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Уважаемые читатели! 

В настоящем выпуске отдельное внимание уделено 
вопросам гибридной селекции. Представлены результаты 
применения инновационного подхода для создания гете-
розисных гибридов кукурузы, основанного на получении 
и использовании редиплоидных линий из тетраплоидной 
популяции.

В системе скрещиваний более 100 редиплоидных 
линий с 37 стерильными тестерами различных групп 
спелости дана оценка комбинационной способности 
редиплоидных линий и изучена реакция на ЦМС М- 
и С-типов. Выделены линии, характеризующиеся спо-
собностью закреплять стерильность или восстанавливать 
мужскую фертильность при М- и С-типах ЦМС с комби-
национной способностью от сверхвысокой до хорошей. 
Выделены гибриды по результатам оценки уборочной 
влажности зерна.

Следующий блок статей выпуска посвящен повыше-
нию устойчивости возделываемых культур к болезням. 
Генетически обусловленная устойчивость и примене-
ние биологических средств защиты способствуют сниже-

нию химической нагрузки на почву и окружающую среду 
и экологизации земледелия.

Методы маркер-ориентированнной селекции растений 
наиболее широкое применение получили именно в про-
граммах по созданию форм, устойчивых к различным 
факторам биотического стресса. Особую актуальность 
имеет проверка (тестирование) селекционного матери-
ала вегетативно размножаемых культур на наличие генов 
устойчивости к вирусным заболеваниям. Исследователи 
из Института генетики и цитологии НАН Беларуси (ИГЦ) 
и РУП «Научно-практический центр Национальной ака-
демии наук Беларуси по картофелеводству и плодоово-
щеводству», в ходе создания нового селекционного мате-
риала, устойчивого к одному из наиболее вредоносных 
вирусов картофеля (PVY) провели отбор на основе моле-
кулярного скрининга около 400 селекционных клонов, 
полученных на основе сложных межвидовых гибридов, 
и фенотипическую оценку отобранных генотипов мето-
дом иммуноферментного анализа после искусственного 
заражения растений вирусом. Выделены устойчивые 
формы, предложена стратегия повышения эффективности 
селекции картофеля на вирусоустойчивость.

В следующей статье представлены результаты меж-
видовой гибридизации культурного картофеля с диким 
мексиканским видом Solanum stoloniferum, устойчивым 
к фитофторозу и к вирусу картофеля PVY. Эти данные 
получены в рамках совместного российско-белорусского 
проекта между ВИР и ИГЦ. В статье предложены и реа-
лизованы различные схемы вовлечения S. stoloniferum 
в межвидовую гибридизацию, основанные на получении 
гибридов с разным уровнем плоидности и, предположи-
тельно, с различным геномным составом, что еще пред-
стоит изучить. Авторы предложили набор SSR- и CAPS-
маркеров с известной хромосомной локализацией, кото-
рый будет использован для оценки эффективности 
интрогрессии генетического материала S. stoloniferum, 
при использовании различных схем межвидовой гибри-
дизации.

Обзорная статья, представленная в выпуске, посвя-
щена методам биологической защиты растений и повы-
шению продуктивности на основе изучения микроб-
но-растительных взаимодействий и последующего соз-
дания и использования сложных микробных препаратов 
с целью применения в сельскохозяйственной практике.

Главный редактор,
Профессор РАН,
Е. К. Хлесткина 
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МАРКЕР-ОПОСРЕДОВАННЫЙ ОТБОР СЕЛЕКЦИОННЫХ ЛИНИЙ 
КАРТОФЕЛЯ С КОМБИНАЦИЕЙ ГЕНОВ УСТОЙЧИВОСТИ
К PVY ОТ РАЗНЫХ ДИКИХ ВИДОВ

Воронкова Е. В.1*, Русецкий Н. В.2, Лукша В. И.,1 
Гукасян О. Н.,1 Жарич В. М.,1 Ермишин А. П.1

1 Институт генетики и цитологии Национальной Академии наук 
Беларуси, 220072 Беларусь, Минск, ул. Академическая, 27;

  *E.Voronkova@igc.by
2 Республиканское унитарное предприятие «Научно-практический 
центр Национальной академии наук Беларуси по картофелеводству
и плодоовощеводству»,  
223013 Беларусь, Минская обл.,ул. Ковалева, 2а, п. Самохваловичи;

Y-вирус картофеля (PVY) относят к группе наиболее опасных вирусных 
инфекций этой культуры. Актуальным является выведение сортов кар-
тофеля, устойчивых к широкому набору штаммов PVY, создание исход-
ного материала для такой селекции с комбинацией генов устойчиво-
сти из разных источников. Цель работы – (1) с помощью ДНК-маркеров 
генов устойчивости к PVY провести генотипирование коллекции, вклю-
чающей 376 селекционных линий (СЛ) на основе сложных межвидовых 
гибридов, (2) выявить образцы с маркерами генов устойчивости от раз-
ных видов для последующего использования в маркер-опосредованной 
селекции (МОС или MAS), (3) оценить эффективность ДНК-маркеров 
генов устойчивости к PVY применительно к материалу, полученному 
с помощью межвидовой гибридизации. Установлено, что наиболее широ-
ко в коллекции представлены СЛ с маркерами RYSC3 гена Ryadg (49,7%), 
Ry364 и RAPD38-530 гена Rychc (соответственно, 50,5% и 45,2%), Yes3-3A 
гена Rysto (29,8%). Маркеры Ry186 гена Rychc и GP122/EcoRV780 гена Ryf-sto 
выявлены лишь у единичных образцов. Частоты СЛ, имеющих марке-
ры генов устойчивости к PVY от двух разных видов картофеля, колеба-
лись от 2,7% (маркер Yes3-3a гена Rysto + оба маркера гена Rychc) до 8,5-
9,0% (маркер RYSC3 гена Ryadg + оба маркера гена Rychc или только мар-
кер Ry364 этого гена, соответственно). Всего в коллекции выявлено 134 
СЛ (47,6%), имеющих маркеры генов устойчивости к PVY от двух разных 
видов. Сочетание четырех маркеров к трем генам различного происхож-
дения (Ryadg, Rysto и Rychc) было обнаружено у 27 образцов (7,2%). Крайняя 
или, иначе, экстремальная (от англ. ER-extremely resistant) устойчивость 
к PVY большинства изученных СЛ (302 из 357) очевидно обусловлена 
наличием у них известных генов устойчивости к этому патогену, кото-
рые выявляются с помощью использованных в работе ДНК-маркеров. 
Тем не менее, в коллекции была значительная доля образцов, которые 
не имели используемых маркеров генов устойчивости к PVY, но оказались 
устойчивы к вирусу (55 из 61). Также выявлено 13 (3,5%) образцов с ДНК-
маркерами генов устойчивости к PVY, которые были неустойчивы к пато-
гену, что является приемлемым уровнем для первичного маркер-опосре-
дованного отбора исходного селекционного материала. Полученные дан-
ные о наличии маркеров генов устойчивости к PVY и комбинации генов 
устойчивости разного происхождения у СЛ призваны обеспечить более 
эффективное их использование в селекции по сравнению с устойчивыми 
к вирусу линиями, не имеющими соответствующих маркеров.

Ключевые слова: картофель, межвидовые гибриды, маркер-опосредован-
ный отбор, устойчивость к PVY, R гены экстремальной (крайней) устой-
чивости (ER).
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Potato virus Y (PVY) is considered as one of the most harmful virus 
infections of this crop. Thus, it is a topical problem to breed potato vari-
eties resistant against a wide range of PVY strains and to create initial 
breeding material that will have a combination of resistance genes from 
different species. The aim of the study was: (1) to genotype a collection of 
376 breeding lines (BL), developed from complex interspecific hybrids, 
using DNA markers of PVY resistance genes, (2) to identify accessions 
with markers of resistance genes from different species for subsequent use 
in marker assisted selection (MAS), (3) to evaluate the suitability of DNA 
markers of PVY resistance genes for genotyping BL developed through 
interspecific hybridization. It was ascertained that the markers most widely 
represented in the collection were RYSC3 of the Ryadg gene (49.7%), Ry364 
and RAPD38-530 of the Rychc gene (50.5% and 45.2%, respectively), and 
Yes3-3A of the Rysto gene (29.8%). The markers Ry186 of Rychc and GP122/
EcoRV780 of Ryf-sto were found only in some accessions. The frequency 
of occurrence of BL that had markers of PVY resistance genes from two 
different species varied between 2.7% (Yes3-3a marker of Rysto and both 
two markers of Rychc) and 8.5-9.0% (RYSC3 marker of Ryadg and both two 
markers of Rychc, or only Ry364 marker of this gene). In total, the collection 
was found to contain 134 BL (47.6%) with markers of resistance genes from 
two different species. A combination of four markers for three genes of dif-
ferent origin (Ryadg, Rysto and Rychc) was found in 27 BL (7.2%). Extreme 
resistance to PVY of most BL (302 out of 357) was obviously determined 
by the presence in them of the currently used resistance genes detected 
by DNA markers applied in the study. Nevertheless, a significant part of 
accessions (55 of 61) that did not have any markers was resistant to PVY. 
At the same time, 13 BL (3.5%) with the markers were susceptible to the 
virus. Such a level of discrepancies is considered as acceptable for the ini-
tial MAS of breeding material. The obtained data on the presence of the 
markers of PVY resistance genes of different origin and their combination 
in BL ensures a more effective use of such BL in breeding in comparison 
with the BL resistant to the virus, though lacking corresponding markers.

Key words: potato, interspecific hybrids, marker-assisted selection (MAS), 
PVY resistance, R-genes of extreme resistance (ER).
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Введение

Среди болезней картофеля особое место занимают 
патологии, вызванные Y-вирусом картофеля (PVY). Пора-
жение растений этим патогеном может приводить к поте-
ре от 10 до 80% урожая, а при синергическом взаимо-
действии с другими вирусами (PVA, PVV, PVX, PLRV) 
– к практически полной его утрате (Ivanyuk et al., 2005). 
Высокая патогенность, повсеместная распространен-
ность в мире, а также широкое генетическое разнообра-
зие выделенных изолятов дали основание причислить 
PVY к группе наиболее опасных вирусных инфекций рас-
тений (Scholthof et al., 2011). Проблему защиты картофеля 
от PVY усугубляет наличие нескольких векторов перено-
са инфекции и достаточно быстрая реинфекция оздоров-
ленного семенного материала.

Мониторинг разнообразия штаммов PVY, проводив-
шийся в Беларуси несколько лет назад, показал, что пре-
обладающим является обычный штамм PVYO, в отли-
чие от Западной Европы, где превалируют некротические 
штаммы. Не были выявлены наиболее опасные реком-
бинантные некротические штаммы PVYNTN и PVYN-Wi 
(Blotskaya, 2014). Однако, учитывая географическую бли-
зость Беларуси к странам Евросоюза, существует веро-
ятность проникновения и распространения на террито-
рии республики новых опасных штаммов PVY. В связи 
с этим большую актуальность имеет так называемая 
«упреждающая селекция» сортов картофеля, устойчивых 
к максимально широкому набору изолятов и штаммов, 
а не только к циркулирующим в настоящее время, а так-
же создание исходного материала для такой селекции: 
с широкой генетической базой, включающей комбинацию 
генов устойчивости из разных источников (Haverkort et 
al., 2016, Fadina et al., 2017).

Основными механизмами устойчивости к PVY 
являются гиперчувствительность (HR – hypersensitive 
response) и экстремальная (крайняя) устойчивость (ER – 
extreme resistance) (Cockerham, 1970; De Ronde et al., 
2014). Они представляют собой два варианта R-генной 
устойчивости, возникающей при взаимодействии про-
дуктов генов авирулентности патогена и специфических, 
как правило, доминантных моногенно наследуемых генов 
растения в соответствии с концепцией «ген – на – ген» 
(De Ronde et al., 2014). Идентифицированы восемь генов 
гиперчувствительности Ny и пять Ry-генов, обеспечи-
вающих устойчивость к PVY ER-типа. Часть этих генов 
была картирована и маркирована. Важное преимущество 
устойчивости ER-типа по сравнению с HR состоит в том, 
что она не связана с возникновением некрозов и не име-
ет выраженной штаммоспецифичности, что обеспечива-
ет достаточно длительную защиту растений от проникно-
вения вирусной инфекции (De Ronde et al., 2014). Кроме 
того, некоторые из ER-генов устойчивости к PVY одно-
временно способны обеспечивать устойчивость и к дру-
гим вирусам той же группы (PVA и/или PVV). В част-

ности, это характерно для Ry-генов аллотетраплоидного 
дикого вида картофеля Solanum stoloniferum Schltdl. и гек-
саплоидного вида S. hougasii Correll (Cockerham, 1970; 
Solomon-Blackburn, Barker, 2001а).

Попытки интрогрессировать в культурный картофель 
экстремальную устойчивость к PVY от других видов 
известны с 1944 года. Однако долгое время существовало 
ограниченное число сортов с ER в силу незначительного 
количества генетических ресурсов, которые могли быть 
привлечены для гибридизации с тетраплоидным карто-
фелем (Solomon-Blackburn, Barker, 2001b). За исключени-
ем S. tuberosum ssp. andigenum (Juz. et Bukasov) Hawkes, 
являющегося источником гена Ryadg, обеспечивающего 
ER к PVY и HR к PVA и картированного на хромосоме 
XI (Sorri et al., 1999; Kasai et al. 2000; Solomon-Blackburn, 
Barker 2001b), другие виды картофеля, носители генов 
Ry и Ny, как правило, не скрещиваются напрямую c 
S. tuberosum ssp tuberosum Hawkes.

Кроме вышеназванного гена Ryadg, представленно-
го во многих сортах картофеля, известны гены Rysto 
и Ryf-sto аллотетраплоидного вида S. stoloniferum, Ryhou 
S. hougasii, контролирующие в различных комбинаци-
ях крайнюю устойчивость к PVY с ER или HR к PVA 
и PVV (Cockerham, 1970; Solomon-Blackburn, Barker, 
2001a). Один из этих генов, Rysto обеспечивает экс-
тремальную устойчивость к PVY и PVV в сочетании 
с HR к PVА, он картирован на хромосоме XII (Solomon-
Blackburn, Barker 2001а; Flis et al., 2005; Song et al., 2005; 
Song, Schwarzfischer, 2008). Проблема его использования 
в селекции связана не только со сложностью интрогрес-
сии при межвидовой гибридизации, но и с тем, что его 
наличие в сортах картофеля ассоциировано с цитоплаз-
матической мужской стерильностью (ЦМС). Из-за это-
го сорта с Rysto, как правило, могут быть использованы 
в скрещиваниях только в качестве материнских образ-
цов. Ген Ryf-sto, также картированный на хромосоме XII, 
в отличие от Rysto не связан с ЦМС. Для него не отмече-
на связь с устойчивостью к другим Potyvirus (Flis et al., 
2005).

В качестве перспективного источника генов устойчи-
вости к PVY рассматривают дикий южноамериканский 
вид S. chacoense Bitter. Этот диплоидный вид достаточно 
легко скрещивается с дигаплоидами культурного карто-
феля, что позволяет получать селекционные линии-источ-
ники устойчивости к PVY. Такие линии, хотя и менее 
активно, чем селекционный материал на основе S. tubero-
sum ssp. andigenum и S. stoloniferum, начали использо-
вать селекционеры в программах на устойчивость к PVY 
в Европе и Северной Америке (Fulladolsa et al., 2019). 
Ген Rychc устойчивости к PVY от S. chacoense картиро-
ван на хромосоме IX (Hosaka et al., 2001; Sato et al., 2006). 
Он был успешно интрогрессирован в некоторые сорта 
японской селекции (Mori et al., 2012). ДНК-маркеры это-
го гена также были выявлены в отдельных сортах россий-
ской селекции и многочисленных селекционных линиях 
(Biryukova et al., 2015).

Plant Biotechnology and Breeding 2019;2(4)
7



Разработан ряд ДНК-маркеров R-генов устойчивости 
к PVY, которые используются в селекционных програм-
мах разных стран для выявления источников соответ-
ствующих генов (преимущественно в сортах картофе-
ля) и прослеживания их интрогрессии в селекционный 
материал (Flis et al., 2005; Ottoman et al., 2009; Song, 
Schwarzfischer, 2008; Vales et al., 2010; Mori et al., 2012; 
Zimnoch-Guzowska et al., 2013; Fulladolsa et al., 2019).

В Научно-практическом центре НАН Беларуси по кар-
тофелеводству и плодоовощеводству в рамках специаль-
ной программы создан обширный селекционный мате-
риал с высокой устойчивостью к PVY и PVX на основе 
межвидовых гибридов с рядом диких и примитивных 
культурных видов картофеля (Rusetskiy, 2018). Целью 
настоящей работы было: (1) с использованием ДНК-мар-
керов генов устойчивости к PVY провести генотипиро-
вание коллекции, включающей 376 селекционных линий 
(СЛ), полученных на основе сложных межвидовых 
гибридов, (2) выявить образцы с маркерами генов устой-
чивости от разных видов для последующего использова-
ния в маркер-опосредованной селекции (МОС или MAS), 
(3) оценить эффективность ДНК-маркеров генов устойчи-
вости к PVY применительно к материалу, полученному 
с помощью межвидовой гибридизации.

Материал и методы

Растительный  материал. В качестве материа-
ла использовали 376 селекционных линий (далее СЛ), 
представляющих собой тетраплоидные сложные меж-
видовые гибриды, полученные в результате многосту-
пенчатых скрещиваний и отбора устойчивых образцов 
(помимо основных, использованных в скрещиваниях 
видов S. chacoense, S. acaule Bitter, S. andigenum Juz. et 
Bukasov и S. stoloniferum в гибридах также присутство-
вал генетический материал S. rybinii Juz. et Bukasov, 
S. demissum Lindl., S. berthaultii Hawkes, S. microdontum 
Bitter, S. bulbocastanum Dunal et Poir., S. hougassii Correll, 
S. gourlayi, S. kurtzianum Bitter et Wittm., S. brevicaule 
Bitter, S. boergery, S. etuberosum Lindl. и др.), а также 
восемь сортов картофеля, известных своей устойчиво-
стью к PVY: Esta, Bonus, Bazsta, Barycz, Гармония, Пер-
шацвет, Рубин и Юлия из коллекции Научно-практи-
ческого центра Национальной академии наук Беларуси 
по картофелеводству и плодоовощеводству.

Фенотипическая  оценка  устойчивости  образцов 
к PVY. Уровень устойчивости генотипов к вирусной 
инфекции определяли методом иммуноферментного ана-
лиза после искусственного заражения вирусом. Для при-
готовления инокулюмов листья табака сорта Samsun, 
инфицированные штаммами PVYO, PVYN и PVYNTN, 
а также PVA, растирали в ступке с добавлением фосфат-
ного буфера. Заражение исследуемого материала (3-5 рас-
тений каждого образца) осуществляли путем втирания 

губкой суспензии в поверхность листьев, предваритель-
но опудренных карборундом. Иммуноферментный анализ 
на наличие исследуемых вирусов проводили через 4-5 
недель после инокуляции (Rusetskiy, 2018).

Молекулярный  анализ.  Выделение и очистку пре-
паратов ДНК из свежесобранных или замороженных 
при -70o C листьев картофеля, взятых из среднего яру-
са куста, проводили после растирания образцов в жид-
ком азоте с помощью стандартного набора для выделе-
ния ДНК из растительной ткани («Plant DNA Preparation 
Kit» производства фирмы «Jena Bioscience», Германия) 
по методике производителя китов с внесенными нами 
специально для картофеля незначительными модифика-
циями. Качество и активность препаратов ДНК опреде-
ляли после спектрофотометрии и электрофореза в ага-
розном геле, а также основываясь на результатах ПЦР 
c парой праймеров BCH-2 к консервативной последо-
вательности из гена bсh гидроксилазы бета-каротина 
(Brown et al., 2006). Скрининг селекционного матери-
ала на наличие R-генов устойчивости к PVY осущест-
вляли с использованием следующих ПЦР-маркеров. 
Для идентификации гена Rуadg использовали SCAR-мар-
кер RYSC3321 (Kasai et al., 2000). Наличие в материале 
гена Rysto выявляли с помощью STS маркера YES3-3A341 
(Song, Schwarzfischer, 2008), а гена Ryf-sto − с помощью 
CAPS-маркера GP122/EcoRV718 (Flis et al., 2005). Для 
детекции гена Rychc применяли три маркера: RAPD38-
530 (Hosaka et al., 2001), STS маркеры Ry186587 (Mori et al., 
2011) и Ry364370 (Mori et al., 2012).

Для приготовления реакционной смеси для ПЦР 
использовали Taq-ДНК-полимеразу и сопутствующие 
реактивы производства «ДИАЛАТ» (Москва, Россия) 
или ОДО «Праймтех» (Минск, Беларусь). Праймеры 
синтезированы в ОДО «Праймтех». Реакцию рестрик-
ции продуктов амплификации с парой праймеров GP122 
проводили с помощью фермента EcoRV производства 
«Thermo Scientific» в буферной среде Red 1× при постоян-
ной температуре 37oC в течение 16 часов.

Разделение продуктов амплификации проводили 
в 1,5% агарозном геле в трис-ацетатном буфере (ТАЕ) 
в течение 2,5-3 ч при напряжении 50-60 V и силе тока 
6 мА для выявления RAPD маркера 38-530 и 1–1,5 ч 
при напряжении 80 V и силе тока 6 мА для SCAR, STS 
и CAPS маркеров. Визуализацию результатов электрофо-
реза осуществляли с использованием трансиллюминатора 
или прибора для документирования гелей.

При идентификации гена Rychc с помощью маркера 
Ry364 (Mori et al., 2012) в качестве положительного сиг-
нала принимали фрагмент размером 370 пн (размер, соот-
ветствующий секвенированной области генома), а не 289 
пн, предлагавшийся разработчиками маркера (Voronkova 
et al., 2017а).

Статистическая  обработка  данных. Для оценки 
сопряженности наличия маркеров генов крайней устой-
чивости к PVY и фенотипическим проявлением признака 
использовали коэффициент ассоциации rA. (Lakin, 1980).
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Результаты 
 

Представленность в коллекции сортов 
 и селекционных линий маркеров 

генов устойчивости к PVY.

В результате анализа использованных в работе 
сортов картофеля, известных своей высокой устойчи-
востью к PVY, установлено, что устойчивость к патоге-

ну сортов польской селекции Barycz, Bazsta и немецкого 
сорта Bonus, очевидно, обусловлена наличием у них гена 
Rychc, а у немецкого сорта Esta − гена Rysto. ДНК-мар-
кер Yes3-3a гена Rysto также выявлен у нового сорта 
белорусской селекции Першацвет, а у сорта Гармония 
имелись маркеры генов Rychc и Ryadg. У сортов Рубин 
и Юлия изучаемые маркеры генов устойчивости к PVY 
не обнаружены. Ни у одного из сортов не были выявлены 
ДНК-маркеры Ry186 гена Rychc и GP122/EcoRV718 гена 
Ryf-sto (табл. 1).

Таблица 1. ДНК-маркеры генов устойчивости к PVY, выявленные 
у использованных в работе сортов картофеля

Table 1. DNA markers of PVY resistance genes revealed in the studied potato varieties

Сорт
Гены устойчивости к PVY и соответствующие ДНК-маркеры*

Rychc Ryadg Rysto Ryf-sto
Ry364 RAPD 38-530 Ry186 RYSC3 Yes3-3a GP122/EcoRV718

Barycz 1 0 0 0 0 0
Bazsta 1 1 0 0 0 0
Bonus 1 1 0 0 0 0
Esta 0 0 0 0 1 0
Гармония 0 1 0 1 0 0
Першацвет 0 0 0 0 1 0
Рубин 0 0 0 0 0 0
Юлия 0 0 0 0 0 0
Итого 3 3 0 1 1 0

*1 – маркер присутствует, 0 – маркер не выявлен
*1 – presence of the marker, 0 – absence of the marker

Оценка коллекции селекционных линий картофеля 
на наличие маркеров генов экстремальной устойчивости 
к PVY показала высокий уровень (83,8%) представлен-
ности в ней генотипов, обладающих хотя бы одним мар-
кером из изучаемого набора. В среднем на один генотип 
приходилось 1,8 маркера.

Распределение по встречаемости определенных мар-
керов было неравномерным. Высокой (49,7%) оказа-
лась в коллекции доля генотипов с маркером RYSC3 гена 
Ryadg. Маркер Yes3-3A гена Rysto, интрогрессированно-
го от аллотетраплоидного вида S. stoloniferum, был выяв-
лен у 29,8% образцов. Напротив, маркер GP122/EcoRV-718 

к другому гену устойчивости Ryf-sto от этого дико-
го вида был обнаружен лишь в двух образцах: CЛ 196н-
31 и 66y09-11. Также редким оказался маркер Ry186, 
способный выявлять гены устойчивости к PVY Rychc 
от S. chacoense и Ny-smira от S. tuberosum ssp. tuberosum 
(Tomczyńska et al., 2014). Он обнаружен лишь в восьми 
СЛ (2,1% коллекции). Причем в семи случаях он присут-
ствовал одновременно с RAPD38-530. Частота двух дру-
гих маркеров гена Rychc (RAPD38-530 и Ry364) в коллек-
ции оказалась высокой: 45,2% и 50,5%, соответственно. 
Частота СЛ, несущих оба названных маркера, была рав-
ной 25,5% (табл. 2).
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Таблица 2. Представленность маркеров генов устойчивости к PVY у устойчивых 
и неустойчивых к вирусу селекционных линий картофеля

Table 2. Representation of markers for PVY resistance genes among 
resistant and sensitive to the virus potato breeding lines

Наличие/отсутствие маркеров
Количество выявленных образцов (шт.)

Имеющих маркер, доля в 
коллекции (%)

В том числе 
устойчивых

В том числе 
неустойчивых

RYSC3 24 (6,4) 22 2

Yes3-3a 12 (3,2) 12

RAPD38-530 22 (6,0) 22

Ry364 32 (8,5) 32

Ry186 1 (0,27) 1

RAPD38-530 + Ry186 2 (0,53) 1 1

RAPD38-530 + Ry364 27 (7,2) 26 1

RYSC3+ Yes3-3a 15 (4,0) 15

RYSC3+ RAPD38-530 18 (4,8) 15 3 (2)*

RYSC3+ (RAPD38-530+Ry186) 2 (0,53) 2

RYSC3+ Ry364 34 (9,0) 32 2

RYSC3+ (RAPD38-530 + Ry364) 32 (8,5) 32

Yes3-3a+RAPD38-530 12 (3,2) 12

Yes3-3a+ Ry364 10 (2,7) 10

Yes3-3a+ (RAPD38-530 + Ry186) 1 (0,27) 1

Yes3-3a+ (RAPD38-530 + Ry364) 10 (2,7) 10

RYSC3+ Yes3-3a+RAPD38-530 15 (4,0) 15

RYSC3+ Yes3-3a+ (RAPD38-30+Ry186) 2 (0,53) 2

RYSC3+ Yes3-3a+ Ry364 18 (4,8) 17 1

RYSC3+ Yes3-3a+ (RAPD38-530 + Ry364) 27 (7,2) 24 3

Без маркеров 61 (16,2) 55 6

Итого: 376 357 19

* в том числе два образца с устойчивостью гиперчувствительного типа
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Сочетание генов устойчивости к PVY из 
разных источников у образцов коллекции.

Так как частоты СЛ с маркерами Ry186 и GP122/
EcoRV718 были низкими, их при анализе «пирамидиро-
вания» генов устойчивости не учитывали. Частоты СЛ, 
имеющих маркеры генов устойчивости к PVY от двух 
разных видов картофеля, колебались от 2,7% (мар-
кер Yes3-3a гена Rysto + оба маркера гена Rychc) до 8,5-
9,0% (маркер RYSC3 гена Ryadg + оба маркера гена Rychc 
или только маркер Ry364 этого гена, соответствен-
но). Всего в коллекции выявлено 134 СЛ (47,6%), имею-
щих маркеры генов устойчивости к PVY от двух разных 
видов. Сочетание четырех маркеров к трем генам различ-
ного происхождения (Ryadg, Rysto и Rychc) было обнаруже-
но у 27 образцов (7,2%) (табл. 2).

Корреляция между наличием маркеров 
у СЛ и их устойчивостью к PVY.

Выявлено 13 образцов (3,5%) с ДНК-маркерами 
генов устойчивости к PVY, которые были неустойчивы 
к патогену или имели устойчивость гиперчувствитель-
ного типа. Как правило, они несли маркер RYSC3 гена 
Ryadg, либо сочетание этого маркера с одним из марке-
ров гена Rychc. Из числа неустойчивых СЛ выявлено три 
линии (0,8%), имевшие все четыре маркера к трем генам 
устойчивости к вирусу. В изученной коллекции селекци-
онных линий представлена значительная доля образцов, 
которые не имели тестируемых маркеров генов устойчи-
вости к PVY, но оказались устойчивы к вирусу (55 из 61) 
(табл. 2). В целом по опыту коэффициент ассоциации 
между устойчивостью к PVY и наличием маркеров генов 
устойчивости rA = 0,096 (незначим).

Обсуждение

Использованные в работе сорта картофеля по дан-
ным фенотипической оценки показали высокую экстре-
мальную устойчивость к PVY. Из литературы известно, 
что у сорта Esta эта устойчивость обусловлена наличи-
ем гена Rysto (Song, Schwarzfischer, 2008). Предполагае-
мая природа устойчивости к вирусу (наличие маркеров 
известных генов устойчивости) остальных сортов, в том 
числе использованных в работе новых сортов белорус-
ской селекции, определена впервые. Как видим, исполь-
зованные сорта не отличались разнообразием имеющих-
ся у них генов устойчивости к PVY: у четырех из них 
выявлены маркеры гена Rychc, два имели маркер гена 
Rysto и один сорт − маркер гена Ryadg. Поскольку имеет-
ся намерение использовать их в селекционных програм-

мах в качестве источников устойчивости к PVY, получен-
ная в работе информация позволит оптимизировать этот 
процесс (применять МОС к сортам, у которых выявлены 
маркеры генов устойчивости).

Коллекция проанализированных СЛ выгодно отлича-
лась от сортов высокой частотой маркеров генов устойчи-
вости к PVY, что, очевидно, является результатом селек-
ции, включающей многоступенчатую гибридизацию 
с привлечением в качестве родительских форм источни-
ков соответствующих генов и жесткий отбор в соответ-
ствии с фенотипическим проявлением признака. Не была 
неожиданной насыщенность коллекции образцами с мар-
керами генов Ryadg и Rychc. Первый из этих генов про-
исходит от S. tuberosum ssp. andigenum, который имеет 
давнюю историю использования в селекционной прак-
тике (Cockerham, 1970; Ross, 1986; Solomon-Blackburn, 
Barker, 2001b), так как относительно хорошо скрещива-
ется с культурным картофелем. В связи с этим ген Ryadg 
представлен во многих современных сортах и селекци-
онных линиях. Источник гена Rychc диплоидный вид 
S. chacoense также хорошо скрещивается с дигаплоида-
ми культурного картофеля. Он представлен в коллекции 
Научно-практического центра Национальной академии 
наук Беларуси по картофелеводству и плодоовощеводству 
большим числом оцененных на устойчивость к вирусу 
генотипов различного происхождения и перспективных 
линий на их основе. Он активно включался в гибридиза-
цию на протяжении ряда лет.

Как видно из таблицы 2, практически во всех случа-
ях частота генотипов с двумя и более маркерами генов 
устойчивости к PVY от разных видов была значитель-
но ниже по сравнению с частотами маркеров отдельных 
генов устойчивости (во всех случаях ниже 10%). Очевид-
но, эффективность «пирамидирования» генов устойчи-
вости, происходящих из разных источников, с помощью 
классической селекции картофеля, проводимой на тетра-
плоидном уровне по данным фенотипической оценки, 
достаточно низкая. Применение методов МОС позволит 
существенно повысить эффективность селекции, направ-
ленной на создание таких линий, особенно в случае при-
менения отбора на диплоидном уровне с последующим 
удвоением хромосом у отобранных линий (Voronkova et 
al., 2017b).

Тем не менее, в результате скрининга коллекции уда-
лось выделить достаточно большое количество СЛ, име-
ющих маркеры двух и более генов устойчивости к PVY, 
в том числе 27 СЛ с маркерами трех изучаемых генов 
(табл. 2). Среди взятых в анализ сортов картофеля оказал-
ся только один сорт с маркерами двух генов устойчивости 
к PVY (Гармония) (табл. 1).

Создание селекционных линий с комплексом генов, 
происходящих из разных источников и имеющих раз-
ную локализацию в геноме, очень перспективно. Во-пер-
вых, они удовлетворяют требованиям так называемой 
«упреждающей» селекции (Haverkort et al., 2016; Fadina 
et al., 2017). Во-вторых, использование в селекции линий 
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с несколькими генами устойчивости к патогену повы-
шает вероятность того, что хотя бы один из них удастся 
передать потомству.

Отдельного обсуждения заслуживает проблема при-
менимости известных маркеров генов устойчивости 
для исследования селекционного материала, отлич-
ного от простых межсортовых гибридов. В частно-
сти, использованную в работе коллекцию СЛ составили 
образцы с богатой родословной, полученные в результа-
те многоступенчатых скрещиваний межвидовых гибри-
дов с участием нескольких видов картофеля (в том числе 
S. tuberosum ssp. andigenum, S. stoloniferum, S. chacoense, 
а также S. acaule, S. demissum, S. gourlai, S. rybinii и др.) 
(Rusetskiy, 2018).

Как видно из полученных результатов, в коллек-
ции было выявлено достаточно большое число устойчи-
вых к вирусу образцов, у которых не были детектирова-
ны оцениваемые маркеры генов устойчивости. Напротив, 
наблюдали несколько случаев наличия маркеров генов 
устойчивости к PVY у неустойчивых образцов. Среди 
основных причин несовпадения оценок наличия/отсут-
ствия маркера и фенотипического проявления признака, 
имеющих генетический характер и не связанных с мето-
дическими ошибками проведения эксперимента, следу-
ет выделить следующее. Очевидно, устойчивость к PVY 
отдельных СЛ, не имеющих соответствующих маркеров, 
могла определяться генами, отличными от изучаемых. 
Например, это могли быть HR-гены. Кроме того, гены 
крайней (экстремальной) устойчивости к PVY имеют-
ся у таких видов как S. acaule, S. demissum и S. spegazzinii 
Bitter (Ross, 1986), присутствие которых в родословной 
изученных образцов высоко вероятно. В данном иссле-
довании не проводили анализ на наличие SSR маркера 
STM1031273+275, позволяющего идентифицировать харак-
терный для ряда образцов S. stoloniferum локус, ассоции-
рованный с экстремальной устойчивостью к PVY, карти-
рованный на хромосоме V (Voronkova et al., 2016).

Наиболее часто встречаемый тип ДНК-маркеров – 
это фланкирующие ген участки ДНК, наличие которых 
у гибридных растений из расщепляющейся популяции 
косегрегирует с фенотипическим проявлением признака. 
Следовательно, одной из причин неправильных резуль-
татов генотипирования СЛ может быть рекомбинация 
между маркером и самим геном. Это может относиться, 
например, к маркеру RAPD38-530 гена Rychc, для кото-
рого была показана частота рекомбинации 16,3% (Hosaka 
et al., 2001). Хотя в нашем эксперименте встречаемость 
маркеров гена Rychc RAPD38-530 и Ry364 среди СЛ 
была примерно одинаковой, при анализе расщепления 
в гибридных популяциях, полученных с носителями обо-
их маркеров, их соотношение в ряде случаев оказалось 
примерно 2 : 1 (Rusetskiy, Voronkova, 2017). По-видимо-
му, не во всех случаях, когда присутствует один из мар-
керов, особенно RAPD38-530, может происходить его 
совместное наследование с геном Rychc. Очевидно, наи-
больший интерес в качестве источников гена Rychc пред-

ставляют образцы, несущие одновременно оба маркера. 
Таких образцов в исследованной коллекции оказалось 96 
(25,5%).

Появление ложно-положительных результатов, в част-
ности, с участием образцов-носителей гена Rychc, может 
быть связано с их чувствительностью к некоторым 
рекомбинантным штаммам PVY. В работе Н. Зотеевой 
(Zoteyeva et al., 2012) было показано, что разные геноти-
пы S. chacoense по-разному реагировали на комплексное 
заражение PVY: часть генотипов оказалась устойчивой 
ко всем штаммам, тогда как некоторые из них проявля-
ли устойчивость к одним штаммам и чувствительность 
к другим.

В некоторых случаях ДНК-маркеры выявляют обла-
сти консервативных последовательностей, характер-
ные не только для гена, к которому они создавались, 
но и для других генов, связанных с устойчивостью к раз-
ным патогенам. К таким маркерам относится, например, 
маркер гена Ryadg RYSC3 (Sorri et al., 1999; Kasai et al., 
2000). Маркер RAPD38-530 гена Rychc может прояв-
лять специфичность не только к этому гену, но и в отно-
шении генов гиперчувствительного типа (Ny). Создан-
ный на его основе маркер Ry186 оказался пригодным 
для выявления гена Nysmira, происходящего, скорее все-
го, от S. tuberosum и впервые выявленного в сорте Sarpo 
Mira (Tomczyńska et al., 2014).

Как маркеры, фланкирующие ген, так и внутриген-
ные маркеры могут не выявлять аллельные варианты 
гена или прилегающих к нему областей генома, кото-
рые имеют структурные различия по сравнению с теми, 
что использовались при разработке маркеров. Следует 
иметь в виду, что маркеры разрабатываются для опреде-
ленных случаев интрогрессии генов устойчивости. Если 
маркированный ген представлен в коммерческих сортах, 
происходящих от одной линии, то он будет эффективно 
выявляться с помощью соответствующего маркера. Одна-
ко этот маркер может оказаться неэффективным по отно-
шению к сортам, ведущим свое происхождение от дру-
гих образцов дикого вида. Например, маркер гена Rysto 
Yes3-3A, созданный на основе AFLP фрагмента ДНК, 
ассоциированного с ER в расщепляющейся популяции 
гибридов немецкого сорта Assia, с высокой точностью 
идентифицировал этот ген и в других устойчивых к PVY 
сортах немецкой селекции, а также некоторых венгерских 
и польских сортах, и в селекционных линиях, происходя-
щих от S. stoloniferum. В то же время он не был обнару-
жен в устойчивых к PVY сортах голландской селекции 
Corine и Sante, ведущих свое происхождение от другого 
образца этого дикого вида (Song, Schwarzfischer, 2008).

Сказанное выше не ставит под сомнение возмож-
ность широкого применения ДНК-маркеров для детек-
ции генов устойчивости из разных источников. В част-
ности, Д. П. Т. Валконен с соавторами (Valkonen et al., 
2008) показали пригодность известных маркеров ER 
к PVY (Song et al., 2005; Flis et al., 2005) для идентифика-
ции гена Rysto в селекционном материале Международно-
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го центра по картофелю. Как видно из результатов насто-
ящего исследования, экстремальная устойчивость к PVY 
большинства изученных СЛ (302 из 357) очевидно обу-
словлена наличием у них известных генов устойчиво-
сти к этому патогену, которые выявляются с помощью 
использованных в работе ДНК-маркеров.

Несмотря на отмеченные в работе расхождения 
в оценках, связанных с наличием/отсутствием марке-
ров генов устойчивости к PVY и фенотипическим про-
явлением признака, следует признать, что количество 
имеющих маркеры неустойчивых образцов в настоящем 
эксперименте оказалось относительно небольшим (13 
образцов, 3,5%). Можно признать это приемлемым уров-
нем для первичного маркер-опосредованного отбора 
исходного селекционного материала. Низкий коэффи-
циент ассоциации между этими оценками был обуслов-
лен большим количеством устойчивых СЛ (55 образ-
цов), не имеющих маркеров генов устойчивости к PVY. 
Аналогичная закономерность была отмечена в рабо-
те Е. В. Рогозиной с соавторами (Rogozina et al., 2019) 
при исследовании межвидовых гибридов картофе-
ля. Устойчивые к PVY селекционные линии, не имею-
щие маркеров генов устойчивости к PVY, отмечены так-
же в работах А. К. Фулладоза и К. Ни с соавторами 
(Fulladolsa et al., 2015; Nie et al., 2016) и других. Такие 
линии могут представлять интерес для селекции. Однако 
применительно к ним не могут быть использованы мето-
ды маркер-опосредованного отбора.

Заключение

Полученные в настоящем исследовании данные 
о наличии маркеров генов устойчивости к PVY и ком-
бинации генов устойчивости разного происхождения 
у ряда образцов коллекции призваны обеспечить более 
эффективное их использование в селекции по сравнению 
с устойчивыми к вирусу линиями, не имеющими соответ-
ствующих маркеров. Результаты проведенного генотипи-
рования, фенотипической оценки отобранных по марке-
рам генов устойчивости к PVY СЛ, а также последующая 
оценка аллельного состояния имеющихся у них генов 
устойчивости по данным анализа наследования соответ-
ствующих ДНК-маркеров у их потомства позволят ото-
брать наиболее ценные родительские линии для выведе-
ния устойчивых к вирусам сортов картофеля.
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Актуальность.  Селекция гибридной кукурузы требует постоян-
ного обновления исходного материала. В этой связи к числу прио-
ритетных задач селекции культуры относится расширение спектра 
генетической изменчивости родительских линий, используемых 
при создании гетерозисных гибридов. Инновационным подхо-
дом для решения этой проблемы является получение редиплоид-
ных линий из тетраплоидной популяции. Результаты. Материалом 
исследования служили 106 редиплоидных линий, которые были соз-
даны с использованием метода разложения популяции триплоидов, 
полученных от скрещивания растений тетраплоидной популяции 
с широкой генетической основой и диплоидной линии, с последу-
ющим отбором диплоидных форм. В системе скрещиваний с 37 сте-
рильными тестерами различных групп спелости ФАО дана оценка 
комбинационной способности редиплоидных линий и изучена реак-
ция на ЦМС М- и С-типов. Полевые испытания проведены в усло-
виях степной зоны Кабардино-Балкарии в 2019 году. Выделено 
46 линий (43,3%) с комбинационной способностью в диапазоне 
от сверхвысокой до хорошей и 78 линий (73,6%), закрепляющих 
признак ЦМС. Среди них 59 линий (55,7%) закрепляли стериль-
ность при ЦМС М-типа, 15 линий (14,1%) - при ЦМС С-типа и 4 
линии закрепляли стерильность при обоих типах ЦМС, 16 линий 
(15,1%) восстанавливали фертильность при ЦМС М-типа, 11 линий 
(10,4%) ˗ при ЦМС С-типа и одна линия оказалась универсальным 
восстановителем фертильности пыльцы. Ранжирование по продол-
жительности межфазного периода «всходы - цветение початков» 
показало, что большая часть линий, характеризующихся способно-
стью закреплять стерильность или восстанавливать мужскую фер-
тильность при М- и С-типах ЦМС (66,0%), а также комбинацион-
ной способностью от сверхвысокой до хорошей (32,6%) находится 
в группе с продолжительностью периода цветения початков 51-55 
дней. По результатам оценки уборочной влажности зерна выде-
лены гибриды ♀(РГС246с × OL213) × ♂92с5986·2·3, ♀714М × ♂1/67-1 
и ♀714М × ♂92н136-4, со значениями 13,6%, 13,9%, 14,0% соответ-
ственно, а максимальными значениями селекционного индекса 
отличались гибриды ♀714М × ♂1/67-1, ♀(OL563С × KL1392) × ♂92с
0653·2·1·2 (5,03 и 5,13 соответственно).  Заключение.  Редиплоидные 
линии кукурузы перспективны для использования в качестве исход-
ного материала для селекции гибридной кукурузы.

Ключевые слова: Zea mays L., гибридизация, цитоплазматическая 
мужская стерильность, тесткроссы, селекционная ценность, селек-
ционно ценные признаки, урожай зерна, влажность зерна.
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Abstract. Hybrid maize breeding requires constant renewal of the 
source material. In this regard, broadening of genetic variation in paren-
tal lines is one of the primary tasks in heterotic hybrid breeding pro-
grams. The use of reverse diploid inbred lines derived from a tetra-
ploid population is considered as an innovative approach to achieve this 
goal. Results. The investigated material comprised 106 reverse diploid 
(rediploid) inbred lines originating from diploid plants selected in seg-
regating selfed progenies of triploid populations and consequently sub-
jected to inbreeding, while triploid populations resulted from a cross 
between plants of a tetraploid population with a broad genetic basis 
and a diploid line. The use of a system of crosses with 37 sterile tes-
ters belonging to different FAO maize maturity groups allowed the eval-
uation of the rediploid lines’ combining ability and the response to M 
and C types of CMS. Field tests were conducted in 2019 in the steppe 
zone of Kabardino-Balkaria. Forty-six lines (43.3%) with the com-
bining ability ranging from ultra-high to good, and 78 lines (73.6%) 
maintaining the CMS character were identified. Among them, 59 lines 
(55.7%) were maintainers for the M type CMS, 15 lines (14.1%) for C 
type CMS, and 4 lines maintained sterility for both CMS types. Sixteen 
lines (15.1%) restored pollen fertility of the forms with M type CMS, 11 
lines (10.4%) were restorers for the C-type and one line turned out to 
be a universal restorer for both CMS types. Ranking by the “sprout - 
flowering of ears” interstage period duration showed that most of the 
lines (66.0%) with the ability to maintain sterility or restore male fertili-
ty of M and C CMS types, as well as with the combining ability from 
ultrahigh to good (32.6%) fell into the group with the flowering period 
duration of 51-55 days. According to the results of the harvested grain 
moisture assessment, the hybrids ♀(РГС246с × OL213) × ♂92с5986·2·3, 
♀714М × ♂1/67-1 and ♀714М × ♂92н136-4, with the values of 13, 6%, 
13.9%, 14.0%, respectively, were identified. The hybrids ♀714М × ♂1/67-

1 and ♀(OL563С × KL1392) × ♂92с0653 2 1 2 were characterized by the 
maximum value of the selection index, i.e. 5.03 and 5.13, respectively. 
Conclusions. The results of the studies showed the breeding value of 
rediploid lines as an initial material for hybrid maize breeding.

Keywords: Zea mays L., hybridization, суtoplasmic male sterility,  test-
crosses, breeding value, important breeding traits, grain yield, grain moisture.
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Введение

При создании гибридов кукурузы необходимо посто-
янно обновлять исходный материал. В этой связи одной 
из основных задач селекции культуры является расши-
рение спектра генетической изменчивости родитель-
ских линий, используемых при создании гетерозисных 
гибридов. Поэтому поиск новых методов, направлен-
ных на расширение генетического разнообразия исходно-
го селекционного материала весьма актуален. Для этого 
применяются различные методы и подходы, в том чис-
ле искусственный мутагенез и полиплоидию. В мейозе 
тетраплоида гомологичные хромосомы образуют муль-
тивалентные ассоциации в виде квадривалентов и три-
валентов. При этом, происходит кроссинговер между 
гомологичными участками всех хромосом, вовлечен-
ных в мультивалентную ассоциацию. Число полиморф-
ных вариантов хромосом, возникших в результате крос-
синговера в квадривалентных ассоциациях, характерных 
для мейоза у тетраплоида, выше, чем у диплоидного 
организма, у которого кроссинговер происходит в бива-
лентах (Alberts et al., 1987; Rodionov, 2013). Следователь-
но, можно ожидать, что диплоидные (редиплоидные) 
линии, полученные при разложении (редиплоидизации) 
такой тетраплоидной популяции, будут обладать более 
высоким уровнем генетического полиморфизма по срав-
нению c производными простых парных скрещиваний.

Впервые возможность редиплоидизации тетрапло-
идных геномов кукурузы с использованием гаплоиндук-
торов была показана Э. Б. Хатефовым и О. А. Шацкой 
(Khatefov, Shatskaya, 2007). Практическое получение вос-
становленных диплоидных (редиплоидных) линий куку-
рузы из тетраплоидных популяций было осуществлено 
Э.Б. Хатефовым в 2010 г. методом разложения популя-
ций триплоидов, полученных от скрещивания растений 
тетраплоидной популяции с широкой генетической осно-
вой и диплоидной линии, на редиплоидные субпопуля-
ции (Khatefov et al., 2018). Для вовлечения в гибридную 
селекцию нового исходного селекционного материала 
необходимо всесторонне изучить его селекционно цен-
ные признаки и, в том числе, комбинационную способ-
ность и реакцию на цитоплазматическую мужскую сте-
рильность (ЦМС).

Явление ЦМС нашло широкое применение в селек-
ции и семеноводстве гибридной кукурузы. Она переда-
ется потомству в течение неопределенно многих поколе-
ний только по материнской линии и поэтому называется 
цитоплазматической. Признак мужской стерильности 
растений кукурузы проявляется в фенотипе в виде отсут-
ствия выхода пыльников из мужских цветков на метелке, 
либо наличия в пыльниках нежизнеспособной пыльцы. 
В селекционной практике кукурузы описано свыше 130 
различных источников ЦМС (Krupnov, 1973; Gorbacheva, 
2019) из которых в практической селекции нашли широ-

кое применение техасский (Т), боливийский (Б), как один 
из аналогов техасского типа, молдавский (М) и си (С), 
обнаруженный в сорте Charrua из Бразилии (Gontarovsky, 
1980; Beckett, 1971). Различные типы стерильности разли-
чаются по фенотипическому проявлению. Контроль при-
знаков стерильности и восстановления фертильности 
при каждом типе осуществляется разными генами. Для 
ЦМС Т-типа это гены Rfl и Rf2, для Б -типа - Rfl и Rfvar, 
для М-типа - Rf3, для С - три комплементарных доми-
нантных гена Rf4, Rf5 и Rf6 (Beckett, 1971; Gorbacheva, 
2019) при их взаимодействии с митохондрионом, кото-
рый определяет тип цитоплазмы материнского растения. 
В настоящее время в практической селекции использует-
ся ЦМС М- и С-типа. На территории России с 1990 года 
Т-тип ЦМС запрещен для использования в семеноводстве 
гибридной кукурузы из-за его восприимчивости к расе Т 
Helminthosporium maydis Y. Nisik & C.

Селекционная ценность линий для использования 
в качестве родителей при создании гибридов определя-
ется не только их реакцией на ЦМС, но и комбинацион-
ной способностью (Tarutina et al., 1991; Sprague, Tatum, 
1942). Комбинационная способность – это свойство 
линии или сорта давать гетерозисное потомство при скре-
щивании с разными линиями (или гибридами). Комбина-
ционная способность детерминирована многими генами 
и имеет градации от очень высокой до низкой. Различа-
ют комбинационную способность общую (ОКС) и спец-
ифическую (СКС). Влияние аддитивных эффектов генов 
способствует общей, а специфическая комбинационная 
способность зависит от доминантных и эпистатических 
эффектов генов (Sprague, Tatum, 1942; Anashenkov, 2012).

Цель настоящего исследования ˗ определение селек-
ционной ценности редиплоидных линий на основе оцен-
ки их комбинационной способности и реакции на М- 
и С-типы ЦМС в системе тестерных скрещиваний.

Материал и методы

Материалом исследования служили потомства 
от скрещиваний между 106 редиплоидными лини-
ями селекции ВИР со стерильными тестерами 
на основе М- и С- типов ЦМС (25 и 12 тестеров соот-
ветственно) селекции Всероссийского научно исследо-
вательского института кукурузы, Научного центра зер-
на им. П. П. Лукьяненко, агрофирмы ОТБОР и Института 
сельского хозяйства – филиала Кабардино-Балкарского 
научного центра РАН, относящихся к различным группам 
спелости по классификации ФАО (Food Agricultural Orga-
nization, http://www.fao.org, таблица 1). Всего изучены 
1152 гибридные комбинации. В качестве стандартов были 
использованы гибриды F1 Машук 171 МВ, Р8521, Дарина 
МВ, Машук 220 МВ, Машук 355 МВ, Краснодарский 291 
АМВ, ДКС 5007, Машук 355 МВ, Камилла СВ.
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Таблица 1. Стерильные линии и гибриды, использованные в качестве тестеров
Table 1. Sterile tester lines and hybrids

№
п/п

Тестер
Группа 
спелости 
ФАО

Тип 
ЦМС

Оригинатор

1 АльфаМ 140 М ВНИИК
2 RG106M×OL245 150 M ООО ИПА Отбор
3 МиленаМ 170 М ВНИИК
4 МадоннаМ 170 М ВНИИК
5 Мирт М 180 М ВНИИК
6 703М* 200 М НЦЗ им.П.П.Лукьяненко
7 OL273M × PH53* 200 М ООО ИПА Отбор
8 OL273M × 346зМ* 200 M ООО ИПА Отбор
9 РГС 246С × OL213* 200 С ООО ИПА Отбор
10 (98с × OL245)* 200 С ООО ИПА Отбор
11 МальвинаС* 220 С ВНИИК
12 714М* 220 М НЦЗ им.П.П.Лукьяненко
13 OL3104М × OL389 250 M ООО ИПА Отбор
14 OL273M × OL3104зМ 250 М ООО ИПА Отбор
15 OL3104М × OL213 250 M ООО ИПА Отбор
16 Р346М* 250 М ООО ИПА Отбор
17 OL273M 250 M ООО ИПА Отбор
18 А679М × OL320 300 M ООО ИПА Отбор
19 SSS-2М × OL276 300 М ООО ИПА Отбор
20 SSS-2М × OL2 300 M ООО ИПА Отбор
21 МаяМ 350 М ВНИИК
22 МагнолияС 400 С ВНИИК
23 OL409M × OL563 400 М ООО ИПА Отбор
24 OL563С × OLVO3 400 M ООО ИПА Отбор
25 OL563С × А679зМ 400 M ООО ИПА Отбор
26 А679М 400 M ООО ИПА Отбор
27 OL563С × OL510 450 С ООО ИПА Отбор
28 КалендулаС 450 C ИСХ КБНЦ РАН
29 OL563С × SMA11* 500 С ООО ИПА Отбор
30 OL563М × SMA11* 500 М ООО ИПА Отбор
31 OL563С* 500 С ООО ИПА Отбор
32 OL703М × OL510 500 С ООО ИПА Отбор
33 OL563C × KL1392* 500 С ООО ИПА Отбор
34 OL563C × KL1120 500 С ООО ИПА Отбор
35 OL703М* 500 M ООО ИПА Отбор
36 OL563М* 500 M ООО ИПА Отбор
37 B73C* 600 C ИСХ КБНЦ РАН

* Тестеры, показавшие в комбинации с редиплоидными линиями высокую комбинационную способность и высокую 
урожайность гибридного потомства.

Редиплоидные линии были получены в результате раз-
множения потомства триплоидных растений, получен-
ных от скрещивания растений тетраплоидной популяции 
МРПП-20 и диплоидной раннеспелой линии кукурузы, 
с последующим инцухтом и выделением из расщепляю-
щегося потомства в F2 истинных диплоидных генотипов, 
а также их длительным инцухтом до I7-8. Тетраплоидная 
популяция МРПП-20 получена методом отбора на повы-
шенную семенную продуктивность початка из тетрапло-

идной популяции, созданной В. С. Щербаком в КНИИСХ 
им. П. П. Лукьяненко на основе синтетической попу-
ляции Synthetic-B, сорта Кубанская сахарная и 1/8 Zea 
perennis Hitch (Khatefov, Scherbak, 2002).

Анализ уровня фертильности пыльцы гибридных рас-
тений проводили по 7 бальной шкале, предложенной 
Г. С. Галеевым (Galeev, 1962), согласно которой:

балл 0 – полная стерильность, пыльники сильно деге-
нерированы, не содержат жизнеспособной пыльцы и не 
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выходят из колосков;
балл 1 – в период цветения единичные пыльники 

(до 12%) выходят из колосков, но они остаются закры-
тыми;

балл 2 – в период цветения пыльники выходят из 
колосков (до 25%), но остаются закрытыми;

балл 3 – единичные пыльники открыты и выбрасы-
вают пыльцу, метелка (мужское соцветие) почти вся (до 
37%) стерильна;

балл 4 – до 50% пыльников на соцветии нормально 
развиты, хорошо пылят, образуют много пыльцы;

балл 5 – стерильны единичные пыльники;
балл 6 – все пыльники открыты и пылят, цветение 

проходит нормально.
Растениям кукурузы с полной стерильностью соот-

ветствуют баллы 0, 1, 2. Баллы 3 и 4 характеризуют 
полустерильные метелки с частично восстановленной 
фертильностью. Баллы 5 и 6 соответствуют полному вос-
становлению фертильности.

Исследования проводили на территории Кабарди-
но-Балкарского опорного пункта ВИР в опытно-произ-
водственном хозяйстве (ОПХ) «Опытное» при Институ-
те сельского хозяйства – филиале Кабардино-Балкарского 
(КБР) научного центра РАН в 2019 году. Семена высевали 
вручную, широкорядным способом (70x35см) по 2 расте-
ния в лунке с последующим ручным прореживанием до 
расчетной густоты стояния растений к уборке в перерас-
чете на 1 га 72 тыс. шт./га. Учетная площадь делянки - 
4,9 м2, повторность – двукратная, расположение на участ-
ке рандомизировано, число учтенных в каждом варианте 
растений – 15 шт. Почвенно-климатические условия опы-
та соответствовали требованиям роста и развития куку-
рузы (табл. 2). Почвы в степной зоне  представлены 
обыкновенными черноземами (без достаточного увлаж-
нения). Содержание в почве гумуса 3-3,5%, подвижного 
фосфора 15,6-28,7 мг/кг, обменного калия 200-300 мг/кг 
(по методу Б. П. Мачигина; Magnitsky, 1972). Реакция 
почвы слабощелочная (pH 7,6-8,0).

Таблица 2. Метеорологические условия в течение вегетационного периода 2019 г.
Table 2. Meteorological conditions during the growing season in 2019

М
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Осадки по декадам, мм t° воздуха за месяц, °C

I II III

вс
ег
о 
за
  

м
ес
яц

ср
ед
не
-

м
но
го
ле
тн
ее

I II III

ср
ед
не
е 
за
 м
ес
яц

м
ин

им
ум

.

м
ак
си
м
ум

м
ин

им
ум

.

м
ак
си
м
ум

м
ин

им
ум

.

м
ак
си
м
ум

Апрель 1,5 33,2 15,7 50,4 44 -1,0 21,0 0,5 23,5 -2,0 27,0 23,8
Май 39,1 17,2 16,0 68,9 64 5,5 26,0 10,5 29,0 9,0 32,5 18,8

Июнь 1,2 7,7 20,0 28,9 78 14,0 36,0 15,5 36,0 14,5 38,0 25,9
Июль 6,1 34,4 16,2 56,7 60 13,0 37,0 15,5 33,0 17,0 39,5 25,5

Август 32,3 3,3 4,2 39,8 47 14,5 36,0 12,0 40,0 8,5 39,5 24,9

Фенологические наблюдения и учет урожая реди-
плоидных линий кукурузы и их гибридов проводили по 
методике ВИР (Filev et al., 1980; Shmaraev, Matveeva, 
1985), агротехнические мероприятия - согласно мето-
дическим указаниям по производству гибридных семян 
кукурузы (Sotchenko et al., 2019), систематизация групп 
спелости по шкале ФАО, хозяйственно ценные призна-
ки и их описания даны согласно «Широкому унифи-
цированному классификатору СЭВ вида Zea mays L.» 

(Kukekov, 1977). Уборочную влажность зерна опреде-
ляли в период уборки спелых початков влагомером для 
зерна «ФАУНА-М» в трехкратной повторности. Диспер-
сионный анализ проведен по методике Б. А. Доспехова 
(Dospekhov, 1985), оценка комбинационной способности 
линий по признаку «урожай зерна с делянки» проводи-
лась по методике Г. В. Яковлева (Yakovlev, 1980). Селек-
ционный индекс рассчитывался по методике, предложен-
ной Н. А. Орлянским (Orlyansky, 2004).

Биотехнология и селекция растений 2019;2(4)
18



Результаты и обсуждение

В результате определения реакции редиплоидных 
линий на ЦМС выявлены генотипы, способные как пол-
ностью, так и частично восстанавливать фертильность 
пыльцы или закреплять стерильность (табл. 3). Линии 
с неполной закрепительной и восстановительной спо-
собностью (более 70%) были отнесены к линиям с неу-
становленной реакцией и исключены из общего числа 
линий, учтенных в опыте. Остальные линии были распре-

делены на 6 групп по длине межфазного периода «всхо-
ды - цветение початка» (выход рылец из-под оберток 
початка). Такой подход к определению времени фазы цве-
тения основан на том, что учесть время цветения метелок 
и выброса пыльников у стерильных гибридов невозмож-
но. При оценке закрепительной способности в выборку 
закрепителей стерильности включили только те линии, 
гибриды с участием которых показали баллы 0 и 1 по 
шкале Г. С. Галеева (Galeev, 1962), а в число восстанови-
телей стерильности - линии, для которых уровень фер-
тильности гибридов соответствовал баллам 5 и 6.

Таблица 3. Число редиплоидных линий, выделенных по реакции 
на ЦМС М- и С- типов в тестерных скрещиваниях

Table 3. The number of rediploid lines noted for their response to M and C type CMS in testcrosses

Реакция на тип ЦМС
Продолжительность межфазного периода «всходы - цветение 

початков», дни Всего
до 50 51-55 56-60 61-65 66-70 71-75

Закрепитель М 1 45 8 2 3 0 59
Закрепитель С 0 7 3 3 0 2 15
Закрепитель У* 0 1 1 1 0 1 4
Восстановитель М 0 10 1 1 3 1 16
Восстановитель С 0 7 1 2 1 0 11
Восстановитель У* 0 0 1 0 0 0 1
Всего линий 1 70 15 9 7 4 106
Всего, % 0,94 66,03 14,15 8,49 6,6 3,8 100

Закрепитель У*-универсальный закрепитель, способный закреплять одновременно ЦМС М- и С-типов. 
Восстановитель У*- универсальный восстановитель, способный восстанавливать фертильность при ЦМС М- и С-типов

Линии редиплоидной кукурузы со значениями уровня 
фертильности от 2 до 4 баллов включительно были отне-
сены к неполным закрепителям стерильности или непол-
ным восстановителям фертильности. Всего по результа-
там тестерных скрещиваний было выделено 78 (73,6%) 
линий, способных закреплять ЦМС М- и С-типов. Среди 
них 59 линий (66,7% от числа исследованных) оказались 
закрепителями стерильности М-типа, 15 линий (14,1%) 
закрепляли стерильность С-типа, а 4 линии (3,8%) ока-
зались закрепителями универсального типа, способны-
ми закреплять стерильность обоих типов ЦМС. 28 линий 
(26,4%) отнесены к восстановителям фертильности. Из 
них 16 линий восстанавливали мужскую фертильность 
при ЦМС М-типа, 11 – при ЦМС С-типа и одна линия 
восстанавливали фертильность при обоих типах ЦМС. 
Ранжирование линий по продолжительности межфазно-
го периода всходы-цветение початков показало, что зна-
чительная часть закрепителей и восстановителей отно-
сится к группе с 51-55-дневным периодом, немногим 
меньше (14,5%) - к 56-60-дневным. 8,5% от числа изу-
ченных линий отнесены к 61-65-дневным, 6,6% линий - к 
66-70-дневным и у 3,8% линий цветение наступало через 
71-75 дней после появления всходов. Продолжительно-

стью межфазного «периода всходы - цветение початка» 
до 50 дней характеризовалась только одна линия.

Сорок шесть линий характеризовались значениями 
комбинационной способности от сверхвысокой до хоро-
шей (табл. 4). Ранжирование линий по комбинационной 
способности осуществлялось по значению превышения 
урожая зерна над стандартом соответствующей группы 
спелости ФАО со следующей градацией: хорошая - пре-
вышение на 1 значение НСР (наименьшей существенной 
разности), высокая - на 2 значения НСР и сверхвысокая - 
на 3 значения НСР. К группе с хорошей комбинацион-
ной способностью отнесены 27 (58,7%) линий, к группе 
с высокой 10 (21,7%) линий и к группе со сверхвысо-
кой - 9 (19,6%) линий. В зависимости от продолжитель-
ности межфазного периода всходы-цветение початков 
линии распределились следующим образом: к группе с 
51-55-дневным периодом отнесены 32,6% от числа изу-
ченных линий, а к группе с 66-70-дневным периодом - 
26,1% линий. По остальным группам значений комбина-
ционной способности и продолжительности межфазного 
периода всходы-цветение початков линии распредели-
лись относительно равномерно, и их доля в каждом клас-
се не превышала 10%.
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Таблица 4. Число редиплоидных линий, выделившихся по значениям 
комбинационной способности в тестерных скрещиваниях

Table 4. The number of rediploid lines grouped according to combining ability values in testcrosses

Тип комбинационной 
способности

Продолжительность межфазного периода «всходы ˗ цветение 
початков, дни Всего

до 50 51-55 56-60 61-65 66-70 71-75
Хорошая 2 9 1 1 12 2 27
Высокая 0 5 1 0 3 1 10
Сверхвысокая 0 1 0 0 7 1 9
Всего линий 2 15 2 1 12 4 46
Всего, % 4,34 32,6 4,34 2,17 26,1 8,69 100

43,4% от числа изученных редиплоидных линий, 
участвовавших в тестерных скрещиваниях, показа-
ли высокие значения урожая зерна (в пересчете на 1 га) 
при НСР05 = 2,61 ц/га (табл. 5). Продолжительность пери-
ода от всходов до цветения початков в группе лучших 
по урожаю зерна тесткроссов колебалась от 47 до 61 
дней при варьировании значений урожая зерна от 5,47 
до 11,14 т/га. Испытанные стандартные гибриды относя-
тся к группам спелости по классификации ФАО от ран-
неспелой (ФАО 100-200) до среднеспелой (ФАО 302-
400), тогда как две гибридные комбинации, полученные 
в тестерных скрещиваниях ((OL563С × KL1392) × 92с06
53·2·1·2  , (OL563М × SMA11) × 1/130·1·1), можно отнести 
к среднепоздней группе с показателем ФАО 401-500. Уро-
жайность стандартов в группе ФАО 100-200 варьирует 
от 4,10 до 6,73 т/га, тогда как в скрещиваниях с тестера-
ми из этой группы ФАО оно имеет значения в пределах 
от 5,47 до 7,81 т/га. Для стандартных гибридов, относя-
щихся к группе ФАО 201-300, значения урожая зерна 
варьируют от 7,05 до 8,25 т/га. Гибриды от скрещиваний 

с тестерами из той же группы ФАО характеризуются зна-
чениями урожая 6,83-9,63 т/га. Для стандартных гибри-
дов, относящихся к группе ФАО 301-400, урожай зерна 
составляет от 6,63 до 7,77 т/га, а для гибридов от скрещи-
ваний с тестерами из той же группы ФАО он варьирует 
в пределах 7,00–11,14 т/га. Во всей группе стандартных 
гибридов варьирование значения уборочной влажности 
зерна составляет от 13,4% до 21,3%, тогда как в группе 
всех тесткроссов оно варьирует от 13,6% до 30,2%. Наи-
меньшая уборочная влажность зерна (до 14%) - один 
из важнейших показателей качества - отмечена в гибрид-
ных комбинациях ♀(РГС246с × OL213) × ♂92с5986·2·3
, ♀714М × ♂1/67-1 и ♀714М×♂92н136-4 - (13,6%, 13,9% 
и 14,0% влажности соответственно). Значение селек-
ционного индекса в выборке варьирует от 2,37 до 5,11 
для всей группы стандартов и от 3,28 до 5,13 для всех 
тесткроссов. Максимальное значение селекционного 
индекса было отмечено в комбинациях ♀(OL563С × KL1
392) × ♂92с0653·2·1·2 и ♀714М × ♂1/67-1 (5,13 и 5,03 соот-
ветственно).

Таблица 5. Значения основных хозяйственно ценных признаков выделившихся по урожайности 
зерна гибридных комбинаций (НСР05=2,61 ц/га, ОПХ «Опытное», КБР, 2019 г.)
Table 5. Values of the main economically important traits of hybrid combinations 

noted for grain yield (НСР05=0.261 t/ha, «Opytnoye» EIF*, KBR**, 2019)

Название гибридов

Продолжительность 
межфазного периода 
«всходы - цветение 
початков», дни

Урожай зерна при 
14% влажности, 

т/га

Уборочная

С
ел
ек
ци

он
ны

й 
ин

де
кс

вл
аж

но
ст
ь 
 

зе
рн
а,
 %

гу
ст
от
а,
 

ты
с.
 р
ас
т.
/г
а

Ѕt - Машук 171 МВ 46 6,73 14,5 67,1 4,62
Ѕt - Р 8521 48 6,15 13,4 69,2 4,58
Ѕt - Дарина МВ 48 4,10 16,7 60,3 2,45
Ѕt - Машук 220 МВ 49 4,91 15,6 65,7 3,14
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Название гибридов

Продолжительность 
межфазного периода 
«всходы - цветение 
початков», дни

Урожай зерна при 
14% влажности, 

т/га

Уборочная

С
ел
ек
ци

он
ны

й 
ин

де
кс

вл
аж

но
ст
ь 
 

зе
рн
а,
 %

гу
ст
от
а,
 

ты
с.
 р
ас
т.
/г
а

Ѕt - Машук 355 МВ 53 7,05 15,8 64,1 4,46
Ѕt - Краснодарский 291 АМВ 54 7,91 16,5 68,2 4,79
Ѕt - ДКС 5007 56 8,25 16,6 60,8 4,97
Ѕt - Машук 355 МВ 58 6,63 16,5 56,4 4,01
Ѕt - ДКС 5007 59 7,77 14,5 62,2 5,11
Ѕt - Камилла СВ 59 7.06 21,3 58,0 3,32
МальвинаС × 92с6156·3·1·1 47 6,58 14,4 66,7 4,57
Р346М × 93т015·1·1 47 6,37 15,3 65,3 4,16
703М × 92с5433-1 48 5,99 16,1 64,1 3,72
(OL273М × PH53)×92с5280·2·2·3 48 7,05 17,4 71,1 4,05
(РГС246с × OL213) × 92с5986·2·3 49 6,71 13,6 69,3 4,93
714М × 92н136-4 49 5,47 14,0 63,4 3,90
714М × 92с5530-2 49 5,61 15,6 66,7 3,59
(98С × OL245) × 92с5428·2·1·4 49 7,81 17,1 71,7 4,57
(98С × OL245) × 92с5195·3·3·7 49 7,37 17,3 66,7 4,26
(OL273М × 346зМ) × 92с5458·1·3 49 6,29 17,3 67,9 3,63
703М × 92с5003-2 50 6,52 15,6 67,9 4,17
703М × 92с5521×1×2 51 6,83 15,4 70,5 4,43
OL563м × 92с0493·2·5 56 9,63 22,5 67,9 4,28
(OL563С × KL1392) × 92с0427·2·4 58 8,88 22,5 65,3 3,94
(OL563С × KL1392) × 92с0493·2·3 58 9,02 22,9 65,3 3,94
OL563М × 92с0493·2·1 58 9,46 24,2 62,8 3,91
В73с × 92с0262·2·1 58 8,47 25,8 56,4 3,28
714М × 1/67- 1 59 7,00 13,9 65,3 5,03
(OL563С × SМА-11)×1/99·3·2 59 7,59 16,9 43,5 4,49
(OL563С × KL1392) × 92с0493·2·5 59 9,41 19,2 64,1 4,90
(OL563С × KL1392) × 92с 0546·2·1·3 59 8,44 20,5 60,2 4,12
(OL563М × SMA11) × 92с0427·2·5 59 8,72 20,9 68,5 4,17
(OL563С × KL1392) × 92с 0546·2·1·1 59 8,51 21,5 62,8 3,96
(OL563С × KL1392) × 92н 129·6·3 59 8,57 22,0 57,6 3,89
(OL563С × KL1392) × 92с0493·2·3 59 8,79 22,0 66,7 3,99
(OL563М × SMA11) × 92с0427·2·6 59 8,99 22,3 67,3 4,03
(OL563С × SМА-11) × 92с0507·2·1 59 7,45 22,4 51,2 3,32
(OL563С × SМА-11) × 1/75·3 59 9,05 22,4 47,4 4,04
(OL563С × KL1392) × 92с0427·2·6 59 8,90 23,3 71,1 3,82
(OL563М × SMA11) × 92н139·9·2 59 11,14 26,3 63,4 4,23
(OL563С × SМА-11) × 1/130·6 60 8,72 19,7 54,7 4,43
(OL563С × KL1392) × 92с0493·2·4 60 8,49 21,8 64,1 3,89
OL563С × 92с0427·2·3 60 10,33 23,3 57,6 4,43
OL703М × 92с0493·2·1 60 9,64 26,3 63,6 3,66
В73С × 92с0493·2·4 60 10,28 30,2 64,7 3,40
(OL563С × KL1392) × 92с0653·2·1·2 61 10,26 20,0 57,2 5,13
(OL563М × SMA11) × 1/130·1·1 61 8,41 20,9 60,2 4,02

*EIF – experimental-industrial farm; KBR – Kabardino-Balkar Republic
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Результаты исследований селекционной ценности 
редиплоидных линий кукурузы показывают эффектив-
ность применения метода редиплоидизации тетрапло-
идных популяций для расширения генетического поли-
морфизма и обогащения генофонда кукурузы новым 
исходным материалом, обладающим высоким потенци-
алом продуктивности. Редиплоидные линии кукурузы, 
изученные в опыте, прошли через полиплоидное состо-
яние и претерпели существенные перестройки генетиче-
ского материала, которые привели к расширению спектра 
изменчивости хромосом, несущих гены хозяйственно 
ценных признаков. Возможно, что этот механизм повы-
шения уровня генетической изменчивости был выработан 
в процессе длительной эволюции растений как путь для 
преодоления инбредной депрессии тетраплоидов, сопро-
вождающейся снижением фертильности растений, кото-
рая угрожала его сохранности как вида в природе. Поэто-
му, перестройки внутри генома, возникающие в процессе 
редиплоидизации тетраплоидного генома, неизбежно вле-
кут за собой возникновение новых сочетаний аллелей 
генов, отличных от исходных родительских форм, и появ-
ление более продуктивных генотипов (Gordei et al., 2013). 
Таким образом, использование механизма редиплоидиза-
ции тетраплоидных генотипов имеет перспективы в соз-
дании нового исходного материала для гибридной селек-
ции растений.

Выводы

Результаты проведенных исследований селекцион-
ной ценности 106 линий редиплоидной кукурузы, полу-

ченной методом разложения (редиплоидизации) тетра-
плоидной кукурузы и их гибридизации с 37 стерильными 
тестерами различных селекцентров показали их ценность 
в качестве исходного материала для гибридной селекции 
кукурузы. Выделено 46 (43,3%) линий с комбинацион-
ной способностью в диапазоне от сверхвысокой до хоро-
шей. 78 линий (73,6%) закрепляли признак ЦМС. Сре-
ди них 59 линий (55,7%) закрепляли ЦМС М-типа, 15 
линий (14,1%) отнесены к закрепителям С типа и 4 линии 
(3,8%) оказались закрепителями универсального типа 28 
линий (26,4%) восстанавливали фертильность, из них 
к восстановителям фертильности при ЦМС М-типа отне-
сено 16 линий (15,1%), а фертильность пыльцы при ЦМС 
С типа восстанавливали 11 линий (10,4%) и одна линия 
оказалась восстановителем универсального типа. Наи-
большее число селекционно-ценных линий имеет про-
должительность межфазного периода «всходы - цветение 
початков» в диапазоне 51˗55 дней. Лучшие результаты 
уборочной влажности зерна (до 14%), показали гибри-
ды ♀(РГС246с × OL213) × ♂92с5986·2·3, ♀714М × ♂1/67- 

1 и ♀714М × ♂92н136-4, со значениями 13,6%, 13,9%, 
14,0% соответственно, а по индексу селекционной ценно-
сти выделены комбинации ♀714М × ♂1/67-1, ♀(OL563С 
× KL1392) × ♂92с0653·2·1·2 со значениями индексов селек-
ционной ценности 5,03 и 5,13 соответственно.

Работа выполнена в рамках государственного зада-
ния ВИР № 0662-2019-0006 «Поиск, поддержание жиз-
неспособности и раскрытие потенциала наследственной 
изменчивости мировой коллекции зерновых и крупяных 
культур ВИР для развития оптимизированного генбанка 
и рационального использования в селекции и растениевод-
стве».
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Для вовлечения в селекцию дикого аллотетраплоидного мексиканского 
вида картофеля Solanum stoloniferum Schltdl. (геномный состав ААВВ) 
обычно используют пентаплоидные межвидовые гибриды (ААААВ) 
с культурным картофелем S. tuberosum L. (АААА), которые в даль-
нейшем включают в программу возвратных скрещиваний. Поскольку 
у таких гибридов в мейозе ожидается синапсис гомологичных хро-
мосом А генома, возникает вопрос о перспективах интрогрессивной 
гибридизации генетического материала суб-генома В S. stoloniferum. 
В связи с этим актуальна разработка различных схем селекционного 
процесса, позволяющих повысить вероятность интрогрессии генети-
ческого материала суб-генома B в геном культурного картофеля. В пре-
дыдущих исследованиях были разработаны четыре схемы вовлечения 
S. stoloniferum в селекционный процесс, которые включают возврат-
ные скрещивания с культурным картофелем различных межвидовых 
гибридов: гексаплоидного (геномный состав ААААВВ, традицион-
ная схема интрогрессии), тетраплоидного гибрида (предполагаемый 
геномный состав АААВ) и потомства, полученного от его самоопы-
ления, а также пентаплоидного межвидового гибрида (предполагае-
мый геномный состав АААВВ). В настоящей работе представлены 
первые результаты исследований по разработке хромосомоспецифич-
ных маркеров для идентификации у межвидовых гибридов генети-
ческого материала S. stoloniferum. В скрещиваниях был использован 
перспективный образец S. stoloniferum PI 205522, высокоустойчивый 
к фитофторозу и Y-вирусу картофеля, у которого выявлен ряд ДНК-
маркеров генов устойчивости к этим патогенам. Для изучения осо-
бенностей интрогрессии генетического материала S. stoloniferum был 
создан набор из 23 SSR- и CAPS-маркеров с известной хромосомной 
локализацией в геноме А S. tuberosum, выявляющих полиморфизм 
родительских генотипов - диплоидного клона IGC 10/1.21 культурного 
картофеля S. tuberosum и образца PI 205522 S. stoloniferum. Все марке-
ры, специфичные для родительского образца дикого вида, были выяв-
лены как у триплоидного (ААВ), так и у пентаплоидного (АААВВ) 
гибридов S. stoloniferum × S. tuberosum. Созданный набор маркеров 
будет использован для оценки эффективности различных схем интро-
грессии генетического материала S. stoloniferum, в которых получе-
ны гибриды второго и третьего поколений беккроссов межвидовых 
гибридов с культурным картофелем.

Ключевые слова: картофель, Solanum tuberosum, межвидовая гибриди-
зация, S. stoloniferum интрогрессия, маркеры SSR, CAPS, STS, SCAR.
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In order to involve valuable germplasm of the wild Mexican allotetraploid 
potato species Solanum stoloniferum Schltdl. (genomic composition ААВВ) 
into breeding, pentaploid interspecific hybrids (ААAAВ) with cultivated 
potato S. tuberosum L. (АААА) and their backcross progenies are usually 
used. Homologous synapsis in meiosis of such hybrids is expected only 
between chromosomes of the A subgenome, therefore a question arose 
about a possibility of introgressing genetic material of the subgenome B 
into the A genome of cultivated potato. In this connection, development 
of various schemes for the B subgenome introgression into the genome of 
cultivated potato is considered as a topical issue. The previous research 
has yielded four schemes of S. stoloniferum involvement into breeding, 
which imply backcrossing with cultivated potato of the following 
interspecific hybrids: (1) hexaploids (genomic composition ААААВВ, the 
conventional introgression scheme), (2) tetraploids (putatively, АААВ), (3) 
self-pollination progeny of a 4x hybrid and (4) pentaploid hybrids with a 
putative genome composition of АААВВ. The present paper presents the 
first results of the development of chromosome-specific DNA markers for 
the identification of S. stoloniferum chromosomes in interspecific hybrids. 
An S. stoloniferum accession PI 205522 with a high degree of resistance 
to late blight and PVY had been found to possess several DNA-markers 
of the R-genes conferring resistance to these pathogens and was used in 
hybridization as a promising parent. A set of 23 SSR- and CAPS markers 
with the known chromosome location in S. tuberosum was generated. 
These markers detect polymorphism between parent genotypes, i.e., 
the diploid clone IGC 10/1.21 of cultivated potatoes S. tuberosum, and 
accession PI 205522 of S. stoloniferum. All the markers specific for the 
wild species were found in triploid (ААВ) and pentaploid (АААВВ) 
hybrids of S. stoloniferum × S. tuberosum. This set of markers will be 
used for efficiency assessment of different schemes for S. stoloniferum 
genetic material introgression into the obtained BC2-BC3 generations after 
crossing the interspecific hybrids with cultivated potato.

Key  words: potato, Solanum tuberosum, interspecific hybridization, 
S. stoloniferum introgression, SSR, CAPS, STS, SCAR markers.
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Введение

Мексиканский аллотетраплоидный дикий вид карто-
феля Solanum stoloniferum (2n=4x=48, геномная форму-
ла ААВВ) представляет значительный интерес для селек-
ции в качестве источника ценных генов устойчивости 
к фитофторозу, крайней устойчивости к вирусам PVY, 
PVX и PVA, ряду бактериальных заболеваний, высоким 
температурам, вредителям картофеля (нескольким видам 
тлей) (Ross, 1986; Hawkes, 1990; Yermishin, 2014). Из-за 
ряда межвидовых репродуктивных барьеров, осложня-
ющих интрогрессивную гибридизацию, в практической 
селекции использовалось сравнительно небольшое чис-
ло образцов этого вида. Так, при гибридизации S. stolon-
iferum с тетраплоидными сортами культурного картофе-
ля - S. tuberosum (2n=4x=48, геномная формула АААА) 
гибридные семена не образуются из-за нарушения разви-
тия эндосперма. В соответствии с теорией EBN (Johnston 
et al., 1980) эти виды относят к разным группам скрещи-
ваемости, так как они имеют разные значения балансово-
го числа эндосперма (соответственно EBN=2 и EBN=4). 
Однако образцы S. stoloniferum могут скрещиваться в каче-
стве материнских форм с дигаплоидами S. tuberosum (2х, 
2 EBN) и многими диплоидными (2х, EBN=2) видами кар-
тофеля с образованием триплоидных гибридов (Ramanna, 
Abdalla, 1970; Adiwilaga, Brown, 1991; Bamberg, 1994). 
Такие триплоидные гибриды являются жизнеспособными, 
однако в силу значительных нарушений мега- и микроспо-
рогенеза полностью стерильны, что не позволяет осущест-
влять их беккроссирование культурным картофелем.

Для скрещиваний S. stoloniferum с культурным кар-
тофелем характерна односторонняя несовмести-
мость, при которой гибридные семена удается получить 
при использовании данного дикого вида в качестве мате-
ринской формы, а реципрокные скрещивания оказываются 
неудачными (Jackson, Hanneman, 1999; Hayes et al., 2005). 
С цитоплазмой S. stoloniferum связана мужская стериль-
ность межвидовых гибридов (Ross, 1986; Lössl et al., 2000; 
Song, Schwarzfischer, 2008; Gavrilenko et al., 2019).

Одним из существенных факторов, которые могут 
затруднять интрогрессию ценного генофонда дикого алло-
тетраплоидного вида картофеля S. stoloniferum (геном-
ный состав ААВВ) в селекционный материал, являются 
геномные различия с культурным картофелем S. tubero-
sum (геномный состав АААА). Большинство методов вов-
лечения S. stoloniferum в селекцию основано на увеличе-
нии уровня плоидности этого дикого вида или триплоид-
ных межвидовых гибридов [S. stoloniferum × дигаплоиды 
S. tuberosum – геномная формула ААВ] и на последующем 
многократном беккроссировании полученных полипло-
идных межвидовых гибридов с культурным картофелем 
(Swaminathan, 1951; Lamm, 1953; von Wangenheim, 1954; 
Camadro, Espinillo, 1991; Watanabe et al., 1992; Yermishin 
et al., 2017b; Brown, 1988; Adiwilaga, Brown, 1991; Bamberg 
et al., 1994). Полученные в результате беккроссирования 

(ВС1) пентаплоидные межвидовые гибриды (ААААВ), 
имеют субгеном B дикого вида в гаплоидном состоя-
нии. У таких межвидовых гибридов в мейозе ожидает-
ся синапсис гомологичных хромосом А генома, а не име-
ющие гомологов хромосомы субгенома B будут насле-
доваться случайным образом и в последовательных воз-
вратных скрещиваниях элиминироваться. В связи с этим 
актуальна разработка различных схем селекционного про-
цесса, позволяющих повысить вероятность гомеологич-
ной рекомбинации и интрогрессии генетического мате-
риала субгенома B S. stoloniferum в геном А культурного 
картофеля.

Разрабатывая стратегию интрогрессивной гибри-
дизации отдаленных видов семейства пасленовых, 
Т. А. Гавриленко с соавторами (Gavrilenko et al., 2015) про-
демонстрировали возможность существенного повышения 
частоты синапсиса гомеологичных хромосом у модель-
ных гибридных генотипов, несущих гомеологичные гено-
мы в гаплоидном состоянии. Для повышения вероятности 
спаривания хромосом субгенома В S. stoloniferum и генома 
А S. tuberosum, в настоящей работе предлагается получать 
тетраплоидные межвидовые гибриды (АААВ), у которых 
вероятность гомеологичной рекомбинации может быть 
выше, чем у пентаплоидных гибридов с геномным соста-
вом ААААВ (Adiwilaga, Brown, 1991; Watanabe et al., 1992; 
Bamberg et al., 1994; Spooner et al., 2008). В ряде работ уда-
лось получить тетраплоидные гибриды между аллотетра-
плоидными дикими видами и культурным картофелем бла-
годаря большому объему скрещиваний и использованию 
приема «двойного опыления» (rescue pollination) в соче-
тании с культурой in vitro незрелых зародышей или семян 
(Iwanaga et al., 1991; Singsit, Hanneman, 1991; Watanabe et al., 
1992; Janssen et al., 1997; Panahandeh et al., 2008). Следует 
заметить, что эффективность гибридизации между алло-
тетраплоидными видами и сортами культурного картофе-
ля очень низкая, прежде всего, из-за различий их эффек-
тивной плоидности (EBN). В цитированных выше рабо-
тах отмечена зависимость успеха гибридизации от гено-
типа родительских форм и от условий окружающей среды 
при проведении скрещиваний. В то же время, тетрапло-
идные межвидовые гибриды имеют эффективную плоид-
ность EBN=3, что затрудняет их дальнейшее беккросси-
рование с S. tuberosum (эффективная плоидность EBN=4). 
Поскольку в литературе описаны только единичные слу-
чаи получения тетраплоидных межвидовых гибридов 
и успешного их беккроссирования культурным карто-
фелем, эффективность такой схемы интрогрессии генов 
дикого вида S. stoloniferum в селекционный материал 
не оценивалась, ее сравнение с традиционными схемами 
интрогрессии не проводилось.

Для идентификации хромосом А и B суб-геномов 
S. stoloniferum эффективно использование методов молеку-
лярной цитогенетики (Pendinen et al., 2008). Для решения 
этой задачи, а также изучения особенностей интрогресии 
в селекционный материал генетического материала S. sto-
loniferum также эффективно использование полиморфных 
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хромосомо-специфичных маркеров. В литературе описано 
большое число монолокусных хромосомо-специфичных 
последовательностей генома картофеля, для которых 
разработаны различные серии ДНК маркеров (RFLP-
, SSR-, STS- и CAPS-маркеры) (Milbourne et al., 1998; 
Oberhagemann et al., 1999; Chen et al., 2001; Feingold 
et al., 2005; Ghislain et al., 2009). Также в качестве 
хромосомо-специфичных маркеров можно рассматривать 
и маркеры картированных генов устойчивости к болезням, 
интродуцированных в культурный картофель от S. sto-
loniferum, например, маркеры генов Rysto, Ry-fsto, Rpi-sto1 
(Song, Schwarzfischer, 2008; Flis et al., 2005; Valkonen et al., 
2008; Zhu et al., 2012).

В настоящей работе представлены результаты реализа-
ции четырех схем вовлечения в селекцию перспективного 
образца S. stoloniferum PI 205522, а также первые результа-
ты по разработке хромосомо-специфичных маркеров, пер-
спективных для идентификации хромосом субгеномов А- 
и B этого дикого вида в гибридном материале.

Материал и методы

Образец PI 205522 был выделен на основании резуль-
татов молекулярного скрининга 26 коллекционных 
образцов S. stoloniferum, полученных из генбанка кар-
тофеля США (NRSP 6) с маркерами R генов устойчиво-
сти к патогенам. У этого образца выявлены ДНК-мар-
керы генов устойчивости к Y-вирусу картофеля (PVY) 
- Ryadg, Rysto, Ry-fsto, и к фитофторозу - Rpi-sto1, R3b (Levy 
et al., 2017; Yermishin et al., 2017a). Растения этого образ-
ца практически не поражались фитофторозом в течение 
четырех лет полевых испытаний (2015-2018 гг., Минск), 
а также PVY при искусственном заражении.

В исследования по отбору хромосомо-специфичных 
полиморфных маркеров дополнительно был включен 
и другой образец S. stoloniferum – к-17152, полученный 
из коллекции ВИР.

С участием образца PI 205522 S. stoloniferum в 2015 г. 
были получены гибриды с диплоидными клонами 
S. tuberosum и диплоидными линиями-посредниками 
(SvSv-линиями) (рис. 1) (Yermishin et al., 2017a; Yermishin 
et al., 2017b), уровень плоидности которых первоначаль-
но был определен по числу хлоропластов в замыкающих 
клетках  устьиц. В рамках настоящей работы у гибридов 
было определено число хромосом и проведено ДНК-мар-
кирование.

Определение  числа  хромосом  гибридов. Буто-
ны (длиной 2–5 мм) межвидовых гибридов фиксировали 
в фиксаторе Ньюкомера (Pausheva, 1970). Подсчет чис-
ла хромосом проводили в материнских клетках пыль-
цы на стадиях MI − ранняя AI и MII − ранняя AII (рис. 2) 
по методике, описанной в руководстве Л.И. Абрамо-
вой (Abramova, 1981), используя микроскоп NU 2E (Carl 
Zeiss, Jena).

Межвидовые гибриды и их потомство были исполь-
зованы в реализации различных схем интрогрессии 
(см. рис. 1):

Схема 1. В результате митотического удвоения хромо-
сом триплоидного межвидового гибрида (2х SvSv-линия 
S. tuberosum × S. stoloniferum PI 205522) получен гекса-
плоидный клон IGC 15/118.3.С6.2016 (предполагаемый 
геномный состав ААААВВ), который был использован 
в 2016 г. в качестве материнской формы для гибридизации 
с селекционным сортом картофеля Katahdin (Yermishin 
et al., 2017b). Для последующего беккроссирования пен-
таплоидных гибридов (ВС1, предполагаемый геномный 
состав ААААВ) в 2017 и 2018 гг. использовали в качестве 
опылителей сорта: Carlita, Quarta, Satina, Манифест, Сви-
танок Киевский, Уладар, а в реципрокных скрещивани-
ях в качестве материнских форм – сорта Katahdin, Весна 
Белая, Фальварак, Чарауник, Янка. Эта схема − традици-
онная для вовлечения в селекционный процесс S. stolon-
iferum. Она рассматривается в качестве контрольной 
(см. рис. 1).

Схемы  2  и  3. При опылении гексаплоидного клона 
IGC 15/118.3.С6.2016 диплоидной линией S. tuberosum 
IGC 10/1.21 в 2015 г. получен тетраплоидный межви-
довой гибрид IGC 16/36.1 (Yermishin et al., 2017b) (ВС1, 
предполагаемая геномная формула - АААВ) (см. рис. 1). 
Для беккроссирования этого гибрида и его потомства от 
самоопыления в 2016-2019 гг. использовали сорта карто-
феля: Alcmaria, Carlita, Katahdin, Labadia, Lemchi Russet, 
Quarta, Satina, Манифест, Свитанок Киевский, Уладар, а 
также диплоидную линию S. tuberosum IGC 17н8 (АА, 
2n=24, EBN=2). Благодаря образованию нередуцирован-
ных гамет диплоидная линия IGC 17н8 ведет себя в скре-
щиваниях как сорта картофеля (2n=4x, EBN=4).

Схема  4. При получении триплоидных гибридов 
(S. stoloniferum PI 205522 × 2х S. tuberosum IGC 10/1.21) 
выделен пентаплоидный гибрид IGC 15/103.53) 
(Yermishin et al., 2017a) с предполагаемым геномным 
составом АААВВ. Для его беккроссирования были 
использованы сорта: Alcmaria, Labadia, Lemchi Russet, 
Quarta, а также линия IGC 17н8.

Получение  поколений  ВС1-ВС3:  скрещивания 
и определение  фертильности  гибридов. Для проведе-
ния гибридизации растения родительских форм выращи-
вали при естественном освещении в условиях закрытого 
грунта Биологической опытной станции Института гене-
тики и цитологии НАН Беларуси. Условия окружающей 
среды в 2017-2018 гг. были типичными для летнего перио-
да в Беларуси. В 2019 г условия для гибридизации карто-
феля были оптимальными: температура около 20°C, отно-
сительно высокая влажность воздуха из-за частых дождей. 
Для предотвращения самоопыления проводили кастрацию 
цветков материнских образцов (нераскрывшиеся бутоны), 
все неопыленные бутоны и раскрывшиеся неопыленные 
цветки в соцветии удаляли. Перед проведением гибриди-
зации оценивали функциональную фертильность пыльцы 
(ФФП) путем определения частоты прорастания пыльце-
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Рис. 1. Схемы интрогрессии S. stoloniferum (sto) PI 205522 в селекционный материал с 
использованием межвидовых гибридов с различным уровнем плоидности и геномным 

составом. Трехбуквенные обозначения названия видов: S. stoloniferum (sto), S. tuberosum (tbr).

Fig.1. Schemes of S. stoloniferum (sto) PI 205522 introgression into breeding stock 
using interspecific hybrids with different ploidy levels and genomic composition. 

Designation of species: S. stoloniferum (sto), S. tuberosum (tbr).

вых зерен в течение двух часов при 25°C на питательной 
среде (Pallais et al., 1985). Учитывали по 300 пыльцевых 
зерен на образец в нескольких полях зрения микроскопа 
(увеличение 600×).

Выделение  ДНК. Препараты тотальной ДНК были 
выделены из листьев тепличных или in vitro-растений 
с использованием модифицированного метода СТАВ-
экстракции (Gavrilenko et al., 2013) с последующей очист-
кой PVPP.

Отбор  полиморфных  хромосомо-специфичных 
ДНК-маркеров. Хромосомо-специфичные SSR-праймеры 
были подобраны по литературным источникам (Milbourne 
et al., 1998; Oberhagemann et al., 1999; Chen et al., 2001; 
Feingold et al., 2005; Ghislain et al., 2009), ряд CAPS-

маркеров был разработан сотрудниками отдела биотехно-
логии ВИР на основе информации о картированных моно-
локусных последовательностях генома А картофеля (http://
www.gabipd.org/database/maps.shtml). В предваритель-
ных экспериментах праймеры апробировали на выборке 
из 48 генотипов образцов ди- и тетраплоидных культур-
ных видов (S. ajanhuirii Juz. & Bukasov, S. phureja Juz. & 
Bukasov и S. tuberosum), обладающих ядерным А-геномом, 
диких диплоидных мексиканских видов картофеля c раз-
личным геномным составом: S. verrucosum Schltdl. (2n=2x, 
геном АА); S. bulbocastanum Dunal & Poir., S. cardiophyllum 
Lindl., S. pinnatisectum Dunal, S. tarnii Hawkes & Hjert. 
(2n=2x, геном ВВ) и S. stoloniferum (2n=4x, геном AABB) 
(неопубликованные данные). В дальнейший анализ межви-
довых гибридов были включены праймеры, генерировав-
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шие маркерные фрагменты, подвижность которых у образ-
цов диких видов с геномом ВВ резко отличалась от тако-
вой у образцов А-геномных видов (рис. 3, 4).

В рамках данной работы отбирали праймеры по их 
способности генерировать ПЦР-продукты, отличающи-
еся по размеру (непосредственно или после рестрикции) 
у родительских генотипов, использованных в межвидо-
вой гибридизации. Наряду с микросателлитными и CAPS-
маркерами в набор входил маркер blb1F/R гена Rpi-blb1 
(хромосома VIII) (Wang et al., 2008), детерминирующего 
устойчивость к широкому спектру рас возбудителя фитоф-
тороза, и маркер локуса СР60, который у культурного кар-
тофеля сцеплен с геном Rx1 (хромосома XII), контролиру-
ющим устойчивость к вирусу PVX картофеля (Gebhardt et 
al., 2006).

ПЦР,  рестрикция,  электрофорез. Анализ полимор-
физма хромосомо-специфичных локусов у родительских 
форм и у гибридов проводили методом ПЦР со специфич-
ными праймерами, в ряде случаев сопряженным с рестрик-
ционным анализом. ПЦР осуществляли в 20 мкл реакцион-
ной смеси, содержащей 10 нг тотальной ДНК сортов кар-
тофеля, 1× реакционный буфер («Диалат», Москва), 3.0 
мM MgCl2, 0.6 мM каждого из dNTPs, 0.2 мкM прямого 
и обратного праймера и 1 ед. Taq-полимеразы («Диалат»). 
При анализе микросателлитных маркеров реакционная 
смесь имела объем 10 мкл и дополнительно включала пря-
мой праймер М13, содержащий флуоресцентную метку 
IRD700 или IRD800. Соответственно, эта же последова-
тельность была включена в состав каждого прямого прай-
мера на 5’-конце.

В рестрикционном анализе использовали ферменты 

фирмы NEB (https://international.neb.com/products/restric-
tion-endonucleases). Рестрикцию проводили согласно 
протоколу фирмы-изготовителя. Фрагменты ДНК в слу-
чае CAPS- и SCAR-маркеров разделяли электрофорезом 
в агарозных гелях с последующей окраской бромистым 
этидием и визуализацией в УФ-свете. Разделение ампли-
конов при анализе микросателлитных районов осущест-
вляли путем электрофореза в проточных 6,5% полиакри-
ламидных гелях в системе с лазерной детекцией фраг-
ментов Li-Cor 4300S DNA Analyzer System, фрагменты 
детектировали по флуоресцентному сигналу IRD700/
IRD800. В этом случае для определения размеров ампли-
фицированных фрагментов использовали пакет программ 
SAGA Generation 2 (http://www.licor.com/).

Результаты

Определение  числа  хромосом  гибридов. Подсчет 
числа хромосом в мейозе триплоидных (2n=3х) межви-
довых гибридов подтвердил наличие у них 36 хромосом; 
у гексаплоидного (2n=6х) клона IGC 15/118.3.С6.2016, 
полученного в результате митотического удвоения три-
плоидного гибрида IGC 15/118.3, – 72 хромосомы и у рас-
тений первого беккросса, полученного от опыления этого 
гексаплоидного клона культурным картофелем, – 60 хро-
мосом (2n=5х). Также 60 хромосом (2n=5х) было выявле-
но у гибрида IGC 15/103.53 (S. stoloniferum PI 205522 × 
2х S. tuberosum IGC 10/1.21), а у гибрида IGC 16/36.1 (6х 
IGC 15/118.3.С6.2016 × 2х IGC 10.21) было определено 
48 хромосом (2n=4х) (см. рис. 2).

Рис. 2. Уровень плоидности межвидовых гибридов: 
А – Метафаза 2 у тетраплоидного гибрида IGC 16/36.1; 
В − Метафаза 1 у пентаплоидного гибрида IGC 15/103.53; 

С − Метафаза 2 у гексаплоидного гибрида IGC 15/118.3.С6.2016.
Fig. 2. Ploidy of interspecific hybrids: 

А – Metaphase 2 in tetraploid hybrid IGC 16/36.1; 
B – Metaphase 1 in pentaploid hybrid IGC 15/103.53; 

C – Metaphase 2 in hexaploid hybrid IGC 15/118.3.С6.2016

A B C
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Создание  набора  полиморфных  хромосомо-специ-
фичных маркеров ДНК S. stoloniferum и S. tuberosum, 
их выявление у межвидовых гибридов.

Задача исследований состояла в создании набо-
ра SSR-, STS-, SCAR- и CAPS- маркеров, специфичных 
к монолокусным последовательностям с известной хро-
мосомной локализацией, для изучения интрогрессив-
ных процессов у межвидовых гибридов S. stoloniferum 
(геном ААВВ) и S. tuberosum (геном АААА). На первом 
этапе были отобраны праймеры, генерировавшие маркер-
ные фрагменты, подвижность которых у образцов диких 
видов с геномом ВВ резко отличалась от таковой у образ-
цов А-геномных видов. У образцов тетраплоидного вида 

S. stoloniferum (геном AABB) в большинстве случаев 
наблюдали несколько вариантов ПЦР-продуктов, причем 
подвижность одних соответствовала подвижности маркер-
ных фрагментов у изученных образцов А-геномных видов 
(S. ajanhuirii, S. phureja и S. tuberosum), а других – под-
вижности фрагментов у образцов диплоидных В-геномных 
видов (S. bulbocastanum, S. cardiophyllum, S. pinnatisectum, 
S. tarnii) (см. рис. 3, 4).

На следующем этапе проводили отбор хромосомo-спец-
ифичных маркеров, позволявших различать родительские 
генотипы − диплоидный клон IGC 10/1.21 культурного кар-
тофеля S. tuberosum и образец PI 205522 S. stoloniferum 
(см. рис. 3, 4).

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

©

Рис. 3. Пример отбора CAPS-маркера GP83_HinfI для детекции хромосом субгенома В 
мексиканского аллотетраплоидного вида S. stoloniferum (AABB) и его гибридов.

Дорожки 1-6: образцы диплоидных культурных видов с ядерным A геномом - S. ajanhuirii (GLKS 2308), 
S. phureja (k-16530) и селекционных сортов S. tuberosum (cорта Atlantic, Rasant, Romanze, Sonate);  
дорожки 7-9: образцы диплоидных мексиканских видов – носителей генома В: S. bulbocastanum, 
S. cardiophyllum, S. pinnatisectum соответственно; 
дорожка 10: S. stoloniferum.

Fig. 3. An example of the GP83_HinfI CAPS marker selection for the detection of chromosomes in 
the B subgenome of the Mexican allotetraploid species S. stoloniferum (AABB) and its hybrids.

Lanes 1-6 – accessions of cultivated species with nuclear genome A - S. ajanhuirii, S. phureja, and varieties of 
S. tuberosum (cv. Atlantic, Rasant, Romanze, Sonate); 
lanes 7-9 – accessions of diploid Mexican species with nuclear genome B: S. bulbocastanum, S. cardiophyllum, 
S. pinnatisectum, respectively; 
lane 10 – S. stoloniferum.
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Рис. 4. Апробация потенциального маркера GP165_HinfI_200 на выборке селекционных сортов 
и образцов видов картофеля – носителей ядерных геномов А и В. 

1) S. stoloniferum, PI 205522; 2) S. stoloniferum, k-17152; 3) S. phureja, k-9836; 4) S. phureja, k-11291; 5-7) 
S. tuberosum, селекционный клон 90N; сорта Baltica и Sonate, соответственно; 8) S. cardiophyllum, 
GLKS-108; 9) S. tuberosum, 10/1.21; 10) гибрид 2027.53; 11) S. phureja, k-12789; 12) S. phureja, k-9889; 

13- 14) S. tuberosum, сорта Delikat и Quarta; 15) S. bulbocastanum, GLKS-1741; 16) S. etuberosum, k-9141; 
17) гибрид 2037.1; 18) гибрид 2053.52; 19) S. phureja, IVP35; 20-22) S. tuberosum, селекционный клон T67, 

сорта Rasant и Romanze; 23) S. pinnatisectum, GLKS-1607; 24) S. tarnii, GLKS-2870.
Fig. 4. Testing a potential marker using a set of released varieties and potato species with A and B nuclear 

genomes (GP165_HinfI_200 marker). 
1) S. stoloniferum, PI 205522; 2) S. stoloniferum, k-17152; 3) S. phureja, k-9836; 4) S. phureja, k-11291; 5-7)  

S. tuberosum, breeding clone 90N, cvs. Baltica and Sonate; 8) S. cardiophyllum, GLKS-108, 9) S. tuberosum, 
10/1.21; 10) hybrid 2027.53; 11) S. phureja, k-12789; 12) S. phureja, k-9889; 13-14) S. tuberosum, cvs. Delikat 
and Quarta; 15) S. bulbocastanum, GLKS-1741; 16) S. etuberosum, k-9141; 17) hybrid 2037.1; 18) hybrid 
2053.52; 19) S. phureja, IVP35; 20-22) S. tuberosum, breeding clone T67, cvs. Rasant and Romanze; 

23) S. pinnatisectum, GLKS-1607; 24) S. tarnii, GLKS-2870.

В результате проведенных исследований удалось ото-
брать 23 хромосомо-специфичных маркера, выявляющих 
полиморфизм родительских генотипов S. tuberosum, клон 
IGC 10/1.21, и образец PI 205522 дикого мексиканского вида 
S. stoloniferum; список отобранных маркеров приведен в 
таблице. Для хромосом V и VI нам пока не удалось подо-
брать полиморфные маркеры, отличающие исходные роди-
тельские генотипы. Отметим, что результаты амплифика-
ции отобранных маркеров у двух образцов дикого вида 
S. stoloniferum – PI 205522 и к-17152 – не отличались.

Созданный набор маркеров был использован для изуче-
ния хромосомного состава три- и пентаплоидных гибридов 
(S. stoloniferum × 2х S. tuberosum), полученных при реализа-
ции схем 1 и 4, и идентификации у них генетического мате-
риала субгенома B родительского образца PI 205522 дикого 
вида S. stoloniferum. У межвидовых гибридов IGC 15/103.52 
(2n=36) и IGC 15/103.53 (2n=60) (S. stoloniferum PI 205522.3 
× S. tuberosum IGC 10/1/21) были выявлены все изученные 
хромосомо-специфические фрагменты десяти хромосом 
дикого вида (см. таблицу). Обращают внимание различия 

в результатах идентификации отдельных маркеров хромо-
сом II и IХ культурного вида S. tuberosum у этих гибридов, 
имеющих полные хромосомные наборы генома А культур-
ного картофеля. Так, например, маркер STM 2022, специ-
фичный к одноименному SSR-локусу хромосомы II гено-
ма А культурного картофеля (tbr IGC 10/1.21), детектирован 
у триплоидного межвидового гибрида IGC 15/103.52, но не 
выявлен у пентаплоидного - IGC 15/103.53; тот же резуль-
тат получен с CAPS маркером GP 39/HinfI-250+150, спец-
ифичным к фрагменту хромосомы IX генома А (см. табли-
цу). Можно предположить, что эти маркеры представлены 
у родительского клона S. tuberosum IGC 10/1/21 в гетерози-
готном состоянии.

Наряду с хромосомо-специфичными SSR- и CAPS-
маркерами в набор входил и аллель-специфичный маркер 
blb1F/R гена Rpi-blb1 (хромосома VIII) диких мексиканских 
видов, детерминирующего устойчивость к широкому спек-
тру рас возбудителя фитофтороза; этот маркер был выяв-
лен у обоих межвидовых гибридов.
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Таблица. Маркеры хромосом культурного картофеля S. tuberosum (клон IGC 10/1.21) 
и дикого мексиканского вида S. stoloniferum (образец PI 205522), выявленные 
у три - и пентаплоидного межвидовых гибридов IGC 15/103.52 и IGC 15/103.53.

Table. Chromosome markers of cultivated potato S. tuberosum (clone IGC 10/1.21) and 
the wild Mexican species S. stoloniferum (accession PI 205522) revealed in tri- (2n=3х=36) 

and pentaploid (2n=5х=60) interspecific hybrids IGC 15/103.52 and IGC 15/103.53.

Chromo-
some Marker Name sto*

к-17152
sto 

PI 205522
tbr

IGC 10/1.21

3x hybrid
sto × tbr

IGC 15/103.52

 5x hybrid
sto × tbr

IGC 15/103.53
I GP175/MnlI_200 1 1 0 1 1
I GP264/MnlI_460 1 1 0 1 1
I GP264/MnlI_400 0 0 1 1 1
II STM 2022_198 0 0 1 1 0
II STM 2022_204 1 1 0 1 1
III Chr3-1/HaeIII_1400 0 0 1 1 1
III Chr3-1/HaeIII_2500 1 1 0 1 1
III GP 256/DdeI_250+350 1 1 0 1 1
III GP 256/DdeI_550 0 0 1 1 1
IV GP 165/HinfI_250 0 0 1 1 1
IV GP 165/HinfI_200 1 1 0 1 1
VII STM3009_106 1 1 0 1 1
VIII Sti 048_191 1 1 0 1 1
VIII blb 1 F/R 1 1 0 1 1
IX GP 101/MnlI 1 1 0 1 1
IX GP 39/HinfI-400+350 1 1 0 1 1
IX GP 39/HinfI-250+150 0 0 1 1 0
X GP266-o/HpaII_800 1 1 0 1 1
X GP218/RsaI_800 1 1 0 1 1
XI Sti 028_201 1 1 0 1 1
XI Chr11-2/RsaI_300+180 1 1 0 1 1
XII CP60/DdeI_180 1 1 0 1 1
XII Sti063_110 1 1 0 1 1

* В таблице указаны трехбуквенные коды названий видов: sto - S. stoloniferum, tbr - S. tuberosum.

Реализация  схемы  интрогрессии  1. В 2016 г. было 
получено около ста семян в результате опыления гекса-
плоидного клона IGC 15/118.3.С6.2016 пыльцой карто-
феля сорта Katahdin (эффективность гибридизации 33 
семян/опыление). Всхожесть семян cоставила 84%. В 
2017 г. 18 гибридов ВС1 вовлекли в гибридизацию в каче-
стве материнских форм с сортом Quarta. В общей слож-
ности получено 3714 семян, эффективность скрещиваний 
составила 23 семян/опыление. В 2018 г. беккроссирова-
ние растений ВС2 в качестве материнских растений ока-
залось успешным при использовании сортов Свитанок 
Киевский (75 семян/опыление), Уладар (44 семян/опыле-
ние) и Satina (1,6 семян/опыление). Большинство гибри-
дов ВС2 были стерильны (ФФП менее 1 %) и низко фер-
тильны (ФФП 1‒10 %), однако у 5 из 14 гибридных 
генотипов ФФП была более 10 %; среди них был отобран 
один фертильный сеянец с маркерами генов устойчиво-
сти к PVY и фитофторозу, проявляющий агрономически 
ценные признаки культурного картофеля, который в даль-
нейших ВС скрещиваниях использовался в качестве опы-

лителя. Удачными оказались скрещивания с сортом Янка: 
получено 148 семян (5,5 семян на опыление).

В 2019г. были получены семена в возвратных скре-
щиваниях гексаплоидных гибридов из интрогрессив-
ной схемы 1 − SvSv-линия S. tuberosum × S. stoloniferum 
PI 205522 и S. stoloniferum PI 205522 × 2х S. tuberosum 
IGC 10/1.21 с тестерным сортом Lemchi Russet и с дипло-
идной линией IGC 17н8, формирующей нередуциро-
ванную пыльцу. Следует отметить, что у использован-
ных в скрещиваниях тестерных генотипов маркеры 
генов Ryadg, Rysto, Ry-fsto, Rpi-sto1, R3b устойчивости к PVY 
и фитофторозу не были выявлены (Yermishin et al., 2016).

Реализация  схемы  интрогрессии  2. Тетраплоид-
ный (EBN=3) гибрид IGC 16/36.1 (ВС1, предполага-
емый геномный состав АААВ) был получен в 2016г. 
в результате опыления 30 цветков гексаплоидного кло-
на IGC 15/118.3.С6.2016 диплоидной линией IGC 10/1.21 
S. tuberosum. В общей сложности было получено 14 
семян, из которых взошли только два, но жизнеспособ-
ным оказался лишь один сеянец. Гибрид IGC 16/36.1 
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имел пониженную мужскую фертильность (ФФП менее 
5%) и не завязывал семян при свободном опылении. 
Попытки вовлечь его в скрещивания с сортами-опыли-
телями в 2017 и 2018 гг. оказались неудачными. Гибрид 
IGC 16/36.1 в благоприятных для гибридизации услови-
ях 2019 г. завязал 24 семян от опыления сортом Quarta 
(6 семян/опыление) и 33 семян от опыления линией 
IGC 17н8 (4,7 семян/опыление). Ягод от свободного опы-
ления получено не было.

Реализация схемы интрогрессии 3. В 2018 г. расте-
ния гибрида IGC 16/36.1, выращенные в боксовой тепли-
це в апреле-мае с досветкой лампами ДРИ-2000-6 завя-
зали две ягоды от самоопыления (других цветущих 
растений картофеля в это время года не было). В одной 
из ягод оказалось четыре семени, из которых было полу-
чено два растения. Один сеянец, IGC 18/71.1 в скрещива-
ниях 2019 г. завязал семена от опыления сортами Lemchi 
Russet (56,5 семян/опыление), Labadia (22,6 семян/опыле-
ние), Alcmaria (10,8 семян/опыление) и линией IGC 17н8 
(73,7 семян/опыление). Скрещивания второго сеян-
ца, IGC 18/71.2, были успешными при опылении сортом 
Alcmaria (33 семян/опыление) и линией IGC 17н8 (29 
семян/опыление). Оба сеянца завязали семена от свобод-
ного опыления (соответственно, 138 и 12 семян).

Реализация  схемы  интрогрессии  4. Пентаплоид-
ный гибрид IGC 15/103.53 в 2017 г. удалось скрестить 
в качестве материнской формы с сортом Quarta: завяза-
лось 20 семян (0,56 семян/опыление), из которых получе-
но три жизнеспособных сеянца − IGC 17/192.2, 17/192.4, 
17/192.5. В 2018г. беккроссирование этих гибридов 
сортами Свитанок Киевский и Carlita оказались неудач-
ным. Однако в 2019г. все три гибрида ВС1 были успеш-
но беккроссированы сортом Quarta (эффективность 
гибридизации, соответственно: 5,3; 34,3 и 5,5 семян/
опыление). Также получены семена от скрещивания 
гибрида IGC 17/192.4 с сортом Labadia (16,3 семян/опы-
ление) и линией IGC 17н8 (15 семян/опыление), а гибри-
да IGC 17/192.5 − с сортом Labadia (4,9 семян/опыление). 
Два последних гибрида завязали семена от свободного 
опыления (соответственно, 208 и 240 семян).

Гибрид F1 IGC 15/103.53 в 2017г. завязал 145 семян 
от свободного опыления. Всхожесть семян была очень 
низкой − в 2018 г. получено 4 сеянца (2,7%). Эти сеянцы 
не удалось вовлечь в дальнейшую гибридизацию с сорта-
ми картофеля. Один из гибридов I1, IGC 17/172.3 фор-
мировал функционально фертильную пыльцу и завязал 
большое количество семян в результате самоопыления, 
из которых получено 12 растений.

Обсуждение

Разработанный набор ДНК-маркеров позволил выя-
вить хромосомо-специфические фрагменты десяти хро-
мосом дикого вида у три- и пентаплоидных межвидо-

вых гибридов S. stoloniferum PI 205522.3 × S. tuberosum 
IGC 10/1/21. В дополнение к разработанному набору 
хромосомо-специфичных маркеров также были исполь-
зованы известные из литературы маркеры генов Ryadg 
(XI), Rysto и Ry-fsto (XII) иммунитета к вирусу PVY, гена 
R3b (XI) расоспецифичной устойчивости к фитофторо-
зу и гена Rpi-sto1(VIII), детерминирующего устойчивость 
к широкому спектру рас возбудителя фитофтороза; мар-
керы этих генов были выявленны у образца PI 205522 
и в его потомстве (Yermishin et al., 2017a). Важно отме-
тить, что все отобранные хромосомо-специфичные мар-
керы были также выявлены у другого образца дикого 
вида S. stoloniferum − к-17152. Не исключено, что данный 
набор маркеров может быть использован для изучения 
интрогрессии генетического материала большего числа 
образцов S. stoloniferum.

Реализованная в настоящей работе схема 1 вовлече-
ния в селекцию дикого аллотетраплоидного вида кар-
тофеля S. stoloniferum отличается от известных схем 
интрогрессии тем, что в ней применялись оригинальные 
SvSv-линии, что позволяет преодолеть одностороннюю 
несовместимость, характерную для скрещиваний этого 
дикого вида (в качестве опылителя) с культурным карто-
фелем, и позволяет получать потомство, характеризую-
щееся мужской фертильностью (Yermishin et al., 2017b). 
Как видно из результатов настоящего исследования, реа-
лизация схемы интрогрессии 1 не связана со значитель-
ными проблемами отдаленной гибридизации картофеля. 
Эффективность гибридизации на всех этапах беккрос-
сирования с культурным картофелем была относительно 
высокой, что дало положительный результат при неболь-
шом объеме скрещиваний. Получены фертильные межви-
довые гибриды поколений ВС1 и ВС2, один из них успеш-
но использован в качестве опылителя в дальнейших 
скрещиваниях с сортами картофеля. Среди растений ВС1 
и ВС2 с высокой частотой были представлены генотипы 
с высокой полевой устойчивостью к фитофторозу. Важно 
отметить, что большинство гибридов ВС3 имели признаки 
культурного картофеля (короткие столоны и клубни пра-
вильной формы с мелкими глазками (см. на обложке).

В отличие от обычно используемых прямых скре-
щиваний между диким аллотетраплоидным видом 
S. stoloniferum (2n=4x, EBN=2) и культурным картофелем 
(2n=4х, EBN=4) в сочетании с культурой in vitro незре-
лых зародышей или семян (Iwanaga et al., 1991; Singsit, 
Hanneman, 1991;Watanabe et al., 1992; Janssen et al., 1997; 
Panahandeh et al., 2008), гибрид IGC 16/36.1 (2n=4х, 
предполагаемый геномный состав АААВ) был получен 
путем опыления митотически удвоенного триплоидно-
го межвидового гибрида (2n=6х, EBN=4) пыльцой высо-
ко фертильной диплоидной линии IGC 10.21 S. tuberosum 
(2n=2х, EBN=2). Объем скрещиваний (30 опыленных 
цветков) был значительно меньшим в сравнении с рас-
смотренным выше методом получения подобных гибри-
дов (несколько сотен опыленных цветков), культура in 
vitro незрелых зародышей или семян не применялась.
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Таким образом, использование фертильных диплоид-
ных линий S. tuberosum для беккроссирования культур-
ным картофелем гексаплоидных межвидовых гибридов 
может быть перспективным как для повышения эффек-
тивности интрогрессии генов дикого вида (за счет гомео-
логичной рекомбинации генов), так и ускорения процесса 
беккроссирования межвидовых гибридов (за счет сниже-
ния уровня плоидности с 6х до 4х).

Как и ожидалось, межвидовой гибрид IGC 16/36.1 
(2n=4х, EBN=3) было сложно вовлечь в скрещивания 
с сортами культурного картофеля (2n=4х, EBN=4) из-за 
различий их эффективной плоидности. Данный гибрид 
удалось скрестить с сортами картофеля лишь на третий 
год выращивания при оптимальных условиях окружаю-
щей среды для гибридизации картофеля, которые сложи-
лись летом 2019г.

Предполагалось, что получение самоопыленно-
го потомства такого типа межвидовых гибридов позво-
лит повысить эффективность их беккроссирования 
одним из родительских видов благодаря рекомбинации 
генов, связанных с контролем EBN (Ehlenfeldt, Hanneman 
1988). Однако, выделенный нами тетраплоидный гибрид 
IGC 16/36.1 формировал пыльцу с низкой функциональ-
ной фертильностью и не завязывал семян в результате 
самоопыления. Потомство от самоопыления этого гибри-
да удалось получить в настоящем эксперименте бла-
годаря использованию приема выращивания растений 
в условиях, повышающих пыльцевую продуктивность 
(досветка лампами ДРИ-2000-6) (Yermishin, 1998). Сеян-
цы от самоопыления IGC 16/36.1 заметно превосходи-
ли исходный межвидовой гибрид по мощности габитуса 
и интенсивности цветения. При небольшом объеме скре-
щиваний удалось получить достаточно большое коли-
чество семян от опыления их сортами картофеля (в 
общей сложности 585 семян), что позволяет рассчиты-
вать на успех дальнейшего беккросса и возможность изу-
чения особенностей интрогрессии генов дикого вида 
при использовании схемы 3. В литературе описаны при-
меры успешного беккроссировании сортами картофе-
ля тетраплоидных межвидовых гибридов с S. fendlery 
(= S. stoloniferum) (эффективность 1,33 семян/опыление; 
Janssen et al., 1997) и S. stoloniferum (25-26 семян/опыле-
ние, Panahandeh et al., 2008).

В известной нам литературе нет сведений о полу-
чении пентаплоидных гибридов в результате опыления 
аллотетраплоидных видов картофеля диплоидными лини-
ями S. tuberosum. Наиболее вероятный механизм их обра-
зования – за счет оплодотворения нередуцированной 
яйцеклетки (2n) дикого вида S. stoloniferum нормальной 
(n) пыльцой диплоидной линии культурного картофе-
ля. Предполагаемый геномный состав АААВВ пентапло-
идного гибрида IGC 15/103.53 отличается от геномно-
го состава пентаплоидных гибридов (ААААВ), которые 
получают в традиционной схеме интрогрессии (см. рис. 
1, схему 1). Можно ожидать, что гибрид IGC 15/103.53 
обладает двумя копиями генома В, а из трех его суб-

геномов А два получены от дикого вида. Нормальное 
спаривание в мейозе хромосом субгенома В у гибри-
да IGC 15/103.53 обеспечивает их регулярное расхожде-
ние, поэтому у гибридов поколения ВС1 - IGC 17/192.2, 
17/192.4, 17/192.5 хромосомы субгенома В представле-
ны в полном составе. Это же относится к генетическому 
материалу генома А S. stoloniferum.

Гибрид F1 IGC 15/103.53 с трудом скрещивался 
с культурным картофелем: эффективность гибридизации 
с сортом Quarta – 0,56 семян/опыление, всхожесть семян 
20%. Скрещиваемость с сортами картофеля гибридов ВС1 
зависела от условий выращивания растений и их физи-
ологического состояния. Сеянцы гибридов ВС1 не уда-
лось вовлечь в гибридизацию в 2018г. Однако эффектив-
ность гибридизации растений, выращенных из клубней, 
в 2019г оказалось относительно высокой при использова-
нии в качестве опылителей нескольких сортов картофеля 
(5-35 семян/опыление). Использование в скрещиваниях 
с сортами картофеля самоопыленного потомства пента-
плоидного гибрида было не таким успешным, как в слу-
чае вышеупомянутого тетраплоидного гибрида. По-види-
мому, это связано с преобладанием у него генетического 
материала дикого вида, что проявлялось, в частности, 
в пониженном клубнеобразовании растений I1 и I2.

Заключение

Созданный набор хромосомоспецифичных ДНК-мар-
керов дикого аллотетраплодного вида картофеля 
S. stoloniferum позволяет изучать особенности их пере-
носа в геном культурного картофеля в процессе беккрос-
сирования межвидовых гибридов в различных схемах 
интрогрессии. Предложены и реализованы три схемы 
интрогрессии генетического материала S. stoloniferum, 
повышающие вероятность успешного переноса в геном 
культурного картофеля генетического материала хромо-
сом субгенома В этого дикого вида. В поколениях бек-
кросса выделены гибридные генотипы с мужской фер-
тильностью, у которых выявлены ДНК-маркеры генов 
устойчивости к PVY и фитофторозу дикого вида; с высо-
кой полевой устойчивостью к фитофторозу; продук-
тивные, с признаками культурного картофеля (см. фото 
на обложке). Анализ потомства межвидовых гибридов 
поколений ВС2-ВС3 с использованием созданного набо-
ра хромосомо-специфичных ДНК-маркеров предостав-
ляет возможность изучения эффективности перено-
са в селекционный материал генетического материала 
S. stoloniferum в различных схемах (1-4) интрогрессии.

Исследование выполнено при поддержке грантов 
Российского фонда фундаментальных исследований 

(проект 16-54-0020-Бел-а) и Белорусского 
республиканского фонда фундаментальных 
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БИОЛОГИЧЕСКИЕ ПРЕПАРАТЫ 
В ОРГАНИЧЕСКОМ ЗЕМЛЕДЕЛИИ

В обзоре рассмотрены данные о создании сложных микроб-
ных препаратов и возможности их использования в практике 
сельского хозяйства. Согласно данным экономистов, оборот 
средств в области органического, экологически чистого сель-
ского хозяйства насчитывает 85-90 миллиардов долларов в год. 
Разработчики биологических препаратов придают большое зна-
чение созданию комплексных биоудобрений, которые стабильно 
повышают урожай на 20-25%, при этом значительно снижают 
уровень поражения растений корневой гнилью. Рассмотрен ряд 
положительных эффектов действия бактерий PGRP (ризобакте-
рии, стимулирующие рост растений) на растения, в том числе 
способность бактерий фиксировать молекулярный азот из атмос-
феры, синтезировать гормональные вещества и соединения, 
токсичные для грибков растений, а также мобилизовать трудно 
растворимые фосфаты почвы. Представлены данные, которые 
свидетельствуют в пользу перспектив использования микро-
организмов в развитии технологий экологически чистого сель-
ского хозяйства с целью повышения продуктивности растений 
и биоконтроля над развитием болезней растений, уменьшения 
химической нагрузки на почвы и увеличения плодородия почв.

Ключевые слова: комплексные биопрепараты, азотфиксирую-
щий, фосфат и калиймобилизующие микроорганизмы, бактерия, 
стимуляция роста растений, пшеница.
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The review presents data on the creation of complex microbial prepa-
rations and their application in agricultural practice. According to 
economists, the turnover in the field of organic agriculture is worth 
85-90 billion US dollars a year. Developers of biological products pay 
great attention to the creation of complex biofertilizers, which con-
tribute to a stable 20-25% increase in yield, with a significant reduction 
of plant damage by root rot. Among the considered positive effects 
of plant growth promoting rhizobacteria (PGPR) on plants are the 
ability to fix molecular nitrogen from the atmosphere, the synthesis of 
hormonal and fungitoxic substances, and the mobilization of sparingly 
soluble soil phosphates. The presented data show promise for the use 
of these microorganisms in the development of eco-friendly farming 
technologies in order to increase plant productivity and establish bio-
control over the development of plant diseases, reduce the chemical 
load on the soil, and increase its fertility.

Key words: complex biological preparations, nitrogen-fixing, phos-
phate and potassium mobilizing microorganisms, bacterium, plant 
growth stimulation, wheat.
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Introduction

Since the middle of the 20th century, and especial-
ly during the past 20 years agriculture in economically 
advanced countries has been focusing on the development 
of organic agriculture and the production of environmental-
ly sound and full-fledged food. Organic agriculture is based 
on the reduction or complete prohibition of plants and soil 
treatment with synthetic mineral fertilizers, chemical protec-
tion agents, plant growth regulators, and genetically mod-
ified organisms. The management of organic agriculture is 
aimed at maximizing the use of biological products and bio-
technologies at all stages and phases of agricultural produc-
tion. The following international standards for the organic 
farm supply and marketing sectors have been adopted: “ЕС 
834/2007 Council Regulation (EC) № 834/2007. On organ-
ic production and labeling of organic production and repeal-
ing regulation (EC) № 2092/91-2007” and “USDA organic”. 
The international technological Organics platform was cre-
ated in 2009 to amalgamate several international institutions 
like IFOAM (International Federation of Organic Agriculture 
Movements), European organic certified council, Aoel, etc. 
The global market for organic agricultural produce is current-
ly estimated at $85 billion (Monastyrsky et al., 2019).

Organic practices in agriculture are currently used in 160 
countries of the world. Organic agriculture laws work in 84 
countries and, moreover, in dozens of countries such bills are 
drafted. Economists estimate that based on current gross turn-
over in organic agriculture, which amounts to $85 to $90 bil-
lion per year, this amount is projected to reach $200-250 bil-
lion by 2020 (Development organic rural//farms in Kazakh-
stan, 2018). On November 27, 2015 the Law of the Repub-
lic of Kazakhstan "On production of organic products" was 
adopted. The Act established the legal, economic, social and 
organizational bases for the production of organic agricul-
ture. This legislation is aimed at the rational use of the soil, 
promotion of healthy diets and protection of the environment 
(The Law…, 2015). Currently, Kazakhstan is in the process 
of adapting the international standards of Codex Alimentar-
ius, as well as those of IFOAM, and is also using the inter-
national experience as an organic agricultural producer at the 
local level.

Kazakhstan has necessary prerequisites and great oppor-
tunities for the development of organic agriculture and live-
stock production: the "2050 Strategy" (The Strategy…, 2003) 
according to which Kazakhstan has to become a global play-
er on the market of environmentally friendly products has 
been accepted, the Concept of transition of the Republic of 
Kazakhstan to "green" economy developed, and the "Agri-
business 2020" program, which specifies the conditions for 
the development of production and marketing of organic agri-
cultural products, approved.

We already wrote in 1999 about the importance of devel-
oping biological agriculture in Kazakhstan. A special part of 
the monograph focused on biological products developed 

with the use of a range of microorganisms either capable 
of fixing nitrogen, or involved in phosphate and potassium 
mobilizing activities, and able to stimulate plant growth or to 
suppress phytopathogenic effects of micromycetes and bacte-
ria (Sadanov, Kurmanbayev, 1999).

In the Republic of Belarus, 75 % of the biological prod-
ucts produced by the Institute of Microbiology of the Nation-
al Academy of Sciences of Belarus are bio-pesticides (Kolo-
miets, 2018, unpublished).

In the field of biological preparations development for 
agriculture, the All-Russian Research Institute for Agricultur-
al Microbiology has exclusive experience. The Russian Fed-
eration successfully applies the achievements of the Insti-
tute’s scientists, such as Rhizotorphine and Extrasol biolog-
ical products. Albit, a biological product developed at the 
G.K. Skryabin Institute of Biochemistry and Physiology of 
Microorganisms in Pushchino, also has a considerable sales 
market.

In the CIS (Commonwealth of Independent States) coun-
tries, biological products for agriculture are also successfully 
developed. Noticeable success has been achieved in Ukraine 
and Uzbekistan.

Creation of complex 
biofertilizers

Developers of biological products assign greater impor-
tance to the creation of integrated biofertilizers. There are two 
ways of achieving this: either by selecting bacteria with dif-
ferent useful functions, or by searching for one organism with 
polyfunctional properties.

The theoretical basis for the development of complex bio-
logical preparations was already laid by N.A. Krasilnikov and 
A.I. Kornyako (1944) who showed that the effectiveness of leg-
ume bacteria depends in many ways on the condition of soil 
microbiocenosis. For instance, weakly virulent strains became 
highly virulent in the presence of activator bacteria, such as 
those from the genus Pseudomonas. On the contrary, bacte-
ria inhibitors delayed the growth of nodule bacteria. It was 
established that combinations of nodule bacteria with activa-
tors ensured the greatest increase in plant yield, if compared 
to the use of each of those bacteria individually (Krasilnikov, 
Korenyako, 1944).

The development of complex biological products is a 
labour-consuming process, nevertheless, intensive research 
continues.

Microbiologists in Uzbekistan created a multi-component 
biological product of a very complex structure, namely a com-
plex microbiological fertilizer (CMF), which is a uterine bac-
terial culture of aerobic, ammonifying and denitrifying bac-
teria in a nutrient medium. The CMF is based on the aerobic 
bacteria belonging to the genera Bacillus, Azotobacter, Pseu-
domonas, Micrococcus, Pseudobacterium, Rhizobium. These 
microorganisms are involved in the humification and mineral-
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ization of organic residues. In addition, the CMF also includes 
anaerobic bacteria of the genera Clostridium, Methanobacte-
rium and Acetobacterium. These are capable of decomposing 
almost insoluble organic compounds of phosphorus and have 
antagonistic activity in relation to phytopathogenic microor-
ganisms. Also, the CMF comprises denitrification, ammoni-
fying and lacto bacteria. Actinomycetes in this preparation are 
represented by Streptomyces albus, Streptomyces griseus and 
Actinomyces elephantis. The latter produce biologically active 
materials in the soil, synthesize vitamins B1, B3, B6, B12, ino-
ses, PP, amino acids, glutamic acid, lysine, alanine, trypto-
phan and antibiotics. Microalgae were also included in the bio-
preparation (Patent. IAP 02430. Abduazizov, Baybaev, 2004).

The complex CMF product is very similar to the EM 
preparation by Teruo Higa ("Effective Microorganisms", Pat-
ent US5591634. Higa, 1997). CMF includes more than 80 cul-
tures of microorganisms, microalgae, micromycetes, yeast, 
actinomycetes, etc., selected from fertile soil to improve the 
fertility of poor soils. EM consists of the following microor-
ganisms: actinomycetes from the genera Streptomyces, Strep-
toverticillium, Nocardia, Micromonospora and Rhodococcus, 
phototrophic bacteria from the genera Rhodopseudomonas, 
Rhodospirillum, Chromatium and Chlorobium, lactic bacte-
ria from the genera Lactobacillus, Propionibacterium, Pedi-
ococcus and Streptococcus, micromycetes from the gen-
era Aspergillus and Mucor, as well as yeast from the genera 
Saccharomyces and Candida. In addition, T. Higa includ-
ed phytopathogenic bacteria in the biopreparation to enhance 
the immune properties of plants (Higa, Parr, 1994; Patent 
US5591634. Higa, 1997).

Microbiologists from Taiwan developed a sophisticated 
biological product based on thermotolerant phosphate-mo-
bilizing microorganisms. Bacillus coagulans C45, Bacillus 
licheniformis A3, Bacillus smithii F18, one actinomycete of 
Streptomyces thermophilus J57 and one micromycete of 
Aspergillus fumigatus O4 were part of it. All strains listed 
were selected from various composts. The biological prod-
uct accelerated the transformation of various organic waste 
into the organic biofertilizer enriched with mobile phospho-
rus (Chang, Yang, 2009).

In practice, complex biofertilizers have been shown to 
contribute to a steady 25-50-plus % increase in yields of or 
more, as well as to a significant reduction in the incidence 
of root rot affecting plants (Tereshchenko, 2007). Along with 
that, the fungistatic effect is most often caused by the fact 
that soil biodiversity increases significantly due to the use 
of complex bacterial fertilizers, and the influence of unde-
sirable populations decreases (e.g., populations of patho-
genic fungi of plants). This allows plants to overcome their 
own limitations of the numerous constraints imposed by the 
Mitscherlich’s Law of Diminishing Returns (Tereshchenko, 
2007).

With intensive cropland farming, the situation with 
the multiplication of factors of limitation is quite common. 
In the same circumstances, even when the significance of 
each constraint is negligible, the overall effect of the mar-

ginal compensation of each factor can be very high. Thus, 
even when the efficacy of individual microbial populations 
is negligible, their combined effect can only be achieved by 
increasing biodiversity in the soil risosphere (Shchedrin, 
2010).

Considering the problems related to plant seeds bacteri-
zation, like preservation of a high titre of bacteria depending 
on the preparation form, small shelf-life, processing of seeds 
in the shade, etc., and a lot of various conditions to be con-
sidered when using bacterial preparations, it has to be noted 
with regret that poor performance of those preps is natural, 
and their criticism is fair. The simplest statistical treatment 
of bacterization results generally demonstrates the random 
nature of rare positive reactions of soil and plants to bacterial 
fertilizers. The continued so called "introduction" of bacteri-
al fertilizers in collective and individual farms will lead to a 
total undermining of the very idea of using microbial prepa-
rations (Tereshchenko, 2007).

Based on the above considerations, P.A. Kozhevin (2014) 
proposed to activate soil microbial cenosis through readily 
available carbon sources. The possibility of producing com-
plex microbial fertilizers of different functional use based 
on natural microbial communities without growing micro-
organisms on a nutrient medium was shown. For this pur-
pose, soil microbial cenosis was activated by introducing dif-
ferent sources of carbon and nitrogen. The activation of soil 
actinomycetes resulted in a pronounced effect in such a way 
that wheat growth increased by 65% compared to the control 
(Andreeva, Kozhevin, 2014).

Meta-analysis of the efficiency of microbial fertilizers 
based on a complex of microorganisms showed that the best 
inoculum for plants is a combination of arbuscular mycor-
rhiza, nitrogen fixators, and phosphate mobilizers. The effec-
tiveness of such a complex was shown in 92% of 112 field 
experiments. Thus, the contribution to the yield is significant 
and variability is low (Schütz et al., 2018).

Without diminishing the scientific progress in many 
countries in this sphere, we believe that an individual 
approach to biological preparations should be applied in the 
same way as in medicine, i.e., local biological products have 
to be developed on the basis of native races of bacteria and 
micromycetes for a certain field and crops in this field adapt-
ed to soil climatic conditions of the particular region.

Northern Kazakhstan is one of the most economically 
important regions of agroindustrial complex of the Republic, 
since the production of spring common wheat is concentrat-
ed here. This agricultural crop is annually cultivated in the 
area of 8-10 million hectares and occupies about 80-85% 
of all acreage, and gross grain harvest averages 8-12 mil-
lion tons (Shvidchenko et al., 1999). Thus, the spring-sown 
wheat is the most important crop for Kazakhstan. The 
Green Economy Development Concept of the Republic of 
Kazakhstan aims at significantly increasing the yield of this 
crop. Within the framework of efforts to achieve this goal, 
the importance of biofertilizers and bio-pesticides cannot be 
underestimated.
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Biopesticides and symbiotic relations between 
bacteria and plants

A large number of works on microbial fertilizers for wheat 
are available in modern published scientific literature.

Tests of of Rizoagrin and Flavobacterin biological products 
on ‘Dzhangal’ winter wheat variety have shown their effective-
ness in conditions of Saratov region. Rizoagrin has been devel-
oped on the basis of nitrogen fixing bacteria of Agrobacterium 
radiobacter (Beijerinck and van Delden, 1902) Conn 1942 
[Rhizobium radiobacter (Beijerinck and van Delden, 1902) 
Young et al., 2001] having signs of bacteria of the PGPR group. 
Flavobakterin is a biopesticide based on Flavobacterium spp. 
The latter, as part of the biopreparation, produces an antibiot-
ic flavocin that suppresses a wide range of phytopathological 
bacteria and fungi. The use of Rizoagrin ensured an increase in 
wheat yield of 0.41 t/ha (13.5%) in comparison with the untreat-
ed control, while application of Flavobakterin in combination 
with humates resulted in an increase of 17.1% (Chekmareva, 
Nesterova, 2018).

The Rizoagrin preparation used for the inoculation of seeds 
of spring-sown wheat in the conditions of the Udmurt Republic 
positively affected the grain productivity, mass of straw and 
plant residues. Its action can be equivalent to the influence of a 
dose of N40P40K40 fertilizer that gives big economic and power 
effect to the studied intake. As a result, the abundance of root 
decay decreased by 17.5%. The increase of a grain yield aver-
aged 0.43 t/ha. Rizoagrin was more effective than the biologi-
cal products Baikal and Mizorin which ensured an increase of 
0.3 and 0.1 t/ha, respectively. Rizoagrin authentically improved 
nitrogen, phosphorus and potassium nutrition of plants that pro-
moted wheat grain upgrading (Bashkov, 2011).

The application of Elena biofungicide (Pseudomonas 
aureofaciens IB 51) helped to achieve a 6% increase in gluten 
quality in wheat grain, and turned out to be efficient against 
a complex of diseases of winter wheat, such as root rot, mil-
dew, septoria spot and brown rust. During tests in Krasnodar, 
Volgograd and Voronezh regions and also in the Republic of 
Bashkortostan, it was established that the biological efficiency 
of biofungicide Elena was 30-50% when the infection back-
grounds ranged from 10 to 20% (Kuzina et al., 2013).

Inoculation of seeds of spring-sown wheat with the biolog-
ical product BP2 based on endophytic bacteria, cultivation of 
plants in the nitrogen-deficient environment and application 
of N45 increased the grain yield irrespective of weather con-
ditions. That could possibly happen due to an increase in plant 
security in the conditions of a lack of nitrogen and rise of plant 
resistance to stress. Application of Ekstrasol to seeds of spring 
wheat followed by vegetation under the conditions of nitro-
gen-free background only promoted an increase in spring wheat 
productivity of 26% on the average. It has been demonstrated 
that the complex use of nitrogen fertilizer in a dose of 45 kg/
ha and biological products of endophytic bacteria made it pos-
sible to increase grain efficiency of spring-sown wheat by 1.6-
2.1 times. (Alferov et al., 2017).

Much attention, particularly while developing complex bio-
logical products, has been given in recent years to the group 
of rhizospheric bacteria, the so-called plant growth promoting 
rhizobacteria (PGPR). This group of bacteria is adapted to live 
in a rhizosphere of plants, and provide them with the best com-
petitive conditions for growth and development, allowing the 
plants to overcome environmental stresses.

The Egyptian scientists tested the influence of a three-com-
ponent PGPR-based biofertilizer on wheat yield. The biologi-
cal product T11 provided an increase in grain and straw yield by 
10.2 and 8.2%, respectively, in comparison with the control that 
received no treatment. The preparation T11 consisted of bac-
teria Azospirillum lipoferum (Beijerinck, 1925) Tarrand et al., 
1979, Paenibacillus polymyxa (Prazmowski, 1880) Ash et al., 
1994 and Nostoc muscorum. In addition to the noted increase 
in wheat yield, preparation considerably enhanced biological 
activity of soils in the rhizosphere of wheat (El-Gamal Manal 
et al., 2015).

The work on the use of lactic bacteria as bacterial ferti-
lizers is of particular interest. D. R. Yarullina with co-authors 
(2014) showed that Lactobacillus plantarum (Orla-Jensen 1919) 
Bergey et al. 1923 can level an oxidizing stress thanks to pos-
itive impact of bacterial NO (nitrogen oxide) on integrated 
antioxidant capacity and activity of a catalase (Yarullina et al., 
2014).

An interesting solution was proposed by researchers from 
the Russian Federation, who used natural microbial cenosis 
from koumiss for developing a biological product Microbiovit. 
The microbiocenosis promoted an increase in yield capacity 
of wheat, vegetables and potatoes by 26–56%. The maturation 
period of wheat reduced by 9 days. The treatment of potato 
tubers with Microbiovit increased their resistance to rot agents, 
which in turn increased the product shelf-life. Bacteria from 
the genera Lactobacillus, Streptococcus, Rhodopseudomonas, 
Bacillus and the yeasts belonging to Kluyveromyces, 
Saccharomyces, Torulopsis dominated in the considered bio-
product. The authors emphasize that one of the advantages of 
the preparation is the ease of cultivation of this biological com-
munity and its stability over time, in comparison with artificial 
compositions (Somova et al., 2017).

Other interesting ways to develop biological products for 
crop production are to use biologically active bacterial com-
pounds to combat phytopathogens and to improve symbiotic 
relations between bacteria and plants.

Thus it was shown that biological surfactants produced by 
bacteria from the genus Rhodococcus and other bacteria were 
capable of suppressing viral infections of potatoes. Those sur-
factants were proposed as a means of improving crop health in 
monoclonal reproduction. For example, the preparation KP-2 
suppressed potatoes X-virus reproduction. Microbial glycanes, 
antimetabolites (5-azadihydrouracils, cyanoguanidine) and bio-
surfactants were part of the preparation. KP-2 also had anti-
neoplastic activity caused by the bacterium Agrobacterium 
tumefaciens [Rhizobium radiobacter (Beijerinck and van 
Delden, 1902) Young et al. 2001] (Kovalenko, Karpenko, 2010 
unpublished).
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T.P. Pirog with co-authors (2013) showed the possi-
bility of other uses of biosuractants produced by the bacte-
ria Rhodococcus erythropolis (Gray and Thornton, 1928) 
Goodfellow and Alderson, 1979, Acinetobacter coaceticus and 
Nocardia vaccinii, for instance, to monitor the amount of phy-
topathogenic bacteria. In the presence of surfactants, the growth 
of phytopathogenic bacteria of the genera Pseudomonas and 
Xantomonas was almost completely suppressed (Pirog et al., 
2013).

L.M. Babenko with co-authors (2017) used signaling mole-
cules of quorum sensing bacterial cells to stimulate the growth 
of wheat. Autoinducer N-acyl homoserine lactone activated 
rhizophronic microflora, which positively affected wheat bio-
mass and grain yield as a result (Babenko et al., 2017).

Recently, scientists have focused on the development of 
elicitor preparations. Many bacterial fertilizers have elicitor 
effects, increasing resistance of plants to adverse factors of 
soil environment and phytopathogens. A number of metabolites 
and signalling molecules of microorganisms can cause plant 
immunity and resistance to environmental stresses (tempera-
ture, salinity, contamination with heavy metal ions) (Gorovoj 
et al., 2002; Grineva et al., 2017).

Thus, the analysis of literature showed a variety of 
approaches in the development of biological products for the 
increase in productivity of crops and their quality. Bioproducts 
with fertilizer, elicitor and biopesticide effects are increasing-
ly gaining market share and bringing organic agriculture clos-
er to ideal by reducing the chemical load on the soil. The most 
promising biological products at the moment are elicitor prepa-
rations that increase the immunity of plants and their resistance 
to adverse environmental factors.
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