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Основной задачей семеноводства гибридов 

подсолнечника является поддержание на высоком 
уровне генетической чистоты самоопыленных 
линий и гибридов. Метод анализа изоферментных 
спектров эффективен для контроля генетической 
чистоты партий семян. В лаборатории иммунитета 
и молекулярного маркирования ВНИИМК на про-
тяжении многих лет данным методом проводится 
оценка генетической чистоты самоопыленных 
линий с участков размножения и гибридов F1 c 
участков гибридизации. Целью данной работы 
является характеристика особенностей, которые 
возникают при анализе генетической чистоты ли-
ний и гибридов подсолнечника. Материалом для 
исследования служили партии семян самоопы-
ленных родительских линий и гибридов первого 
поколения подсолнечника селекции ВНИИМК. 
Для характеристики партий семян использовали 
метод анализа электрофоретических спектров пя-
ти изоферментных систем. Генетическая чистота 
простых гибридов может оцениваться по всем 
анализируемым изоферментным локусам, но уро-
вень гибридности определяется лишь по локусам,  
 

находящимся в гетерозиготном состоянии. Если 
одна из родительских форм трехлинейных гибри-
дов находится в гетерозиготном состоянии по ка-
кому-либо из изоферментных локусов, то в F1 по 
этому признаку наблюдается расщепление по ти-
пу анализирующего и генетическая чистота ги-
брида определяется только с помощью тех 
изоферментных локусов, которые находятся в 
гомо- или гетерозиготном состоянии. Это ведет к 
уменьшению количества анализируемых маркер-
ных систем и к уменьшению точности оценки ге-
нетической чистоты партий семян. У 
селекционных линий может присутствовать внут-
рилинейная изменчивость признаков, по которым 
отбор не ведется, что может приводить к заниже-
нию показателей типичности при оценке методом 
изоферментов. Рекомендовано при формировании 
маточников линий коммерческих гибридов про-
водить анализ изоферментов с целью выбраковки 
потомств, гетерогенных хотя бы по одной системе.  
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The main task of sunflower hybrid seed growing 

is maintenance on a high level of genetic purity of 

sunflower hybrids and inbreds. The method of analy-

sis of isozyme spectra is effective for control of the 

genetic purity of seed lots. At the laboratory of im-

munity and molecular marking of VNIIMK the genet-

ic purity of inbreds from the multiplication plots and 

F1 hybrids from the hybridization plots have been 

analyzing by this method for a long time. The purpose 

of this work is a characteristic of peculiarities appear-

ing at analyzing of the genetic purity of sunflower 

lines and hybrids. Sunflower seeds of self-pollinated 

parental lines and F1 hybrids NIIMK breeding were 

used as material for research. For description of seed 

lots there was used a method of analysis of electro-

phoretic spectra of five isozyme systems. Genetic 

purity of simple hybrids can be estimated on all ana-

lyzed isozyme loci but a level of hybridization is de-

termined only by loci being in heterozygous state. If 

one of the parental form of three-way hybrids is in 

heterozygous state due to any isozyme loci then in F1  
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this trait specifies segregation on analyzing type and 

the genetic purity of a hybrid is determined only by 

those loci which are in homo- or heterozygous state. 

This leads to decreasing of a quantity of analyzed 

marker systems and to lowering of accuracy of esti-

mation of the seed lots genetic purity. There can be 

in-line variability of traits at breeding lines which are 

not used for selection. And this can cause under-

estimation of indicators of typicality at using the 

method of isozymes for analysis. At formation of 

plots for growing of breeders seeds of lines of com-

mercial hybrids it is recommended to analyze   

isozymes with a purpose to discard progenies hetero-

genic even though on one system. 

 
Основными задачами семеноводства 

гибридов подсолнечника являются под-
держание на высоком уровне генетиче-
ской чистоты самоопыленных линий, 
сохранение их типичности и однородно-
сти по морфологическим и хозяйственно 
ценным признакам в процессе репроду-
цирования, обеспечение 100 % гибриди-
зации в процессе получения семян 
гибридов первого поколения.  

Оценку качества семян на генетиче-
скую чистоту производят разными спосо-
бами, в том числе с использованием 
полевой оценки посевов (грунт-контроля) 
и лабораторного анализа. Проведение 
грунт-контроля до начала реализации се-
мян в условиях Российской Федерации 
сопряжено с большими трудностями, т.к. 
его необходимо проводить в зимний пе-
риод [1]. Для полевой оценки посевов 
требуется дополнительный год. Кроме 
того, возможности использования тради-
ционных признаков, таких, например, как 
морфологические, ограничены четкостью 
их фенотипического проявления. Лабора-
торный контроль осуществляется на ос-
нове изоферментов, белковых и 
молекулярных маркеров. Изоферментные 
локусы обладают следующими необхо-
димыми для генетических маркеров свой-
ствами: имеют кодоминантную экспрес-
сию, позволяющую отличать гибриды от 
неконтролируемого опыления, выявлять 
самоопыленные растения и механиче-
скую примесь. Их экспрессию можно на-
блюдать в семенах или проростках, что 
существенно ускоряет достижение ре- 
 

зультата, т.к. не надо ждать созревания 
растения. Их экспрессия, в отличие от 
морфологических маркеров, практически 
не зависит от условий окружающей сре-
ды, и анализ занимает несколько дней [2]. 
И хотя существенным препятствием для 
использования изоферментов, по сравне-
нию, например, с ДНК-маркерами, явля-
ется их ограниченное количество, 
изоферментные маркеры остаются вос-
требованными для определения генетиче-
ской чистоты коммерческих партий 
линий и гибридов подсолнечника. Этот 
метод успешно применяется для анализа 
генетической чистоты гибридных семян у 
ряда культур, например, у кукурузы [3], 
капусты [4; 5], риса [6]. Nicolic et аl. [7], 
оценивая генетическую чистоту линий и 
гибридов подсолнечника методами ана-
лиза изоферментов и запасного белка ге-
лиантинина, пришли к выводу, что оба 
метода достоверны и сопоставимы друг с 
другом.  

В лаборатории иммунитета и молеку-
лярного маркирования ВНИИМК на про-
тяжении двух десятилетий методом 
анализа изоферментов проводится оценка 
генетической чистоты самоопыленных 
линий с участков размножения и гибри-
дов F1 c участков гибридизации. Оцени-
ваются как простые, так и трехлинейные 
гибриды [1; 8]. В течение этого времени 
выявились некоторые особенности, кото-
рые возникают в процессе определения 
генетической чистоты. Целью данной ра-
боты является характеристика этих осо-
бенностей определения генетической 
чистоты линий и гибридов подсолнечни-
ка методом изоферментного анализа. 

Материалы и методы. Материалом 
для исследования служили партии семян 
самоопыленных родительских линий и 
гибридов первого поколения подсолнеч-
ника селекции ВНИИМК.  

Изоферменты экстрагировали гомоге-
низацией части семядоли сухой семянки в 
20 мкл 0,1 М трис-HCl буфера с добавле-
нием 0,1 % поливинилпирролидона. 
Электрофорез выполняли в 12 %-ном 
крахмальном геле с добавлением 2 % са-
харозы. Для электрофоретического разде-
ления изоферментов использовали две  
 



 

буферные системы, составленные по ме-
тодикам, предложенным Cardy et аl. [9]. 
После электрофореза гелевая пластина 
разрезалась тонкой нихромовой нитью на 
5–6 срезов. Выявление зон энзиматиче-
ской активности проводилось окрашива-
нием по стандартным прописям Vallejos 
[10]. Генетическую чистоту линий и гиб-
ридов оценивали методом анализа пяти 
изоферментных систем с примерно рав-
ной частотой встречаемости аллозимных 
вариантов: эстераза (EST), малатдегидро-
геназа (МDH), 6-фосфоглюконатдегидро-
геназа (6PGD), глюкозофосфатизомераза 
(GPI), глутаматдегидрогеназа (GDH), 
описанных в работе Туркав с соавторами 
[8]. Фракции изоферментов обозначены 
как: SS – аллозим с наиболее медленной 
электрофоретической подвижностью, FF 
– аллозим с быстрой электрофоретиче-
ской подвижностью, vFvF – аллозим с 
наибольшей электрофоретической под-
вижностью. Гетерозиготные спектры обо-
значались соответственно обозначениям 
аллозимов, их составляющим. 

Для анализа использовалась выборка 
из трёх повторностей по 100–200 семян 
каждой анализируемой партии. 

Результаты и обсуждение. Первым и 
необходимым этапом для оценки генети-
ческой чистоты линий и гибридов являет-
ся их паспортизация по изофермент-ным 
маркерам. По биохимическому паспорту 
проводится оценка генетической чистоты 
коммерческих партий семян инбредных 
линий и гибридов. Использование выбор-
ки из анализируемой партии в 100–200 
семян позволяет оценивать генетическую 
чистоту партии с точностью до 5 % до-
пущения ошибочных заключений. При-
ближение к уровню 1 %-ной вероятности 
допущения ошибочных заключений ведет 
к увеличению выборки из партии семян, а 
следовательно, к большей затрате време-
ни и средств, что экономически нецеле-
сообразно [11]. Генетически чистыми 
считаются семена, имеющие типичный 
спектр по всем ферментным системам. 
Типичным для определенного генотипа 
является растение, обладающее составом 
изоферментов, являющихся нормой для 
исследуемого образца.  

При определении генетической чисто-
ты у партий семян линий и гибридов    
обнаруживаются определенные особен-
ности. Так, у гибридов уровень гибридно-
сти определяется по тем локусам, 
которые находятся в гетерозиготном со-
стоянии. Наличие у семян в F1 отцовского 
и материнского аллозимных вариантов 
рассматривается как доказательство гиб-
ридности этих семян (рис. 1).  

 

 
 

Рисунок 1 – Электрофоретические спектры 
глюкозофосфатизомеразы (GPI) простого 
гибрида подсолнечника, гетерозиготного 
по локусу Gpi, и его родительских линий. 

Расположение на дорожках:  
1 – материнская форма гибрида  

с фенотипом GPI – SS;  
2 – отцовская форма гибрида  

с фенотипом GPI – FF;  
3–14 – гибрид с фенотипом GPI – FS 

 
Для определения генетической чисто-

ты гибрида также используются и гены, 
находящиеся в гомозиготном состоянии, 
поскольку при биологическом и механи-
ческом засорении гибрида изменяется 
спектр любого изофермента. В таблице 1 
приведены изоферментные фенотипы не-
которых простых гибридов подсолнечни-
ка селекции ВНИИМК по пяти системам. 

 

Таблица 1 
 

Изоферментные фенотипы простых гиб-
ридов подсолнечника 
 

г. Краснодар, ВНИИМК, 2015 г. 
Гибрид Изоферментный фенотип 

EST MDH GPI PGD GDH 

Гермес FF FS FS FS FS 

Фактор FS FS FS FF SS 

Арсенал FvF FS FS FF SS 

Триумф FS SS FF FS FS 

Факел FS FS FF SS FF 

Имидж FF SS FF SS SS 

Окси SS SS FF SS SS 



 

Как видно из таблицы 1, уровень гиб-
ридности у гибрида Гермес можно опре-
делять по четырем гетерозиготным изо-
ферментным системам, гибридов Фактор, 
Арсенал, Триумф – по трем, Факел –  
по двум. У гибридов Имидж и Окси нет 
изоферментных локусов в гетерозиготном 
состоянии. Следовательно, выявить засо-
рение гибрида родительскими линиями 
по изоферментным локусам невозможно, 
а возможно определение генетической 
чистоты гибрида.  

Кроме биологического и механическо-
го засорения, в случае, если родительские 
линии гибрида имеют контрастные алло-
зимные варианты, метод анализа изофер-
ментов позволяет выявлять и самоопы-
ленные растения, т.к. они имеют мате-
ринский тип спектра.  

Несколько сложнее оценивать генети-
ческую чистоту трехлинейных гибридов. 
Если одна из родительских форм нахо-
дится в гетерозиготном состоянии по ка-
кому-либо из признаков, то в F1 мы 
наблюдаем по этому признаку расщепле-
ние по типу анализирующего (рис. 2).  

 

 
 

Рисунок 2 – Электрофоретические спектры 

глюкозофосфатизомеразы (GPI) трехли-

нейного гибрида подсолнечника.  
Расположение на дорожках:  

1–9, 11, 12 – образцы гибрида  

с фенотипом GPI – FF; 

10, 13–21 – образцы гибрида  

с фенотипом GPI – FS 

 

В таком случае генетическая чистота гиб-
рида определяется с помощью тех изо-
ферментных локусов, которые находятся 
в гомо- или гетерозиготном состоянии. 
Однако количество анализируемых мар-
керных систем уменьшается, что ведет к 
снижению точности оценки генетической 
чистоты. В таблице 2 приведены изофер-
ментные фенотипы некоторых трехли-

нейных гибридов подсолнечника селек-
ции ВНИИМК по пяти системам. 
  

Таблица 2 
 

Изоферментные фенотипы четырех трех-
линейных гибридов подсолнечника 
 

г. Краснодар, ВНИИМК, 2015 г. 

Гибрид 
Изоферментный фенотип 

EST MDH GPI PGD GDH 

Меркурий 1vFS:1FF 1FS:1FF 1FS:1FF SS FF 

Альтаир 1vFS:1SS 1FS :1SS 1FS:1FF FS FS 

Авангард 1FS :1SS 1FS :1SS FF FS 1FS :1SS 

Кубанский 
930 1FvF:1FS 1FS :1SS 1FS:1FF FS FS 

 
В таблице 2 показано, что у гибрида 

Меркурий расщепление на два фенотипи-
ческих класса по типу анализирующего 
наблюдается по трем изоферментным  
системам: EST, MDH, GPI. Два локуса, 
контролирующих экспрессию изофермен-
тов PGD и GDH, находятся в гомозигот-
ном состоянии, что не даёт возможности 
установить уровень гибридности, а по-
зволяет выявить только наличие пере-
опыления чужеродной пыльцой или  
механической примеси. У гибридов Аль-
таир и Кубанский 930 расщепление на-
блюдается по тем же изоферментам. Но 
локусы Pgd и Gdh, контролирующие ак-
тивность изоферментов PGD и GDH, на-
ходятся в гетерозиготном состоянии, что 
позволяет установить уровень гибридно-
сти. У гибрида Авангард расщепление 
наблюдается по изоферментным систе-
мам EST, MDH, GDH и информативным 
является лишь изофермент PGD, находя-
щийся в гетерозиготном состоянии.  

Особенности определения генетической 
чистоты существуют и у самоопыленных 
родительских линий. Исследования, про-
веденные Бочковым и соавторами [1], по-
казали, что оценка генетической чистоты 
семян родительских форм методом ана-
лиза спектра изоферментов в большинст-
ве случаев совпадает со стандартом –  
полевым грунт-контролем. Получаемые в 
отдельных случаях заниженные показате-
ли типичности при оценке методом изо-
ферментов были объяснены как 
возможной неоднородностью линий по 
составу изоферментов, так и относитель-
но небольшой выборкой при проведении 
анализа. Теоретически родительские ли- 
 



 

нии гибрида должны быть гомозиготны 
по всем признакам, но на практике иногда 
наблюдается несоответствие этому поло-
жению. Для выяснения соответствия 
групп растений, отобранных как типич-
ные и нетипичные для определенных ли-
ний методом анализа изоферментов, этим 
же группам растений при их оценке в по-
ле нами был проведен следующий опыт. 
Выполняли анализ изоферментов в 100 
семянках линии ВК 678, взятых из партии 
семян с участка размножения. Определе-
ние изоферментов проводили в отрезан-
ных частях сухих семядолей. Оставшиеся 
части семянок с зародышами высевали в 
поле для оценки типичности растений по 
морфологическим признакам. При анали-
зе семянок линии ВК 678 методом элек-
трофореза были обнаружены образцы, 
имеющие типичные и нетипичные спек-
тры изоферментов. Нетипичными в дан-
ном случае считали образцы, отличаю-
щиеся от типичных по двум или более 
изоферментам. К отдельной группе мы 
отнесли образцы, отличающиеся от ти-
пичных лишь по одному изоферменту 
(табл. 3).  
 

Таблица 3 
 

Оценка типичности растений линии  

ВК 678 методами электрофореза 

изоферментов и полевым 
 

г. Краснодар, ВНИИМК, 2015 г. 

Характеристика 
семянок по изофер-

ментам 

Количество 

проанализи-

рованных 
семянок, шт. 

Распределение расте-
ний по фенотипу,  

шт. / % 

типичные 
нетипич-

ные 

Типичные 90 90/100 0/0 

Нетипичные 3 0/0 3/100 

Нетипичные по спект-

ру одного фермента 7 4/57 3/43 

 
Как видно из таблицы 3, растения, вы-

деленные как типичные и нетипичные, 
одинаково идентифицируются обоими 
методами. Все растения, которые имели 
нетипичные спектры по двум или более 
ферментам, отличались от данной линии 
по морфологическим признакам. Расте-
ния, признанные методом электрофореза 
нетипичными по спектру одного фермен-
та, при оценке в поле были разделены на  
 

две почти равные группы – 57 % типич-
ных и 43 % нетипичных. Это говорит о 
том, что у селекционных линий может 
присутствовать внутрилинейная изменчи-
вость признаков, по которым отбор не 
ведется, и нельзя с достаточной точно-
стью утверждать, что растение, имеющее 
нетипичный спектр по одному ферменту, 
принадлежит к селекционно чистому или 
загрязненному материалу. Гетероген-
ность линий по изоферментным локусам 
может вести к занижению показателей 
типичности самоопыленных родитель-
ских линий и, в дальнейшем, к заниже-
нию генетической чистоты у гибридов 
первого поколения подсолнечника. В 
идеале ожидается, что инбредная линия 
будет гомозиготна по всем локусам у всех 
растений партии семян. Но Woods & 
Thurman еще в 1976 г., тестируя по изо-
ферментным спектрам более 17000 инди-
видуальных растений брюссельской 
капусты 67 инбредных линий, участвую-
щих в коммерческом производстве семян 
в Соединенных Штатах, показали, что из 
них в среднем 75 % растений гетерози-
готны по одному или нескольким локусам 
[12]. 

Во избежание подобных несоответ-
ствий лабораторных показателей типич-
ности партий семян фактическим, мы 
рекомендуем при формировании маточ-
ников линий коммерческих гибридов 
проводить анализ изоферментов с целью 
выбраковки потомств, гетерогенных хотя 
бы по одной изоферментной системе.  

Таким образом, генетическая чистота 
простых гибридов может оцениваться по 
всем анализируемым изоферментным ло-
кусам, но уровень гибридности определя-
ется лишь по локусам, находящимся в 
гетерозиготном состоянии. Если одна из 
родительских форм трехлинейных гибри-
дов находится в гетерозиготном состоя-
нии по какому-либо из изоферментных 
локусов, то в F1 по этому признаку на-
блюдается расщепление по типу анализи-
рующего и генетическая чистота гибрида 
определяется только с помощью тех изо-
ферментных локусов, которые находятся 
в гомо- или гетерозиготном состоянии. 
Это ведет к уменьшению количества ана- 
 



 

лизируемых маркерных систем и к 
уменьшению точности оценки генетиче-
ской чистоты партии семян. Во избежа-
ние несоответствий лабораторных 
показателей типичности партий семян 
фактическим, рекомендуется при форми-
ровании маточников родительских линий 
коммерческих гибридов проводить анализ 
изоферментов с целью выбраковки по-
томств, гетерогенных хотя бы по одной 
изоферментной системе.  
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