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Представлены результаты тестирования моле-

кулярных маркеров ЦМС-Rf системы в образцах 

коллекции линий подсолнечника ВНИИМК. Рабо-

та проведена с целью определения набора ДНК 

маркеров для идентификации ядерного гена вос-

становления фертильности пыльцы Rf1 и мито-

хондриального гена цитоплазматической мужской 

стерильности orfH522 в линейном и селекционном 

материале. Использованы 16 инбредных линий 

различного назначения: материнские, закрепители 

стерильности и отцовские. Протестировано 6 пар 

праймеров, разработанных для амплификации 

маркерных фрагментов ДНК к генам Rf1 и 

orfH522. В результате проведенной работы опре-

делен набор из трех пар праймеров для идентифи-

кации генов orfH522 и Rf1. Рекомендовано его 

использование в селекционной и семеноводческой 

практике. 
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The testing results of molecular markers of CMS-

Rf system in samples from the sunflower lines collec-

tion of the All-Russia Research institute of oil crops 

are presented. The purpose of the work was to deter-

mine a set of DNA-markers for identification of nu-

cleus gen-restorer of pollen fertility Rf1 and 

mitochondrial gen of cytoplasmic male sterility 

orfH522 in lines and inbreds. There were used 16 

inbred lines of the different usage direction: maternal, 

paternal and maintainers of sterility. Six pairs of pri-

mers were tested, they were created for amplification 

of marker fragments of DNA for gens Rf1 and 

orfH522. A set from three pair of primers for identifi-

cation of gens Rf1 and orfH522 was determined as a 

result of the conducted work. Its use in breeding and 

seed growing practices is recommended. 

 

Введение. Подсолнечник – основной 

источник растительного масла в России. 

Значительную часть высеваемых семян 

составляют семена гибридов. Переход от 

сортовой селекции подсолнечника к гиб-

ридной сделал культуру коммерчески бо-

лее выгодной для оригинаторов и более 

технологичной и урожайной для произво-

дителей семян.  

При производстве гибридных семян 

принципиальное значение имеет исполь-

зование системы ЦМС-Rf, которая обес-

печивает проведение контролируемого 

опыления материнских стерильных линий 

пыльцой отцовской формы без использо-

вания ручной кастрации [1]. Большинство 

современных промышленных гибридов 

подсолнечника создано на основе одного 
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источника цитоплазматической мужской 

стерильности ЦМС–РЕТ, полученного 

Леклерком из межвидового гибрида H. 

petiolaris Nutt. × H. annuus [2]. В селекции 

гибридного подсолнечника используется 

линейный материал: материнские линии с 

цитоплазматической мужской стерильно-

стью (ЦМС), отцовские линии-

восстановители фертильности, несущие 

ядерные гены Rf, и линии-закрепители 

стерильности пыльцы, необходимые для 

размножения материнских форм с нор-

мальной цитоплазмой без гена Rf. Линии, 

используемые в создании и размножении 

гибридов, должны быть максимально ге-

нетически выровнены. В течение двух 

десятилетий в лаборатории иммунитета и 

молекулярного маркирования ВНИИМК 

проводится идентификация и оценка ге-

нетической чистоты линий и гибридов F1 

подсолнечника с использованием изо-

ферментов [3] и полиморфных SSR-локу-

сов ДНК [4]. Но используемые маркеры 

не сцеплены с признаками цитоплазмати-

ческая мужская стерильность и восстано-

вительная способность пыльцы 

подсолнечника.  

Одной из насущных проблем при вы-

ращивании семян гибридного подсолнеч-

ника является засорение посевов 

фертильной материнской формой на уча-

стках гибридизации [5]. Обязательные 

требования по стерильности материнских 

форм гибридов подсолнечника (95–98 % в 

зависимости от категории семян) указаны 

в ГОСТ Р 52325-2005 «Семена сельскохо-

зяйственных растений. Сортовые и по-

севные качества» [6]. Проверка 

материнских форм гибридов подсолнеч-

ника по показателю «закрепление сте-

рильности» является обязательным 

требованием при сертификации семян. 

Проведение грунтконтроля в полевых ус-

ловиях до начала реализации семян ос-

ложнено климатическими условиями. По 

этой причине оценка проводится в осен-

нее-зимний период в теплицах [7]. Эта 

работа продолжительна по времени и 

требует дополнительных затрат на со-

блюдение режима искусственного осве-

щения и обогрева.    

Определение состояния генов Rf  в се-

лекционном материале проводят методом 

гибридологического анализа. Процесс 

длителен и трудоемок, он включает про-

ведение скрещиваний и оценку фертиль-

ности пыльцы растений F1 на стадии 

цветения. 

Современные разработки в области 

молекулярной биологии предлагают но-

вые подходы к решению проблем гиб-

ридной селекции и семеноводства.  

Определена нуклеотидная последова-

тельность митохондриального гена 

orfH522, ответственного за развитие ци-

топлазматической мужской стерильности 

РЕТ1 у подсолнечника [8]. Эти данные 

дали возможность исследовать митохонд-

риальный геном на наличие маркерных 

последовательностей к признаку ЦМС. 

Используя последовательность orfH522 в 

качестве специфического праймера, Дука 

с соавторами амплифицировали маркер-

ный фрагмент ДНК у линии с цитоплаз-

матической мужской стерильностью и у 

гибридов [9]. Усатов с группой исследо-

вателей разработали высокоспецифичные 

олигонуклеотиды, маркирующие мито-

хондриальный ген orfH522 подсолнечни-

ка, для проведения ПЦР в режиме Real 

Time [10].  

К настоящему времени собраны об-

ширные данные по картированию гена-

восстановителя фертильности пыльцы Rf1 

[11; 12]. В сконструированной на базе 

SSR-маркеров генетической карте [13] 

ген Rf1 локализован в LG13 на расстоянии 

3,7 сМ от локуса ORS511 [14]. 

Проведены исследования, направлен-

ные на поиск маркеров гена Rf1, контро-

лирующего восстановление фертильнос-

ти. Генетический анализ двух искусст-

венно созданных популяций подсолнеч-

ника дал возможность авторам дополнить 

область, приближенную к гену Rf1, тремя 

SSR-маркерами и двумя TRAP-

маркерами. Один из TRAP-маркеров пре-

образован в STS-маркер, расположенный 
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от гена Rf1 на расстоянии 0,4 сМ и реко-

мендованный для использования в селек-

ционных программах [14]. В работе   

Хорн идентифицированы RAPD-маркеры 

ОРК13_454 и OPY10_740, сцепленные с 

геном Rf1 восстановления фертильности 

на расстоянии 0,8 и 2,0 сМ соответствен-

но. Эти маркеры успешно конвертирова-

ны в SCAR-маркеры HRG01 и HRG02, 

которые признаны перспективными для 

поиска носителей гена Rf1 [11]. Используя 

молекулярные маркеры, Анисимова с со-

авторами провели работу, направленную 

на идентификацию генов, контролирую-

щих восстановление фертильности пыль-

цы подсолнечника в образцах коллекции 

ВИР. Проведено тестирование 61 образца 

различного генетического происхожде-

ния. Авторами показаны возможности 

использования молекулярных маркеров 

для идентификации в образцах коллекции 

ВИР гена Rf1 [15].  

Маркиным с группой исследователей 

выявлены доноры восстановления фер-

тильности пыльцы в линиях ЦМС из кол-

лекции ВИР с использованием SCAR-

маркеров. С применением праймера OPK-

13, фланкирующего локус HRG01, ини-

циирована амплификация двух кодоми-

нантных маркеров гена Rf1, 

идентифицирующих не только его нали-

чие или отсутствие, но и аллельное со-

стояние [16; 17].  

Несмотря на обширные исследования 

ЦМС-Rf системы у подсолнечника, осо-

бенности характера генетического кон-

троля восстановления мужской 

фертильности не полностью выяснены, 

поскольку гены, контролирующие дан-

ный признак, ведут себя неодинаково в 

различном генетическом окружении [15; 

18].   

В связи с этим целью нашей работы 

является тестирование молекулярных 

маркеров ЦМС-Rf системы в коллекции 

линий подсолнечника селекции ВНИ-

ИМК, подбор оптимальных условий ам-

плификации и определение ДНК 

маркеров для ЦМС и гена Rf1 у линий 

подсолнечника селекции ВНИИМК. 

Материалы и методы. Материалом 

для работы служили инбредные линии 

подсолнечника селекции ВНИИМК: ма-

теринские формы с генами цитоплазма-

тической мужской стерильности (Л 3844 А, 

ВК 680 А, ВК 678 А), линии-закрепители 

стерильности (Л 3844 Б, ВК 653 Б, ВК 680 Б, 

ВК 678 Б), отцовские линии-восстано-

вители фертильности (ВК 101, ВК 302, 

ВК 930, ВК 301, Л 1983, ВК 581-2, ВК 580, 

ВК 551, Л 1789). По 10 семянок каждой 

линии проращивали во влажных рулонах 

фильтровальной бумаги в темноте в тече-

ние 7 дней. Из семядольных листьев по-

лученных этиолированных проростков 

выделяли общую ДНК модифицирован-

ным методом Saghai-Maroof [19] с ис-

пользованием СТАВ буфера. 

Гомогенизацию растительных тканей 

проводили на аппарате Speed Mill plus 

(Analyticjena, Германия).  

ПЦР проводили в 25 мкл реакционной 

смеси следующего состава: 67 мМ трис-

HCl, рН 8,8; 16,6 мM сульфата аммония;  

3 мM MgCl2; 0,01 % Tween 20; 0,2 мM 

каждого из дезоксирибонуклеозидфосфа-

тов; 10 пМ праймера; 10 нг матричной 

ДНК и 1 ед. рекомбинантной термоста-

бильной ДНК полимеразы (Сибэнзим, 

Москва). Амплификация проходила в 

термоциклере S1000
тм 

(BioRad, США) при 

следующих условиях: начальная денату-

рация при 95 
о
С в течение 2 мин, затем 

30–35 циклов при соблюдении темпера-

турно-временного режима: отжиг (Тот) 

при 58–60 
о
С в течение 40 с, элонгация – 

1 мин при 72 
о
С, денатурация при 94 

о
С – 

30 с, финальная элонгация – 2 мин. Варь-

ирование температуры отжига и количе-

ства циклов зависело от нуклеотидной 

последовательности праймеров. 
Электрофорез продуктов амплифика-

ции проводили в 2 %-ном агарозном геле, 

приготовленном на 1х ТАЕ или 1х SB 

буфере, с использованием камеры для го-

ризонтального электрофореза (SE.2, ДНК-

технология, Россия). Окрашивание осу-
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ществляли бромистым этидием. Визуали-

зировали и документировали результаты 

электрофореза при помощи системы циф-

ровой документации видеоизображения 

BIO-PRINT (Vilber Lourmat, Франция).   

Праймеры для амплификации маркер-

ных фрагментов ДНК синтезированы 

ЗАО «Синтол» (Москва) на основе нук-

леотидных последовательностей из опуб-

ликованных работ (табл. 1). 

 

Таблица 1 
  

Праймеры, использованные для амплифи-

кации маркерных фрагментов ДНК 
 

Название 
праймера 

 

Нуклеотидная 
 последовательность 

 
Источник 

К-13            F    tat gca taa tta gtt ata ccc  
Horn, 2003 

 

 

                     R    aca taa gga tta tgt acg gg 

Y10 F    aaa cgt ggg aga gag gtg g 

 R    aaa cgt ggg ctg aag aac ta  

STS -115 F    cga act aat cat cat aca acc a Yue, 2008 

 R    tcg gct ctt atg tat gtt cac 

orfH522 F    ggc gca ctc tct ttt tct gt  Duca, 2008 

 R   ctt gaa tgg cag tgg tga tg  

Rf F    ggc atg atc aag tac ata agc aca   

 

Маркин, 
2014 

 

 R    tat gta agg gaa tga gct ccg gtt 

Orf  F    agt agc ccg ttc cgt gtt tat gga  

 R   ctt tct att tgg gtc atc gcc gga 

 

Результаты и обсуждение. Для иден-

тификации гена Rf1 в линиях подсолнеч-

ника проведены реакции амплификации  

с праймерами К13, Y10, STS-115 и Rf 

(табл. 1).  

Праймер Y10 cтабильно инициировал 

амплификацию фрагментов ДНК при 

температуре отжига 65 °С в объеме реак-

ционной смеси 10 мкл. Анализ результа-

тов ПЦР с этим праймером показал, что 

на ДНК, выделенной из линий-

восстановителей фертильности, ампли-

фицируется маркерный фрагмент разме-

ром около 750 п.н., при этом он 

отсутствует в образцах стерильных мате-

ринских линий (рис. 1). Протестировано 

54 образца ДНК, выделенной из пророст-

ков, в генотипах которых присутствует 

ген восстановления фертильности Rf1, 

маркерная фракция выявлена у 50 образ-

цов. Праймер Y10 разработан для ампли-

фикации маркерного фрагмента HRG02, 

который расположен на расстоянии 2 сМ 

от гена Rf1 [11]. Сцепление неполное, что 

не исключает рекомбинационную измен-

чивость, которая может являться причи-

ной отсутствия маркерного фрагмента у 

части образцов. Образцы линии ВК 301 

оказались неоднородными по наличию 

фрагмента 750 п.н. Следует отметить, что 

при проведении биохимической паспор-

тизации эта линия была также нестабиль-

на по спектру эстеразы. Это указывает на 

генетическую неоднородность анализи-

руемой линии. 

На рисунке 1 представлена фореграм-

ма продуктов амплификации ДНК линий 

Л 1789-1, ВК 930, ВК 301, которые явля-

ются восстановителями фертильности и 

линий ВК 101 и Л 3844, не обладающих  

геном Rf1. 

 

 
 

Рисунок 1 − Электрофоретические  

спектры продуктов амплификации  

фрагментов ДНК подсолнечника  

с праймером Y10.  
Дорожки: 1, 2 – Л 1789; 3, 4 – ВК 930;  

5, 6 – ВК 301; 7, 8 – ВК 101; 9, 10 – Л 3844;  

м − маркер молекулярного веса 100b 

 

С праймером К13 не удалось получить 

стабильной амплификации маркерного 

фрагмента HRG01.  

Информативным для идентификации 

ядерного гена Rf1 оказался праймер Rf. 

Последовательность праймера специаль-

но разработана Маркиным с соавторами 

(2014) на основе секвенированной после-

довательности SCAR-маркера ОР-К13_454 

для проведения мультиплексной ПЦР 

[20]. Стабильную амплификацию и удов-

летворительное качество визуализации 

продукта реакции получали при темпера-

туре отжига 60 
о
С. Для выявления воз-

можности использования данного 

праймера в диагностике восстановитель-

ной способности фертильности проведе-
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ны реакции с линиями контрастными по 

наличию гена восстановителя фертильно-

сти (рис. 2).  

 

 
 

Рисунок 2 − Электрофоретические 

спектры продуктов амплификации  

фрагментов ДНК подсолнечника  

с праймером Rf.  
Дорожки: 1, 2 – ВК 101 А; 3, 4 – ВК 302 Rf;  

5, 6 – ВК 930 Rf, 7 – ВК 301 Rf; 8, 9, 10 – ВК 680 

А; 11, 12, 13 – ВК 680 Б;  

м − маркер молекулярного веса 1 кb.  

Стрелкой обозначен маркерный фрагмент 
 

На ДНК, выделенной из линий ВК 302, 

ВК 930 и ВК 301, амплифицирован фраг-

мент размером около 200 п.н. На ДНК 

линий ВК101, ВК680 А и ВК680 Б ам-

плифицирован фрагмент несколько 

меньшего размера – около 180 п.н. Ли-

нии-восстановители фертильности ВК 302, 

ВК 930 и ВК 301 гомозиготны по доми-

нантному гену Rf1. Полученный ампликон 

по размеру соответствует фрагменту 

ДНК, заявленному в качестве маркера ге-

на Rf1 [20]. Двойная фракция, амплифи-

цированная в образце линии ВК 302 

(дорожка 3) может быть результатом ге-

нетического загрязнения образца. 

С праймером Rf проведены реакции на 

ДНК 35 образцов, в генотипе которых 

присутствует ген восстановления фер-

тильности Rf1, маркерная фракция выяв-

лена у 34 образцов.  

Для идентификации митохондриально-

го гена orfH522, контролирующего про-

явление ЦМС типа РЕТ1 у 

подсолнечника, проведены реакции ам-

плификации с праймерами orfH522 и Orf. 

Использовали ДНК, выделенную из про-

ростков подсолнечника материнской ли-

нии ВК680 А, обладающей стерильной 

цитоплазмой, и линии-закрепителя сте-

рильности ВК 680 Б с нормальной цито-

плазмой. Оба праймера инициировали 

синтез маркерных фрагментов в образцах 

линии ВК 680 А. При амплификации с 

праймером Orf, маркерный фрагмент  

размером около 340 п.н. отличался четко-

стью визуализации продукта реакции и 

стабильностью проявления (рис. 3). 

 

 
Рисунок 3 − Электрофоретические  

спектры амплификации фрагментов ДНК 

подсолнечника с праймером Orf.  
Дорожки: 1 − 6 ВК 680 А, 7−12 ВК 680 Б,  

м − маркер молекулярного веса 1кb 

 

Заключение. Проведено тестирование 

шести пар праймеров для амплификации 

молекулярных маркеров ЦМС-Rf систе-

мы в образцах линий селекции ВНИИМК. 

Праймеры Y10 и Rf стабильно иницииро-

вали амплификацию маркерных фрагмен-

тов ДНК для гена Rf1. Праймер Orf был 

оптимальным для амплификации маркер-

ного фрагмента ДНК по отношению к 

митохондриальному гену orfH522. Таким 

образом, определен набор из трёх пар 

праймеров для идентификации этих генов 

в селекционном и линейном материале 

ВНИИМК. Их использование в селекци-

онной практике ускорит идентификацию 

носителей генов Rf1 и orfH522 в популя-

циях подсолнечника и тестирование от-

цовских линий по признаку 

восстановления фертильности пыльцы, 

которое в полевых условиях проводится в 

два этапа: тест-скрещивание с ЦМС-

линиями и последующий анализ F1. Так-

же применение этих молекулярных мар-

керов для анализа партий семян 

материнских линий гибридов даст воз-

можность определять уровень их засо-

ренности семенами фертильных форм.  
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