеля несмотря 
на различия в концентрациях выделены чистые ДНК, которые будут способствовать качествен
ному проведению ПЦР анализа.

Концентрация ДНК исследуемых сортов и линии картофеля были высокими колебалась в 
пределах от 677,15 до 3031,72 ng/^l (таблица).

Концентрация ДНК разных сортов картофеля
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Для проведения амплификации использовали праймеры к нуклеотидной последовательности 
межгенного спейсера 16S-23S рРНК: PSA-F (50-ctc ctt gtg ggg tgg gaa aa-30) и PSA-R (50-tac tga gat 
gtt tca cttccc ^^синтезированные в НЦБ, в лаборатории органического синтеза Ахметоллаева И. А.

Реакционную смесь объемом 50 мкл, состоящую из 2 фаз и воска (15 мкл) для их разделения, 
готовили в микропробирках для ПЦР, поочередно добавляя реактивы. Нижняя фаза содержала 3 
мкл Н2О, 5 мклдНТП и по 1 мкл каждого праймера; верхняя -  10 мкл ПЦР-буфера (5 ), 7 мкл Н2О,
2,5 мкл MgSO4, 0,5 мклTaq- полимеразы. На поверхность ПЦР-смеси наносили 15 мкл Н2О и 5 мкл 
исследуемой ДНК, после чего пробирки помещали в амплификатор (Eppendorf). Протокол 
амплификации включал: 1 цикл продолжительностью 3 мин при температуре 95°С; 10 циклов при 
95°С в течение 1мин, 64°С -1мин, 72°С -  1мин; 25 циклов при 95°С -  30 с, 62°С -  30 с, 72°С -  
1мин. После последнего цикла реакционную смесь выдерживали при 72°С в течение 5 мин и в 
последующем хранили при температуре 4°С.

Для разделения ПЦР-продуктов проводили электрофорез в 1,5 % агарозном геле. Для визуа
лизации ДНК гель в течение 25 мин инкубировали в растворе бромистого этидия (0,5 мкг/мл) и 
просматривали в ультрафиолете на приборе GelDoc XR ("BioRad").

Электрофореграмма продуктов ПЦР сортов картофеля с праймерами, перспективными для 
определения устойчивости к вредителю Clavibactermichiganensisssp.sepedonicus:

1 -  Беркут, 2 -  Эдем, 3 -  Тянь-шаньская, 4 -  Сеним, 5 -  Тамыз, 6 -  Урал-1, 7 -  Нур-Алем, 8 -  Федор, 
9 -  Памяти Кунаева, 10 -  Памяти Боброва, 11 -  Памяти Лигай, 12 -  Бирлик, 13 -  Никитка,

14 -  Удовицкий, 15 -  Карасайский, 16 -  Тамаша, 17 -  Аксор
Рисунок 2 -  Результаты ПЦР анализа ДНК из листьев картофеля сорта (стрелкой отмечены фрагменты ДНК 

размером 502 п.о. 1 -  маркер молекулярного веса ДНК)
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В результате исследования с использованием молекулярных маркеров определены сорта 
устойчивые к кольцевой гнили: Эдем, Тянь-шаньская, Сеним, Федор, Памяти Кунаева, Памяти 
Боброва, Никитка, Удовицкий, Карасайский.

Выводы. В результате выполненной работы идентифицировано 9 устойчивых к кольцевой 
гнили сорта картофеля казахстанской селекции. Полученные результаты могут быть широко 
использованы в селекционных программах, направленных на создание устойчивых и продук
тивных сортов картофеля.
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КАРТОПТЬЩ САЦИНАЛЫ Ш1Р1Г1НЕ ТвЗШ ДШ ШН  
SCAR-МЛРКЕРЛЕРД! п а й д а л а н ы п  б а г а л а у

Аннотация. SCAR-маркерлерд! пайдаланып картоптын сакиналы ш1ртне тез1мд1 гендер1 бар казак- 
стандык селекциясынын сорттары айкындалды. Алынган мэл1меттерд1 картоптын тез1мд1 жэне ешмд1 сорт- 
тарын шыгаруда селекциялык зерттеулердщ тшмдшпн арттыру Yшiн пайдалануга болады.

Тушн сездер: картоп, сакиналы ш1р1к, молекулалык маркер, ДНК- маркеру полимераздык тобекпк 
реакция эдюу тез1мд1л1к.
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