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ПОЛИМОРНЫЕ ВАРИАНТЫ RFL-PPR-ГЕНОВ 
ПОДСОЛНЕЧНИКА КАК МОЛЕКУЛЯРНО-ГЕНЕТИЧЕСКИЕ 
МАРКЕРЫ

Актуальность. В селекции гибридов подсолнечника широко используется 
цитоплазматическая мужская стерильность (ЦМС) РЕТ1-типа. Для восста­
новления фертильности пыльцы на фоне данного типа стерильности необ­
ходимо присутствие в генотипе доминантного аллеля Rf1. Молекулярные 
механизмы признака восстановления фертильности и природа локуса Rf1 
подсолнечника до сих пор не известны. Для позиционного клонирования и 
создания функциональных маркеров гена Rf1 могут быть использованы 
молекулярные маркеры, разработанные на основе RFL-PPR-генов, продук­
тами которых являются PPR-белки, связанные с экспрессией признака вос­
становления фертильности. Цель настоящего исследования -  выяснение 
возможности использования полиморфных вариантов RFL-PPR-генов в ка­
честве молекулярно-генетических маркеров. Материал и методы. Изучена 
131 линия генетической коллекции подсолнечника ВИР, в том числе 9 сте­
рильных линий на основе ЦМС РЕТ1 и 122 фертильные линии, различав­
шиеся по способности к супрессии фенотипа ЦМС при скрещиваниях. Мо­
лекулярный анализ выполнен с использованием трех пар праймеров спе­
цифичных для ассоциированного с ЦМС РЕТ1 митохондриального локуса 
orfH522 и ядерного гена Rf1, а также двух пар праймеров, специфичных 
для гомологов RFL-PPR-генов. Для идентификации SNP в последователь­
ностях фрагментов RFL-PPR-генов QHL12D20 и B20M13 использовали ре- 
стриктазы HaeIII и RsaI. В F2 гибрида ВИР116АхВИР740 анализировали 
характер наследования признака восстановления фертильности, SCAR- 
маркеров гена Rf1 и CAPS-маркера фрагмента QHL12D20. Результаты и 
выводы. В зависимости от типа цитоплазмона и генотипов по локусу Rf1 
выделены три группы линий: стерильные (ЦМС РЕТ1), фертильные с F 
цитоплазмой (восстановители и закрепители стерильности) и фер­
тильные с S цитоплазмой (все -  восстановители фертильности). Методом 
гибридологического анализа подтверждено тесное сцепление маркерных 
фрагментов HRG01 и HRG02 с локусом Rf1. У изученных линий обнару­
жены по два варианта фрагментов QHL12D20 и B20M13, отличающиеся 
единичными нуклеотидными заменами (SNP), для идентификации кото­
рых разработаны CAPS-маркеры. Варианты маркеров L12/HaeIII_1 и 
B20/RsaI_1 ассоциированы присутствием в генотипе доминантного аллеля 
Rf1, тогда как L12/HaeIII_2 и B20/RsaI_2 чаще обнаруживались у носите­
лей рецессивного. Несмотря на то, что у изученных линий варианты после­
довательностей RFL-PPR-генов ассоциированы с аллельным состоянием 
локуса Rf1, в F2 от скрещивания ВИР16А х ВИР740 фрагмент QHL12D20 
наследовался независимо от признака восстановления фертильности 
пыльцы. RFL-PPR-гены могут служить источником молекулярно-генети­
ческих маркеров для паспортизации генофонда, молекулярного картирова­
ния, а также филогенетических исследований у подсолнечника.
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POLYMORPHIC VARIANTS OF SUNFLOWER RFL-PPR 
GENES AS MOLECULAR GENETIC MARKERS

Background. Cytoplasmic male sterility of PET1 type is widely used in sun­
flower hybrid seed production. For pollen fertility restoring the presence in 
the genotype of the Rf l  dominant allele is necessary. The molecular mecha­
nisms of pollen fertility restoration and the nature of the Rfl locus of sun­
flower are so far unknown. For positioning cloning and developing func­
tional markers of the Rfl genes the molecular markers based on RFL-PPR 
genes can be used. The products of RFL-PPR genes are the PPR-proteins 
associated with the expression of pollen fertility restoration trait. The re­
search was aimed to evaluating the possibility for using the RFL-PPR genes 
polymorphic variants as molecular genetic markers. Materials and methods. 
One hundred and thirty one sunflower lines from VIR collection including 9 
sterile lines based on CMS PET1 and 122 fertile lines differing by the ability 
to suppress CMS phenotype in crosses were studied. The molecular analysis 
was performed with the use of three primer pairs specific for the CMS PET1 
associated locus orfH522 and nuclear gene R fl, and also two primer pairs 
specific for RFL-PPR homologs. The restrictases HaeIII and RsaI were used 
for the identification of SNPs in the sequences of the RFL-PPR gene frag­
ments QHL12D20 and B20M13. The inheritance of pollen fertility restora­
tion trait, presence of the Rfl gene SCAR markers and the CAPS marker of 
the QHL12D20 fragment was analyzed in the F2 hybrid VIR.116AxVIR.740. 
Results and conclusions. Three groups of lines -  the sterile (CMS PET1), the 
fertile with F cytoplasm (restorers and maintainers), and the fertile with S 
cytoplasm (all fertility restorers) -  were singled out depending on the cyto- 
plasmon type and genotypes for the Rfl locus. With the use of hybridological 
analysis a close linkage of the marker fragments HRG01 and HRG02 with 
the Rfl locus was confirmed. In the lines analyzed two variants of each 
QHL12D20 and B20M13В fragments were revealed which differed by sin­
gle nucleotide substitutions (SNPs). CAPS markers have been elaborated for 
identification of the SNPs. The marker variants L12/HaeIII_1 and 
B20/RsaI_1 were associated with the presence of the Rfl dominant allele 
whereas the variants L12/HaeIII_2 и B20/RsaI_2 more often were found 
among the recessive allele carriers. Despite in lines of sunflower genetic col­
lection the RFL-PPR gene variants were associated with the allelic state of 
the Rfl locus, in the F2 hybrid VIR116A x VIR740 the fragment QHL12D20 
was inherited independently on the pollen fertility restoration trait. RFL-PPR 
genes can serve as sources of molecular genetic markers for passportization 
of sunflower gene pool, molecular mapping and also for phylogenetic 
studies.
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Введение

Ц итоплазм атическая м уж ская стери ль­
ность (Ц М С ) -  наследуем ы й по м атеринской  
л ини и  признак, проявляю щ ийся в н еспособ­
ности  растен ия продуцировать норм альную  
(ф ертильную  пы льцу). Я вление Ц М С , оп и ­
санное более чем  у  150 видов растений 
(Ivanov, D ym shits, 2007), ш ироко и сп ользу­
ется для получения гибридны х сем ян  ряда 
эконом ически  важ ны х сельскохозяйствен­
ны х культур (кукурузы , рапса, подсолнеч­
ника, капусты ). Ц М С  чащ е всего возникает 
в результате отдаленной гибридизации и 
обусловлена перестройкам и м итохондри­
ального генома. В больш инстве случаев сте­
рильность вы зы ваю т аберрантны е м итохон­
дриальны е гены , продукты  которы х губи­
тельны  для развития пы льцы . Э фф екты  
Ц М С -генов преодолеваю тся при  введен ии в 
генотип  ф ункциональны х аллелей  ядерны х 
генов восстановления ф ертильности  ( R f  -  
R estora tion  of F ertility ). С елекция гетерозис- 
ны х гибридов вклю чает создание м атери н­
ских стери льны х л и н и й  Ц М С  и отцовских 
лини й-восстан овителей  ф ертильности , к о ­
торы е несут ф ункциональны е (как правило, 
дом инантны е) аллели  генов Rf. Д ля тести ро­
вания родительских  лини й  по признаку сп о ­
собн ости  к  супрессии  ф енотипа Ц М С  сте­
рильны е л и н и и  скрещ иваю т с предполагае­
м ы м и восстановителям и и полученны е ги ­
бриды  F1 оцениваю т по при знаку  ф ерти ль­
ности  пы льцы. Э тот процесс м ож ет быть 
ускорен  при  использовании ф ункц иональ­
ны х (аллель-специф ичны х) либо тесно сц еп ­
лен н ы х  с локусам и  генов R f l  м олекулярны х 
маркеров. У  м ногих культур возм ож ности  
разработки  таких  м аркеров ограничены  в 
связи  с отсутствием  сведен ий  о природе ге ­
нов восстановления ф ертильности.

Больш инство опи сан ны х к настоящ ем у 
врем ени генов R f , за небольш им и исклю че­
ниями, кодирую т P P R -белки, содерж ащ ие 
повторяю щ иеся вы рож денны е м отивы  из 35 
ам инокислотны х остатков (Pentatricopeptide 
R epeats, PPR). У  цветковы х растен ий  сем ей ­
ство P P R -генов, насчиты ваю щ ее до 600 ч л е ­
нов, вовлечено в антероградную /ретроград- 
ную  регуляцию , обеспечиваю щ ую  согласо­
ванную  работу  ядерного  и органельного ге­
номов. Гены , продукты  которы х обладаю т 
ф ункцией восстановления ф ертильности , 
вы делены  в отдельное подсем ейство R F L -  
P P R  (R estoration o f  F ertility  L ike-P P R ), х а ­
рактеризую щ ееся вы сокой изм енчивостью  и 
кластерной организацией  в геном ах

(Fujii e t al., 2011). П олагаю т, что аллель-спе- 
циф ичны е м аркеры  R F L -P P R -генов  м огут 
бы ть использованы  для  позиционного кло ­
нирования генов восстановления ф ерти ль­
ности, а такж е для эф ф ективного  отбора н о ­
сителей  ф ункциональны х аллелей  локусов 
R f  (K aur et al., 2016; Sykes e t al., 2016). 
К ром е того, исклю чительно вы сокая ско­
рость эволю ции подсем ей ства R F L -P P R - 
ген о в  (D ahan, M ireau, 2013), а  такж е важ ная 
роль Ц М С  и восстановления ф ертильности  в 
ф орм ировании н овы х видов (R ieseberg, 
B lackm an, 2010) позволяю т рассм атривать 
их  источн ик м олекулярны х м аркеров для 
ф илогенети чески х исследований.

В селекци и подсолнечника используется 
преим ущ ественно один ти п  Ц М С  -  РЕТ1, 
полученны й в результате м еж видового скре­
щ ивания H elian thus petio la ris  N utt. и  H. an- 
nuus  L. (L eclercq, 1969). И дентиф ицирован  
главны й ядерн ы й ген  R f l , дом и нантны й ал ­
лель которого определяет признак восста­
новления ф ертильности  пы льцы  форм с 
Ц М С  РЕТ1. М олекулярны е м еханизм ы  п ри ­
знака восстановления ф ертильности  и п ри ­
рода гена R f l  подсолнечника до сих пор не 
известны . В первы е возм ож ность и сп ользо­
вания в м аркер-опосредованной селекции 
м олекулярны х м аркеров, разработанн ы х на 
основе полим орф изм а геном ны х последова­
тельностей , гом ологичны х генам  R f  други х 
растений, продем онстрировали  Б. Ю  с соав­
торам и  (Y ue e t al., 2007). T R A P -маркер, сп е­
ци ф и чны й для локуса Q H L 12D 20, исп ользо­
ван  для отбора носителей  рецессивн ого  ал ­
леля  r f l  из расщ еп ляю щ ей ся гибридной п о ­
пуляции кондитерского  подсолнечника 
(Y ue et al., 2007). В последствии в геноме 
подсолнечника бы л идентиф ицирован  ряд 
последовательностей , предполож ительно 
представлявш и х R F L -P P R -гены  (Yue et al., 
2010) и  изучен  полим орф изм  некоторы х из 
ни х (A nisim ova e t al., 2014a). О днако данны е 
о связи  м еж ду полим орф изм ом  последова­
тельн остей  R F L -P P R -генов и аллельны м  со ­
стоянием  локуса  R f l  отсутствую т. Ц ель 
настоящ его исследования -  вы яснение воз­
м ож н ости  использования полим орф ны х ва­
риан тов R F L -P P R -генов в качестве м олеку­
лярно-генети ческих  м аркеров у  п одсолнеч­
ника. В задачи  работы  входило изучение м о­
лекулярны х м аркеров R F L -P P R -генов  в вы ­
борке л и н и й  генетической  коллекц ии п од ­
солнечника В И Р и оценка и х  д иагностиче­
ской  ценности  для идентиф икации носи те­
л ей  дом инантного  и рецессивного  аллелей 
гена R fl.
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Материал и методы

М атериалом  исследования служ или 131 
лини я генетической  коллекц ии ВИ Р, в том  
числе 9 стери льны х линий н а  основе Ц М С  
РЕТ1 и 122 ф ертильны е линии, разли чавш и ­
еся по способности  к  супрессии  фенотипа 
Ц М С  при скрещ иваниях. Н аличие признака 
восстановления ф ертильности  пы льцы  оце­
нивали в разны е годы  путем  парн ы х скр е­
щ иваний ф ертильны х л и н и й  со стери ль­
ны м и тестерны м и лин и ям и  и ин ди видуаль­
ны м  анализом  по потом ству  F i и  F2.

И зученны й м атериал репродуцирован  на 
филиале К убанская опы тная станция В И Р 
(К раснодарский край). Расщ епляю щ аяся 
гибридная популяция F 2 от скрещ ивания 
В И Р 116А хВ И Р 740 бы ла вы сеян а в 2015 г. в 
П уш кин ском  филиале ВИ Р. П роявление 
признака восстановления ф ертильности 
пы льцы  оценивали  на стадии цветения п у ­
тем  визуального осм отра растений. Л истья 
ин ди видуальн ы х растен ий  соби рали  через 4 
недели  после появления всходов, зам ораж и­
вали, храни ли  при -20° С и затем  исп ользо­
вали для получения ДНК.

Ф ракции сум м арной  Д Н К  бы ли вы де­
лены  из листьев  гибридны х растен ий  F2 и

этиолирован ны х сем ядолей  7-дневны х про­
ростков лини й  с пом ощ ью  м оди ф и цирован­
ного протокола, основанного на и сп ользова­
нии С Т А В -буф ера (A nisim ova e t al., 2010). 
Д ля проведения П Ц Р-анализа использовали  
оригинальны е и отобранны е из ли тератур­
ны х источников прайм еры  (табл. 1). П Ц Р- 
анализ проводили в соответствии  с п ротоко­
лам и, реком ендованн ы м и разработчикам и 
прайм еров, а такж е оптим изированны м и в 
настоящ ем  исследовании. П родукты  ам п ли ­
ф икации разделяли  электроф орезом  в ага­
розном  геле и  визуализировали  путем  окра­
ш ивания бром исты м  этидием . Рестрикц ион­
ны й  анализ ам плиф иц ированны х ф рагм ен­
тов проводили в соответствии  с реком ен до­
ванны м и протоколам и ф ирм ы -производи­
теля рестриктазы  (T herm o F isher Scientific). 
В качестве м аркеров м олекулярного веса  и с­
пользовали  100bp D N A  L adder (Ferm entas) и 
М 100bp D N A  L adder (D ialat).

Реактивы  для П Ц Р  получены  от фирмы  
Д иалат (h ttp ://w w w .diala t.m )П рочи е рас­
ходны е м атериалы  для проведения П Ц Р  и 
электроф ореза предоставлены  ф ирм ой Х е- 
ликон  (h ttp ://w w w .helicon .ru ). П райм еры  
синтезированы  ЗА О  Е вроген  (http :// 
w w w .evrogen .ru ).

Т аблица 1. Список использованных праймеров 
Table 1. List o f  prim ers

Праймер
(размер
продукта
ПЦР, пн)

Маркер
(тип)

5' 3 'последовательность Ссылка

orfH522 orfH522 (STS) F TGCCTCAACTGGATAAATTCAC Schnabel et al., 2008
(516) R ACCGTTCTCTCACGAGTTGAAG
K13 HRG01 F TATGCATAATTAGTTATACCC Horn et al., 2003
(454) (SCAR) R ACATAAGGATTATGTACGGG
Y10
(740)

HRG02
(SCAR)

F AAACGTGGGAGAGAGGTGG «»

L12D20 L12/HaeIII F GTAAGCAACCCGAGAAAGCA Anisimova et al., 2014a
(1170) (CAPS) R AGTTTCCGGTTTTCCCGTAT
B20M13 B20/RsaI F TT GCAAATGCAAAAACATGG Anisimova et al., 2014b
(421) (CAPS) R AAGACCGTGGACCAAAACTG

Результаты и обсуждение

Д ля определения генотипов по локусу  
R f1  лини и  вы борки  бы ли проанализированы  
с пом ощ ью  м олекулярны х м аркеров, ассо ­
ци ированн ы х с генетической  систем ой 
Ц М С -R f  -  ST S-м аркера orfH 522 м итохон­
дриального гена, обуславливаю щ его Ц М С  
РЕТ1, а  такж е SC A R -м аркеров H R G 01 и 
H R G 02, тесно сцепленн ы х с геном  R f1

(табл. 2). Н аличие м аркера orfH 522 
рассм атривали  как  свидетельство  того, что 
линия и м еет стери льны й (РЕТ1) тип  
цитоплазм она, а присутствие SC A R - 
м аркеров H RG 01 и H R G 02 указы вало на 
присутствие в генотипе ф ункционального 
гена восстан овлен ия ф ертильности . 
П олагали , что все 67 ф ертильны х линий, у 
которы х м олекулярны м  анализом  бы ла 
идентиф ици рована стерильная
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цитоплазм а, им ею т генотип  R f lR f l ,  п о­
скольку  присутствие дом инантного  аллеля 
этого гена является необходим ы м  условием  
для проявления признака м уж ской ф ертиль­
ности  на фоне ци топ лазм он а РЕТ1 -типа. Д ля 
53 л и н и й  этой  группы  наличие в генотипе 
дом инантного  аллеля R f l  подтверж дено с 
пом ощ ью  SC A R -м аркеров H RG 01 и H R G 02.

В то же врем я у  30 ф ертильны х лини й м ар­
кер orfH 522 отсутствовал, что указы вало на 
ф ертильны й ти п  их цитоплазм она.

У  всех  изученн ы х стери льны х л и н и й  с 
пом ощ ью  ST S-м аркера orfH 522 ди агн ости ­
рован  стерильны й (РЕТ1) тип  цитоплазм ы , а 
SC A R -м аркеры  H R G 01 и H R G 02 отсутство­
вали.

Таблица 2. Распределение маркеров, ассоциированны х с генетической системой ЦМ С- Rf, 
и аллельных вариантов RFL-PPR-генов  у лини й  подсолнечника 

Table 2. D istribution o f  markers related to  the CM S-Rf 
genetic system and the RFL-PPR  genes allelic variants am ong sunflow er lines

Линии Наличие маркеров |
orfH522 | HRG01 | HRG02 | L12/HaeIII \ B20/RsaI

Линии ЦМС
ВИР109А, ВИР110А, ВИР111А, ВИР114А, + - - 2 2
ВИР116А, ВИР205А, ВИР215А, ВИР151А,
ВИР471А

Фертильные линии с F цитоплазмой
ВИР387, ВИР721, L 2088, ТА 6463, ВК580* - - - 1 1
ВИР445 - + - 1 1
ВИР580, ВИР652, ВИР697, ВИР743, 
ВИР763

- + + 1 1

ВИР165, ВИР449, ВИР450, ВИР453, ВИР501, 
ВИР648, ВИР665, ВИР636, ВИР692, ВК 47

- - - 2 2

ВИР260, ВИР641 - - -- 1 2
ВИР369, ВИР740 - + + 1 2
ВИР136, ВИР747, ВИР787, ВИР826, ВИР834 - - - 2 1

Фертильные линии с S (PET1) цитоплазмой
ВИР726, ВИР799, ВИР653, ВИР696 + - - 1 1
ВИР735, ВИР830 + + - 1 1
ВИР583, ВИР819 + - + 1 1
ВИР197, ВИР234, ВИР378, ВИР437, 
ВИР581,ВИР630, ВИР633, ВИР634, ВИР635, 
ВИР655, ВИР656, ВИР658, ВИР682, ВИР684, 
ВИР699, ВИР758, ВИР764, ВИР765, ВИР767, 
ВИР772, ВИР773, ВИР778, ВИР789, ВИР833, 
ВИР835, ВИР841, Х 712

+ + + 1 1

ВИР249, ВИР381, ВИР370, ВИР388 + - - 2 2
RIL80, ВИР386, ВИР480, ВИР817 + + + 2 2
ВИР729 + + - 2 2
ВИР159, ВИР210, ВИР365,ВИР839, ВИР843, 
ВИР902,

+ - - 1 2

RIL130, ВИР761, ВИР762, ВИР801, ВИР815, + + + 1 2
ВИР705, ВИР709 + - + 1 2
ВИР364 + - + 2 1
ВИР376, ВИР438, ВИР490, ВИР644, ВИР700, 
ВИР703, ВИР759, ВИР768, ВК571

+ + + 2 1

*Выделены восстановители фертильности

В осем ь линий с F -типом  цитоплазм ы  р а ­
нее идентиф ицированы  как  восстановители  
ф ертильности  (в таблице 2 обозначены  п о ­
луж ирны м  ш риф том ). Д ля сем и из них п ри ­
сутствие гена R f l  подтверж дено с пом ощ ью  
м олекулярны х м аркеров H R G 01 и H R G 02. 
Д вадцать две л и н и и  этой  группы  являю тся 
закреп ителям и стерильности  и, за исклю че­
нием  л и н и и  В И Р445, не и м ею т м аркеров 
ген а R f l .

Д ругая группа исп ользован ны х 
м аркеров разработана на основе 
полим орф изм а экспрессируем ы х п осле­
довательностей  (EST) R F L -P P R -генов. 
П оскольку  у  разн ы х видов растений 
продуктам и  локусов  R f  являю тся PPR - 
белки, представляло интерес изучить 
распределен ие м аркеров R F L -P P R -генов  у 
генотипов подсолнечника с различной сп о­
собностью  к супрессии  ф енотипа Ц М С  и
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оценить характер их совм естного н аследова­
ния с локусом  Rf1. П редполагалось, что 
сцепление указан ны х м аркеров с признаком  
восстановления ф ертильности , контроли ру­
ем ы м  дом и нантны м  аллелем  локуса R f1 , 
либо с м аркерам и H R G 01 и H R G 02 м ож ет 
служ ить доказательством  принадлеж ности  
последовательностей  в этом  локусе к  подсе­
м ейству R F L -P P R -генов. Бы ли и сп ользо­
ваны  две группы  C A PS-м аркеров, разрабо­
танны х на основе последовательностей  EST, 
отобранны х из базы  дан н ы х секвенирован- 
ного геном а слож ноцветны х (C om positae 
G enom e Project, h ttp ://cgpdb.ucdavis.edu/) -  
L 12 /H a eIII  (A nisim ova e t al., 2014a) и 
B 2 0 /R sa I  (A nisim ova et al., 2014b). В арианты  
м аркеров обусловлены  различиям и последо­
вательн остей  в пози циях единичны х нуклео­
тидов (SN P), которы е м огут бы ть вы явлены  
при обработке ам плиф иц ированны х ф раг­
м ентов рестри ктазам и H a eIII  и  R saI. П ри  
сравнительном  анализе ранее секвенирован- 
ны х ф рагм ентов Q H L12D 20, деп он и рован ­
ны х в банке генов G enB ank (N C B I) под н о ­
м ерам и K J450920-K J450928
(A nisim ova e t al., 2014a), вы явлено сходство 
нуклеотидны х последовательностей  вари ­
анта  1 и  отличие от последовательностей  ва­
риан та  2. П о дан ны м  гибридологического 
анализа, в F1 гибрида В И Р116А *В И Р740 
C A P S -м аркеры  L12/H aeIII_1 и
L 12/H aeIII_2 , наследовались кодом инантно, 
а  в F2 расщ еплялись как  аллельны е вари ­
анты  одного локуса  (33 L12/H aeIII_1 : 59 
L  12/H aeIII_1_2 : 30 L 12/H aeIII_2; х2 = 0,28, 
p >0,1). П роф или  ф рагм ентов, полученны х 
после обработки  ам пликонов Q H L 12D 20 ре- 
стриктазам и H a eIII , H in fI , B am H I , такж е у ка­
зы вали  н а  наличие в геноме подсолнечника 
двух  аллельн ы х вариантов этого  ф рагм ента 
(рисунок).

В изучаем ой  вы борке линий 
проан али зи-ровали  распределение
вариантов C A P S -м аркеров L 1 2 /H aeIII и 
B 2 0 /R sa I  в зависи м о-сти  аллельного 
состояния локуса  R f1 . Все 8 линий- 
восстан овителей  с F цитоплазм ой 
(предполагаем ы й генотип R f lR f l )  им ели  ал ­
лельны й вариант L 12/H aeIII_1 , у  6 из них 
присутствовал  вариант B 20/R saI_1. С реди 
67 восстан овителей  с S цитоплазм ой 
(R f lR f l )  такж е преобладали  носи тели  ал ­
лельны х вариантов L12/H aeIII_1 и B 20/ 
RsaI_1  (48 и  45, соответственно). В то  же 
врем я все 9 стери льны х лини й с Ц М С  
Р Е Т 1-типа (генотип r f l r f l )  характеризова­
лись альтерн ати вны м и вариантам и

L 1 2 /H a eIII 2  и  B 20/R saI_2. Результаты  ан а­
л и за  расш и ренной  вы борки генотипов из 96 
лини й-восстан овителей  ф ертильности , 
и м евш их стерильную  (РЕТ1) цитоплазм у, 
такж е указы вали  н а  возм ож ную  ассоциацию  
аллельного варианта L12/H aeIII_1 с нали­
чием  в генотипе дом инантного  аллеля R fl:  
м аркер L12/H aeIII_1 бы л детектирован  у  71 
лини и (74%  от чи сла проанализированны х). 
П редставленны е в коллекции В И Р восстан о­
вители  ф ертильности , обладаю щ ие S-типом  
цитоплазм она, получены  в результате м еж ­
видовы х скрещ иваний линий Ц М С  с дики м и 
видам и рода H elianthus, м еж лин ейны х скре­
щ иваний, а  такж е при сам оопы лении р аз­
личны х ком м ерческих гибридов
(G avrilova et al., 2014). М ож но п редполо­
ж и ть, что в процессе создания этих  линий 
п ри  отборе носителей  дом инантного  аллеля 
R f l  (его присутствие на фоне стерильного 
ц и топ лазм он а легко определяется) им ел м е­
сто и  ко-отбор определенны х аллелей R F L ­
P P R -генов, участвую щ их в контроле восста­
новления ф ертильности.

Д ля проверки  гипотезы  о сцеплении ло­
куса  R f l  с локусом  R F L -P P R -гена, детекти ­
руем ы м  с пом ощ ью  м аркеров L12/H aeIII, 
п роведен  анализ расщ еп ляю щ ей ся ги бри д­
н ой  популяции F 2 от скрещ ивания
В И Р116А *В И Р740. П опуляция бы ла пред­
ставлен а 95 ф ертильны м и и 37 стерильны м и 
растениям и, что свидетельствовало о м оно- 
генном  характере расщ епления по признаку 
восстан овлен ия ф ертильности  пы льцы  
(х2 = 0,64, р>  0,1). О тцовская линия В И Р740 
м арки рован а двум я ф рагм ентам и -  H RG 01 и 
H R G 02. Д ля определения их диагностиче­
ской  ценности  изучили характер совм ест­
ного наследования при знака восстановления 
ф ертильности  пы льцы , контролируем ого 
локусом  и  наличия SC A R -м аркеров H RG 01 
и  H R G 02. Результаты  анализа расщ епления 
F2 по признакам  восстановления ф ерти ль­
ности  пы льцы  и наличию  м олекулярны х 
м аркеров свидетельствовали  о тесном  сц еп ­
лении  м аркерны х ф рагм ентов H RG 01 и 
H R H 02 с локусом  R f l  (табл. 3). М аркеры  
H R G 01 и H R H 02 бы ли разработаны  для др у ­
гого генетического пула, не родственного 
линиям  В И Р (H orn et al., 2003). О тсю да, тес ­
ное сцепление этих  локусов, обнаруж енное 
у  линий коллекц ии ВИ Р, свидетельствует об 
их  вы сокой  диагностической  ценности.

Т аким  образом , несм отря на то, что у  л и ­
ний подсолнечн ика генетической  коллекции 
В И Р аллельны е варианты  последова­
тельн остей  R F L -P P R -генов  ассоциированы  с
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ф ункциональны м  состоян ием  локуса Rf1, 
результаты  гибридологи ческого  анализа не 
подтвердили гипотезу  о сцеплени и  д вух  ло- 
кусов. Э то м ож ет бы ть объяснено локали за­

ци ей  этих  генов в разн ы х группах  сц еп ле­
ния, либо  (при условии  сцепления локусов) 
больш ой  протяж енностью  локуса R f1 , а 
такж е повы ш енны м  уровнем  реком бинац ии  
в этом  районе.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

а

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Рисунок. Электрофореграммы фрагментов, полученных после обработки ампликона 
Q H L12D 20 рестриктазами HaeIII (а), Bam H I (б) и H infl (в); 1 — маркер молекулярного веса, 2 — 

В ИР101А, 3 -  ВИР349, 4 -  ВИ Р795, 5 -  ВИ Р818, 6 -  ВИ Р832, 7 -  ВИР339, 8 -  ВИ Р378, 9 -  
ВИ Р452, 10 -  ВИ Р631, 11 -  ВИ Р632, 12 -  ВИР684, 13 -  ВИ Р703, 14 -  ВИ Р734, 15 -  ВИР763, 

16 -  ВИ Р821, 17 -  ВИР823, 18 -  ВИ Р825, 19 -  ВИР682, 20 -  ВИР649 
Figure. Electrophoregram s o f  fragments obtained after treatm ent o f  the Q H L12D 20 am plicon w ith 

restrictases HaeIII (а), BamHI (б) and HinfI (в); 1 -  M olecular weight m arker, 2 -  VIR101A, 3 -  
Ш КР349, 4 -  VIR795, 5 -  VIR818, 6 -  VIR832, 7 -  VIR339, 8 -  VIR378, 9 -  VIR452, 10 -  

VIR631, 11 -  VIR632, 12 -  VIR684, 13 -  VIR703, 14 -  VIR734, 15 -  VIR763, 16 -  VIR821, 17 -  
V IR823, 18 -  VIR825, 19 -  VIR682, 20 -  VIR649

В последние годы  получили развитие м е­
тоды  ассоциативного анализа, которы й р ас ­
см атривается в качестве м ощ ного ин стру­
м ента для поиска цен ны х аллелей  генов, 
определяю щ и х хозяйственно важ ны е п ри ­
знаки. В частности, больш ие надеж ды  возла­
гаю тся на результаты  полноген ом н ы х ассо­
ци ати вны х исследований (genom e-w ide a s ­
sociation studies -  G W A S), направленны е на

и дентиф икацию  в секвенированны х ген о­
м ах  однонуклеотидны х полим орф изм ов, ас ­
соци ированны х с аллельны м и различиям и. 
П ервы е результаты  в этой  области  получены  
и для подсолнечн ика (M andel et al., 2013). 
В ы явленны е в настоящ ей работе ассоциа­
ции S N P  в последовательностях  гом ологов 
R F L -P P R -генов  и  при знаком  восстан овле­
ния ф ертильности  пы льцы  м огут бы ть ис-
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пользованы  для идентиф икац ии ещ е не изу- н а  проявление этого  важ ного для селекции 
чен ны х генетических ф акторов, влияю щ их признака.

Т аблица 3. Расщ епление F2 В И Р116А хВ И Р740 по признаку ф ертильности  пыльцы 
и наличию  SCAR-маркеров H R G 01 и H R G 02 

Table 3. Segregation o f  the F2 hybrid V IR 116A xV IR 740 for pollen fertility trait 
and the presence o f  SCAR markers H R G 01 and H R G 02

Расщепляющиеся Фенотипические классы Теоретическое Всего
признаки F, M F ,- S, M S, - соотношение растений
Фертильность, мар­
кер HRG01

91 5 34 3 9:3:3:1 133 23,88

Фертильность, мар­
кер HRG02

81 5 35 2 9:3:3:1 123 24,55

X2 0 ,0 5 , 3=7,81

П о данны м  гибридологического анализа, в F2 скрещ ивания В И Р 116А *В И Р 740 ф рагм ент 
Q H L 12D 20 наследовался независим о от ген а R f l  (табл. 4).

Т аблица 4. Расщ епление F2 гибрида ВИ Р116А  х  ВИ Р740 по признаку восстановления ф е р ­
тильности пыльцы и наличию  маркеров L 12/H aeIII 

Table 4. Segregation o f  the F2 hybrid V IR116A х  VIR740 for pollen fertility trait and presence o f
the L 1 2 /HaeIII markers

Расщепляющи­
еся локусы

Фенотипические классы Всего
растений

X2

F,
L12 1 2

F,
L12 1

F,
L12 2

S,
L12 1 2

S,
L12 1

S,
L12 2

Rf, QHL12D20 43 23 24 16 10 6 122 1,17

X2 0 ,0 5 , 3= 7 , 81
Примечание: F -  фертильные растения, S -  стерильные растения, L12_1 и L12_2 -  варианты локуса 
QHL12D20

Выводы

М етодом  гибридологического анализа 
подтверж дена вы сокая диагностическая 
ценность SC A R -м аркеров H RG 01 и H R G 02 
для идентиф икации носителей д ом и н ан т­
ного аллеля генам  R f l ,  отвечаю щ его за  п ри ­
знак восстановления пы льцы  при Ц М С  
Р Е Т 1-типа у  подсолнечника.

В геном е подсолнечника присутствую т 
по д ва  варианта ф рагм ентов гом ологов R F L ­
P P R -ген о в  Q H L12D 20 и B 20M 13, отли чаю ­
щ иеся еди ничны м и нуклеотидны м и зам е­
нам и (SN P), для идентиф икац ии которы х

разработаны  C A P S -маркеры . В арианты  м ар­
керов L12/H aeIII_1  и  B20/R saI_1  ассоции ро­
ваны  присутствием  в генотипе дом и н ан т­
ного аллеля R f l ,  тогда  как  L1 2  H aeIII 2 и 
B 20/R saI_2  чащ е обнаруж иваю тся у  носи те­
л ей  рецессивного. П о результатам  анализа 
F2, локусы  Q H L12D 20 и R f l  наследую тся 
независим о.

R F L -P P R -гены  м огут служ ить источн и­
ком  м олекулярно-генетических м аркеров 
для  паспортизац ии геноф онда, м олекуляр­
ного картирования, а такж е ф илогенети че­
ски х  исследований.
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