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Фитофтороз, вызываемый оомицетом Phytophthora infestans (Mont.) de Bary, — одно из 

самых вредоносных заболеваний томатов. Наиболее перспективным методом борьбы с ним оста-

ется выведение устойчивых сортов, при создании которых широко используется интрогрессия генов 

устойчивости из дикорастущих родственных видов. В частности, несколько генов устойчивости к 

фитофторозу, идентифицированных у дикого вида томата Solanum pimpinellifolium, были интро-

грессированы в культурные сорта. Наиболее сильным геном считается Ph-3, поскольку он обеспе-

чивает устойчивость к множеству изолятов P. infestans. На сегодняшний день известны ДНК-мар-

керы, так или иначе ассоциированные с этим геном. Однако в геноме томата были обнаружены 

гомологи этого гена, которые не обладают функциональной активностью. В настоящей работе 

впервые показано, что в сортах томата отечественной селекции при наличии гена Ph-3 отсутствуют 

другие его гомологи. Также впервые установлено, что в последовательности гена Ph-3 присутствует 

вставка ретротранспозона, которая может приводить к потере геном своей функциональной актив-

ности. Нашей целью было создание простого в использовании высокоспецифичного ДНК-маркера 

гена Ph-3, с помощью которого можно отличить Ph-3 от его структурных гомологов, и валидация 

этого маркера в сравнении с уже известными маркерами на основе анализа коллекции отечествен-

ных сортов и линий томата и оценки связи маркеров с полевой устойчивостью к фитофторозу. В 

работе использовали 24 образца томата (Solanum lycopersicum L.). Исследования проводили в 2021 

году на опытном поле ФГБНУ ФНЦО (Московская обл., Одинцовский р-н). Рассаду высаживали 

в грунт в I декаде июня. Поражение фитофторозом учитывали в динамике через каждые 7 сут, 

начиная с появления первых симптомов (III декада июля). Тотальную ДНК выделяли из молодых 

листьев 2-недельных растений при помощи набора реагентов Сорб-ГМО-Б («Синтол», Россия). 

Дизайн праймеров для специфичной амплификации гена Ph-3 осуществляли на основе множествен-

ного выравнивания нуклеотидной последовательности гена Ph-3 (GenBank no. KJ563933) и его 

структурных гомологов SlRGA1, SlRGA2, SlRGA3 и SlRGA4. Были подобраны праймеры, амплифи-

цирующие фрагмент гена Ph-3 размером 412 п.н.: прямой 5-AATATTGAAAATAGCTGCACTGA-3 и 

обратный 5-CGAGATTTGGAGGGAATGTAA-3. Созданный маркер получил название Ph3-412. 

Кроме того, для сравнительного анализа использовали праймеры маркера NC-LB-9-6678, ампли-

фицирующие фрагменты размером 601 и 907 п.н.: 5-CCTTAATGCAATAGGCAAAT-3 и 5-ATTT-

GAATGTTCTGGATTGG-3, последовательности которых абсолютно консервативны для гена 

Ph-3 и его гомологов. Для определения нуклеотидных последовательностей полученных амплико-

нов их клонировали в вектор pAL-TA («Евроген», Россия), которым трансформировали компетент-

ные клетки Escherichia coli DH5, и секвенировали по методу Сэнгера. Осуществляли множествен-

ное выравнивание нуклеотидных последовательностей с последующим анализом результатов вы-

равнивания. Для построения дендрограммы использовали программу TREECON (http://bioinfor-

matics.psb.ugent.be/software/details/Treecon). Производные аминокислотные последовательно-

сти были получены с помощью программы EditSeq (https://macdownload.informer.com/editseq/down-

load/). Для поиска гомологов полученных последовательностей в базе данных NCBI использо-

вали программу BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). При сравнении результатов моле-

кулярного анализа с данными фенотипической оценки полевой устойчивости к фитофторозу ни 

один из маркеров не показал однозначной связи с полевой устойчивостью. Мы подтвердили, что 

амплифицируемый с помощью праймеров Ph3-412 фрагмент принадлежит гену Ph-3, в то время 

как фрагмент размером 601 п.н., который получают с праймерами NC-LB-9-6678, соответствует 

гомологу SlRGA4. Показано, что фрагмент размером 907 п.н., полученный с теми же праймерами, 

гомологичен гену Ph-3, но при этом содержит вставку LTR ретротранспозона семейства Ty1-copia 

размером 306 п.н. У всех сортов, у которых был обнаружен ген Ph-3, он содержал вышеуказанную 

вставку. Наличие такой вставки может приводить к потере функциональной активности, что необ-

ходимо учитывать при маркировании гена Ph-3. Исходя из этого, набольшую селекционную цен-

ность представляют генотипы, у которых ген Ph-3 не имеет вставки ретротранспозона. 
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уничтожать до 100 % урожая (1). Борьба с фитофторозом остается сложной 

задачей из-за высокой генетической изменчивости и сложного расового со-

става P. infestans. Применение фунгицидов, в частности металаксила, недо-

статочно эффективно, поскольку расы патогена быстро мутируют и приоб-

ретают устойчивость к этому препарату (2-6). Кроме того, обработка фун-

гицидами — дорогостоящее мероприятие, а сами фунгициды наносят вред 

окружающей среде и опасны для здоровья человека. Наиболее перспектив-

ный метод борьбы с фитофторозом — выведение устойчивых сортов томата.  

При создании устойчивых сортов широко используется интрогрес-

сия генетического материала из дикорастущих родственных видов с целью 

пирамидирования имеющихся у них генов устойчивости (7-9). В частности, 

несколько генов устойчивости к фитофторозу, идентифицированных у ди-

кого вида томата Solanum pimpinellifolium, были интрогрессированы в куль-

турные сорта (10, 11). Прежде всего это гены Ph-1, Ph-2 и Ph-3. Ген Ph-1, 

картированный на 7-й хромосоме, придает устойчивость к расе T0 P. infestans 

(12). Ген Ph-2, первоначально идентифицированный у S. pimpinellifolium 

West Virginia 700 (WV700) на 10-й хромосоме, обеспечивает устойчивость к 

расе T0 и частичную устойчивость к расе T1 (13). Однако устойчивость, 

определяемая этими генами, быстро преодолевается новыми расами P. in-

festans. Ген Ph-3 был идентифицирован в образце L3708 S. pimpinellifolium и 

картирован на длинном плече 9-й хромосомы. Он обеспечивает устойчи-

вость ко многим расам P. infestans, которые преодолевают устойчивость, 

придаваемую генами Ph-1 и Ph-2 (14). Также было показано, что Ph-2 и 

Ph-3 действуют синергически и вместе определяют устойчивость к более 

широкому кругу изолятов патогенов, чем каждый ген в отдельности (15). 

В настоящее время наиболее сильным геном устойчивости к фи-

тофторозу томата считается ген Ph-3. На его изучение направлены немалые 

усилия с целью включения в селекционные программы и введения в новые 

коммерческие сорта и линии (16). Ген Ph-3 был клонирован и охаракте-

ризован на молекулярном уровне у образца L3708 S. pimpinellifolium. Уста-

новлено, что Ph-3 кодирует белок, содержащий домен типа «суперспи-

раль», связывающий нуклеотиды домен и богатые лейцином повторы (CC-

NBS-LRR). При трансгенозе он может придавать восприимчивому сорту 

томата устойчивость к фитофторозу (17). При этом в геноме томата сорта 

Heinz1706 в локусе, соответствующем локусу Ph-3 S. pimpinellifolium, были 

обнаружены четыре структурных гомолога этого гена — SlRGA1, SlRGA2, 

SlRGA3 и SlRGA4 (17).  

Также предпринимаются попытки маркировать ген Ph-3 для более 

эффективного переноса в представляющий селекционный интерес материал 

с помощью маркер-опосредованной селекции (marker assistant selection, MAS) 

и пирамидирования с другими генами устойчивости к фитофторозу. На се-

годняшний день известно несколько ДНК-маркеров, так или иначе ассоци-

ированных с этим геном, в том числе три SCAR (sequence characterised 

amplified region) маркера (18-20) и один CAPS (cleaved amplified polymorphic 

sequences) маркер (21). Однако эти маркеры обладают рядом недостатков. 

В частности, с помощью SCAR маркеров, описанных Y. Park с соавт. 

(18), можно различить гомологи гена Ph-3, но не сам ген. Кроме того, ана-

лиз предлагается проводить с использованием набора из трех пар прайме-

ров, что увеличивает затраты труда и времени и затрудняет интерпретацию 

полученных результатов. Маркер, описанный H.T.H. Truong с соавт. (19), 

был получен из RAPD маркера, и его связь с последовательностью гена 

Ph-3 неизвестна. Анализ множественного выравнивания нуклеотидных 
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последовательностей гена Ph-3 и его известных гомологов показал, что 

праймеры, используемые D.R. Panthee с соавт. (20) для амплификации 

этого гена, находятся в консервативных областях упомянутых последова-

тельностей и с их помощью невозможно специфично амплифицировать ген. 

CAPS маркер, описанный Y.-Y. Wang с соавт. (21), предполагает использо-

вание эндонуклеаз рестрикции и разделение продуктов рестрикции в по-

лиакриламидном геле, что делает этот анализ относительно дорогим и тру-

доемким. Также в случае CAPS маркеров могут возникать проблемы с вос-

производимостью результатов, поскольку на эффективность рестрикции 

влияет активность фермента и количество ДНК, а эти параметры трудно 

четко контролировать. Кроме того, валидация всех этих маркеров проводи-

лась на сегрегирующих популяциях, полученных в результате скрещивания 

восприимчивой и устойчивой родительских форм. 

В настоящей работе впервые показано, что в сортах томата отече-

ственной селекции при наличии гена Ph-3 отсутствуют другие его гомологи. 

Также впервые установлено, что в последовательности гена Ph-3 присут-

ствует вставка ретротранспозона, которая может приводить к потере геном 

своей функциональной активности. 

Нашей целью было создание простого в использовании высокоспе-

цифичного ДНК-маркера гена Ph-3, с помощью которого можно отличить 

Ph-3 от его структурных гомологов, и валидация этого маркера в сравнении 

с уже известными маркерами на основе анализа коллекции отечественных 

сортов и линий томата и оценки связи маркеров с полевой устойчивостью 

к фитофторозу. 

Методика. Исследование выполняли на 24 образцах томата (Solanum 

lycopersicum L.) селекции Федерального научного центра овощеводства 

(ФГБНУ ФНЦО), внесенных в Государственный реестр селекционных до-

стижений, допущенных к использованию на территории Российской Феде-

рации: Оттава 30 (стандарт устойчивости к фитофторозу), Талалихин (стан-

дарт восприимчивости к фитофторозу), Фитилек, Приморец, Грот, Чаров-

ница, Лотос, Росинка, Посьет, Топтыжка, Одиссей, Патрокл, Благодатный, 

Викинг, Дубок, Реванш, Талисман, Монах, Перст, Камея, Северянка и Вос-

ход ВНИИССОКа, линии л-ДВot30-2/19 и л-Ft5/20. Тридцать растений 

каждого сорта выращивали в условиях лаборатории до 4-недельного воз-

раста при температуре 23-25 C, влажности воздуха 70-80 % и 16-часовом 

искусственном освещении (с 700 до 2300), после чего пересаживали в откры-

тый грунт. 

Эксперименты проводили в 2021 году на опытном поле ФГБНУ 

ФНЦО (Московская обл., Одинцовский р-н) на провокационном инфек-

ционном фоне (изолированный участок с монокультурой томата). Рассаду 

высаживали в грунт в I декаде июня в фазу 4-5 настоящих листьев с при-

менением двухстрочной посадки по схеме 70½40 см для детерминантных 

сортов, 70½35 см — для штамбовых. Агротехника выращивания рассады 

была стандартной для культуры томата.  

Для фенотипической оценки томата на устойчивость к P. infestans 

высаживали по 10 растений каждого образца в 3-кратной повторности по 

схеме рандомизированных блоков так, чтобы каждый образец имел одина-

ковые шансы на заражение. Для контроля выравненности инфекционного 

фона и динамики развития болезни использовали восприимчивый сорт Та-

лалихин и устойчивый сорт Оттава 30, которые высаживали через пять изу-

чаемых образцов. Учет поражения фитофторозом проводили в динамике 

через каждые 7 сут, начиная с появления первых симптомов (III декада 
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июля). Поражение растений оценивали методом визуальной диагностики 

по характерным симптомам на листьях и плодах по модифицированной де-

сятибалльной шкале, где 0 — нет симптомов; 0,1 — поражено 1-5 % пло-

щади листа, мелкие поражения (< 2 мм), отсутствие поражений стебля; 

0,5 — поражено 6-10 % площади листа, отсутствие повреждений стеблей; 

1 — поражено 11-20 % площади листа, отсутствие повреждений стеблей; 

1,5 — поражено 21-30 % площади листа, сливающиеся поражения листьев 

или крошечные водянистые поражения стеблей; 2 — поражено 31-40 % пло-

щади листьев, расширяющиеся по краям поражения листьев или несколько 

небольших стеблевых поражений (< 5 мм); 2,5 — поражено 41-50 % пло-

щади листьев, стеблевые поражения (< 30 мм); 3 — поражено 51-60 % пло-

щади листьев, засыхающие повреждения листьев или поражения стебля с 

расширением краев, 20 % пораженных плодов; 3,5 — поражено 61-70 % 

площади листьев, засыхающие повреждения листьев и поражения стебля 

с расширением краев, 40 % пораженных плодов; 4 — поражено 71-100 % 

площади листьев, стеблей и плодов. Устойчивость каждого образца оце-

нивали по индексу поражения (I, средний балл). По совокупности всех 

оценок образцы дифференцировали на группы устойчивости: У — устой-

чивые (I = 0), ОУ — относительно устойчивые (0 < I  1), СВ — средне-

восприимчивые (1 < I  2), В — восприимчивые (2 < I  3), ВВ — высо-

ковосприимчивые (I > 3).  

Тотальную ДНК выделяли из молодых листьев 2-недельных расте-

ний при помощи набора реагентов Сорб-ГМО-Б («Синтол», Россия) по 

протоколу фирмы-производителя. Для каждого сорта ДНК выделяли из всех 

8 растений, после чего препараты ДНК объединяли в одну общую пробу. 

Дизайн праймеров для специфичной амплификации гена Ph-3 осу-

ществляли на основе множественного выравнивания нуклеотидной после-

довательности гена Ph-3 (GenBank no. KJ563933) и его структурных гомо-

логов SlRGA1, SlRGA2, SlRGA3 и SlRGA4, нуклеотидные последовательности 

которых были взяты из нуклеотидной последовательности 9-й хромосомы то-

мата, зарегистрированной в базе данных GenBank NCBI (номер EF647605.1). 

Были подобраны прямой (5-AATATTGAAAATAGCTGCACTGA-3) и об-

ратный (5-CGAGATTTGGAGGGAATGTAA-3) праймеры, у которых по-

следовательности 3-концов были строго специфичны для гена Ph-3 и от-

личались от последовательностей гомологов гена в этом положении. Ука-

занные праймеры располагались в LRR-домене гена Ph-3, и ожидаемый 

размер ампликона составлял 412 п.н. Кроме того, для сравнительного ана-

лиза использовали праймеры маркера NC-LB-9-6678 5-CCTTAATGCA-

ATAGGCAAAT-3 и 5-ATTTGAATGTTCTGGATTGG-3 (11), последова-

тельности которых были абсолютно консервативны для гена Ph-3 и его 

гомологов.  

Программа для амплификации была следующей: 3 мин при 94 С; 

30 с при 94 С, 30 с при 60 С, 1 мин при 72 С (35 циклов); 5 мин при 

72 С (финальный синтез). Объем реакционной смеси составлял 25 мкл. На 

одну реакцию брали 50 нг тотальной ДНК. Для амплификации использо-

вали прибор GeneAmp PCR System 2700 («Applied Biosystems, Inc.», США). 

Электрофоретическое разделение продуктов амплификации проводили в 

1 % агарозном геле в 1½ TAE буфере. Условия амплификации с праймерами 

NC-LB-9-6678 были такими, как описано в работе D.R. Panthee с соавт. 

(20): 3 мин при 92 С; 30 с при 92 С, 1 мин при 52 С, 30 с при 72 С (35 

циклов); 8 мин при 72 С (финальный синтез). 
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Для определения нуклеотидных последовательностей полученных 

ампликонов их клонировали в вектор pAL-TA («Евроген», Россия), которым 

трансформировали компетентные клетки Escherichia coli DH5, и секвени-

ровали по методу Сэнгера с помощью набора реактивов Big Dye Terminator 

v.3.1 («Applied Biosystems, Inc.», США) на автоматическом секвенаторе ABI 

PRIZM 3730 («Applied Biosystems, Inc.», США) согласно инструкциям про-

изводителя. 

Множественное выравнивание нуклеотидных последовательностей 

осуществляли в программе Clustal Omega (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clust-

alo/), с последующим анализом результатов выравнивания при помощи 

программы GeneDoc 2.7 (https://genedoc.software.informer.com/2.7/). Для по-

строения дендрограммы использовали программу TREECON (22). Произ-

водные аминокислотные последовательности были получены с помощью 

программы EditSeq (https://macdownload.informer.com/editseq/download/). 

Для поиска гомологов полученных последовательностей в базе данных NCBI 

использовали программу BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). 

Результаты. При ПЦР-амплификации препаратов тотальной ДНК, 

выделенных из 24 образцов томата, с праймерами, специфичными к гену 

Ph-3, созданный нами маркер Ph3-412 был обнаружен у всех проанализи-

рованных образцов, кроме трех (л-Ft5-19, Викинг и Реванш) (рис. 1, А). 

При этом по результатам анализа с праймерами маркера NC-LB-9-6678 три 

указанных образца имели маркер, который в работе H.L. Merk с соавт. (11) 

был связан с устойчивостью к фитофторозу томата (600 п.н.), а остальные — 

маркер, связанный с восприимчивостью (900 п.н.) (см. рис. 1, Б). Иными 

словами, маркер Ph3-412 отсутствовал у сортов, у которых был обнаружен 

ранее известный маркер, связанный с устойчивостью, и присутствовал у 

сортов, в которых был выявлен фрагмент размером 900 п.н., связанный с 

восприимчивостью к фитофторозу. То есть анализ с новым и ранее извест-

ным маркером дал диаметрально противоположные результаты. 
 

 

Рис. 1. Электрофореграмма продуктов ПЦР-амплификации тотальной ДНК образцов томата 

(Solanum lycopersicum L.) с праймерами маркеров Ph3-412 (А) и NC-LB-9-6678 (Б), специфич-

ными к гену устойчивости к фитофторозу Ph-3: М – маркер молекулярной массы, 1 — От-

тава 30, 2 — л-ДВot30-2/19, 3 — Фитилек, 4 — л-Ft5/20, 5 — Приморец, 6 — Грот, 7 — Ча-

ровница, 8 — Лотос, 9 — Талалихин, 10 — Росинка, 11 — Посьет, 12 — Топтыжка, 13 — 

Одиссей, 14 — Патрокл, 15 — Благодатный, 16 — Викинг, 17 — Дубок, 18 — Реванш, 19 — 

Талисман, 20 — Монах, 21 — Перст, 22 — Камея, 23 — Северянка, 24 — Восход ВНИИССОКа. 
 

Погодные условия 2021 года характеризовались жарким и засушли-

вым вегетационным периодом: осадков за весь период выпало на 29,4 мм 

меньше среднемноголетних значений, температура воздуха была на 2,5 С 

выше климатической нормы. Учет поражения сортов-дифференциаторов оо-

мицетом P. infestans показал наличие расы Т1, характеризующейся высокой 

агрессивностью и вирулентностью в условиях открытого грунта 2021 года. 

При сравнении результатов молекулярного анализа с данными фе-

нотипической оценки полевой устойчивости к фитофторозу установили, 

что у стандарта устойчивости сорта Оттава 30 присутствовал маркер Ph3-412, 
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а для маркера NC-LB-9-6678 был отмечен только фрагмент 900 п.н., в то 

время как связанный с устойчивостью фрагмент 600 п.н. отсутствовал (табл.). 

Из девяти средневосприимчивых образов маркер Ph3-412 был обнаружен у 

семи, маркер устойчивости 600 п.н. NC-LB-9-6678 — у двух. В группе вос-

приимчивых образцов маркер Ph3-412 выявили у 13, а известный маркер 

устойчивости — у одного образца. Следовательно, ни один из маркеров не 

показал однозначной связи с полевой устойчивостью.  

Сравнение результатов молекулярного анализа с использованием ДНК-маркеров 

гена устойчивости к фитофторозу Ph-3 с данными фенотипической оценки по-

левой устойчивости к фитофторозу у образцов томата (Solanum lycopersicum L.) 

Сорт 

Группа устойчи-

вости по фено-

типу 

Маркер 

Ph3-412 
NC-LB-9-6678 

600 п.н. 

NC-LB-9-6678 

900 п.н. 
Оттава 30 (стандарт устойчивости) ОУ +  + 

Фитилек СВ +  + 

Лотос СВ +  + 

Патрокл СВ +  + 

Приморец СВ +  + 

Благодатный СВ +  + 

Талисман СВ +  + 

Монах СВ +  + 

л-ДВot30-2/19  СВ +  + 

Реванш СВ  +  

Викинг СВ  +  

л-Ft5/20  В  +  

Талалихин (стандарт восприимчивости) В +  + 

Росинка В +  + 

Чаровница В +  + 

Топтыжка В +  + 

Дубок В +  + 

Перст В +  + 

Камея В +  + 

Восход ВНИИССОК В +  + 

Посьет ВВ +  + 

Грот ВВ +  + 

Одиссей ВВ +  + 

Северянка ВВ +  + 

П р и м е ч а н и е. ОУ — относительно устойчив, СВ — средневосприимчив, В — восприимчив, ВВ — вы-

соковосприимчив; «+» — наличие маркера, «» — отсутствие маркера. 

 

Чтобы выяснить, с чем могут быть связаны такие неоднозначные 

результаты, мы выполнили клонирование и секвенирование ПЦР-продук-

тов размером 412 п.н., полученных с праймерами Ph3-412, и ПЦР продуктов 

размером 600 п.н. и 900 п.н., полученных с праймерами NC-LB-9-6678. По-

лученные нуклеотидные последовательности сравнили с последовательно-

стью гена-прототипа Ph-3 и его структурных гомологов SlRGA1, SlRGA2, 

SlRGA3 и SlRGA4. Результаты сравнения представлены в виде дендрограмм 

(рис. 2).  
 

 

Рис. 2. Дендрограммы, построенные по результатам сравнения нуклеотидных последовательно-

стей гена устойчивости томата к фитофторозу Ph-3 и его гомологов SlRGA1, SlRGA2, SlRGA3, 

SlRGA4 с нуклеотидной последовательностью ПЦР-продукта размером 412 п.н., полученного с 

праймерами маркера Ph3-412 (А), и нуклеотидными последовательностями ПЦР-продуктов раз-

мером 601 п.н. и 907 п.н., полученных с праймерами маркера NC-LB-9-6678 (Б). 
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Фрагмент, амплифицированный с праймерами Ph3-412, кластеризо-

вался вместе с геном-прототипом Ph-3, и его нуклеотидная последователь-

ность была на 99,3 % гомологична последовательности Ph-3 (см. рис. 2, А). 

То есть можно с уверенностью утверждать, что созданные нами праймеры 

специфично амплифицируют именного ген Ph-3, а не его гомологи. Точный 

размер фрагментов, амплифицированных с праймерами NC-LB-9-6678, 

составил 601 п.н. и 907 п.н. При этом оказалось, что фрагмент размером 

601 п.н. принадлежит гомологу SlRGA4: на дендрограмме он кластеризо-

вался вместе с SlRGA4 и имел с ним 99,5 % гомологии по последовательно-

сти (см. рис. 2, Б).  

Наиболее интересные результаты были получены при анализе нук-

леотидной последовательности фрагмента размером 907 п.н. Оказалось, что 

различие в длине между фрагментами, полученными с праймерами NC-LB-

9-6678, обусловлено наличием вставки фрагмента LTR ретротранспозона 

семейства Ty1-copia, размер которой составлял 306 п.н (рис. 3). При этом 

остальная часть последовательности фрагмента размером 907 п.н. была го-

мологична гену Ph-3 на 99,7 % и кластеризовалась с ним на дендрограмме 

(см. рис. 3, Б). То есть фрагмент размером 907 п.н. принадлежит гену Ph-3, 

но со вставкой ретротранспозона, которая нарушает рамку считывания и 

трансляцию функционального белка. Таким образом, нами впервые было 

обнаружено, что в геноме томата ген Ph-3 может иметь вставку ретротранс-

позона, которая, по всей видимости, делает этот ген нефункциональным. 
 

 

Рис. 3. Схематическое изображение гена устойчивости томата к фитофторозу Ph-3, расположение 
праймеров и вставка ретротранспозона. CC-домен, NBS-домен и LRR-домен обозначают 

участки гена, кодирующие соответствующие домены белка Ph-3; серыми стрелками обозна-

чено расположение праймеров маркера Ph3-412, их нуклеотидные последовательности приве-

дены в сравнении с нуклеотидными последовательностями соответствующих участков гомо-

логов гена, черными стрелками обозначено расположение праймеров маркера NC-LB-9-6678; 

числа 1 и 2556 обозначают размер гена Ph-3 в п.н. 
 

Совокупный анализ полученных результатов подтверждает высокую 

специфичность созданного нами маркера гена Ph-3 Ph3-412. Большинство 

проанализированных образцов томата (21 из 24) имели ген Ph-3, на что 

указывало наличие у них маркера Ph3-412 и фрагмента размером 907 п.н., 

получаемого с праймерами NC-LB-9-6678. Эти образцы, скорее всего, не 

имели гомологов гена Ph-3, поскольку у них отсутствовал фрагмент разме-

ром 601 п.н., который, по нашим данным, принадлежит гомологу SlRGA4, 

и ни один из образцов не имел одновременно маркеры 412 п.н./907 п.н. и 

601 п.н. По-видимому, при интрогрессии генетического материала S. pim-
pinellifolium в геном томата локус, содержащий Ph-3, в процессе гомологич-

ной рекомбинации заменял собой локус, содержащий все гомологи этого 

гена в геноме S. lycopersicum.  
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Однако образцы, имевшие маркер Ph3-412, по-видимому, содержали 

неактивный ген Ph-3 со вставкой ретротранспозона семейства Ty1-copia. Ре-

тротранспозоны этого типа очень распространены в геноме томата (23). 

Наличием вставки ретротранспозона можно объяснить тот факт, что со-

зданный нами маркер Ph3-412 не показал четкой связи с полевой устойчи-

востью проанализированных образцов к фитофторозу: все они содержали 

инактивированную форму гена Ph-3.  

Устойчивость образцов к фитофторозу была обусловлена другими 

генетическими факторами. Например, устойчивый сорт Оттава 30, имею-

щий, по нашим данным, ген Ph-3 в неактивной форме, содержит гены 

устойчивости Ph-1 и Ph-2 (24, 25). Поскольку источником этих генов также 

служил S. pimpinellifolium, можно предположить, что у донорных форм, 

включенных в селекционный процесс, ген Ph-3 исходно имел вставку ре-

тротранспозона. Впоследствии генетический материал именно этих доно-

ров, а не образца L3708, широко распространился среди сортов томата оте-

чественной селекции.  

Согласно нашим результатам, по той же причине маркер NC-LB-9-

6678 не показал связи с полевой устойчивостью к фитофторозу, поскольку 

его верификацию авторы проводили в расщепляющихся популяциях расте-

ний томата, полученных от скрещивания с первоначальным донором гена 

Ph-3 — образцом L3708 S. pimpinellifolium (20). В результате, несмотря на 

свою неспецифичность, маркер NC-LB-9-6678 позволил авторам отличить 

неактивную форму (фрагмент 907 п.н.), содержащую вставку у восприим-

чивых генотипов, от функциональной формы Ph-3 устойчивых образцов, 

которая при ПЦР амплификации дает фрагмент размером 601 п.н., как и 

другие гомологи этого гена. Поскольку в работе D.R. Panthee с соавт. (20) в 

качестве донора гена Ph-3 выступал не содержащий других гомологов обра-

зец L3708, в полученных устойчивых формах такие гомологи также отсут-

ствовали и фрагмент размером 601 п.н. соответствовал функциональному 

гену Ph-3.  

Интересно, что D.R. Panthee с соавт. (20) также отмечали наличие 

устойчивых форм, которые по результатам анализа имели оба фрагмента — 

907 п.н. и 601 п.н. и, наряду с геном Ph-3, содержали ген Ph-2. То есть 

неактивная форма гена Ph-3 может попадать в геном томатов при введе-

нии в него других активных генов устойчивости S. pimpinellifolium, так как 

эти гены находятся на разных хромосомах, наследуются не сцеплено и 

отбор по ним идет независимо. Можно предположить, что в качестве до-

норов устойчивости к фитофторозу отечественные селекционеры могли 

использовать формы S. pimpinellifolium, содержащие ген Ph-3 со вставкой, 

поэтому в наших экспериментах маркер NC-LB-9-6678 не сработал как 

маркер устойчивости к фитофторозу.  

Таким образом, нами создан высокоспецифичный маркер Ph3-412 

гена устойчивости томата к фитофторозу Ph-3. Также мы показали, что в 

сортах томата отечественной селекции при наличии гена Ph-3 отсутствуют 

другие гомологи этого гена. У проанализированных нами образцов, в кото-

рых был обнаружен ген Ph-3, в его последовательности присутствовала 

вставка ретротранспозона. Наличие такой вставки может приводить к по-

тере функциональной активности, что необходимо учитывать при маркиро-

вании гена Ph-3 при проведении маркер-опосредованной селекции на фи-

тофтороустойчивость. В качестве доноров устойчивости к фитофторозу сле-

дует привлекать формы томата, у которых ген Ph-3 не имеет вставки ретро-
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транспозона. Созданный нами маркер Ph3-412 позволяет выявлять таких 

доноров при совместном применении с маркером NC-LB-9-6678 и обеспе-

чивает возможность их использования в селекции. 
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A b s t r a c t   
 

Late blight caused by the oomycete Phytophthora infestans (Mont.) de Bary is one of the 

most harmful diseases of tomatoes. Late blight control remains challenging due to the high genetic 

variability and complex racial composition of P. infestans. Therefore, the most promising method of 

combating late blight is the breeding of resistant varieties of tomato. When creating resistant varieties, 

the introgression of resistance genes from wild-growing related species is widely used. In particular, 

several late blight resistance genes identified in the wild tomato species Solanum pimpinellifolium have 

been introgressed into tomato cultivars. Among these genes, the Ph-3 gene is considered to be the 

strongest late blight resistance gene, as it provides resistance to a variety of P. infestans isolates. There-

fore, considerable efforts of scientific groups around the world are directed to the study of this gene in 

order to include it in breeding programs and introduce it into new commercial varieties and lines of 

tomato. To date, DNA markers associated with this gene are known. However, homologues of this 

gene were found in the tomato genome, which do not have functional activity. Analysis of the multiple 

alignment of the nucleotide sequences of the Ph-3 gene and its homologues showed that the primers 

used in the known markers for amplification of this gene are in the conservative regions of these 

sequences, and it is impossible to specifically amplify the Ph-3 gene with them. Therefore, the aim of 

this work was to design a new highly specific marker of the Ph-3 gene and compare it with already 

known markers by analyzing the collection of tomato varieties of the Federal Scientific Center for 

Vegetable Growing for the presence of known and new markers and assessing the linkage of these 

markers with resistance to late blight disease in the studied varieties. To this end specific primers were 

designed (5-AATATTGAAAATAGCTGCACTGA-3/5-CGAGATTTGGAGGGAATGTAA-3) that 

discern the Ph-3 gene from its homologues and amplify a 412 bp gene fragment (the Ph3-412 marker). 

Using these primers, 24 tomato (Solanum lycopersicum L.) varieties bred at the Federal Scientific and 

Technical Center and tested for late blight field resistance (Federal Scientific and Technical Center, 

Moscow Province, 2021) were analyzed. Also, these varieties were analyzed with known marker 

NC-LB-9-6678. To determine the nucleotide sequence of the new marker, we cloned the amplified 

product obtained from the studied varieties into pAL-TA vector and sequenced the resulting clones. 

In addition, we cloned and sequenced 601 and 907 bp fragments obtained with a known marker. We 

compared the nucleotide sequences of all three fragments with the sequences of the prototype gene 

and its known homologues. As a result, we confirmed that the fragment amplified using primers de-

signed by us belongs to the Ph-3 gene, while the 601 bp fragment obtained with the known primers 

corresponds to the SlRGA4 homologue, and the 907 bp fragment obtained with the same primers is 
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homologous to the Ph-3 gene but it contains an insertion of the LTR retrotransposon of the Ty1-copy 

family with a size of 306 bp. Thus, the gene containing such insertion is most likely inactive. We also 

showed that in all analyzed varieties, in which the Ph-3 gene was found, this gene contains the above-

mentioned insertion. The presence of such insertion can lead to a loss of functional activity; this must 

be taken into account when marking the Ph-3 gene. For the breeding programs it is necessary to 

identify plants in which the Ph-3 gene does not have this retrotransposon insertion. 
 

Keywords: tomatoes, late blight disease, Ph-3 gene, DNA markers, resistance genes. 
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