
Экспериментальная статья / Experimental article DOI: 10.30901/2658-6266-2021-2-o3

ДИАГНОСТИЧЕСКАЯ ЦЕННОСТЬ МОЛЕКУЛЯРНЫХ МАРКЕРОВ 
ГЕНА Rf1 ПОДСОЛНЕЧНИКА

Анисимова И. Н.1*, Карабицина Ю. И.1, Алпатьева Н. В.1, Кузнецова Е. Б.1,  
Титов Н. В.2, Лютко А. Ю.2, Гаврилова В. А.1

1Федеральный исследовательский центр Всероссийский институт генетических ресурсов растений имени Н.И. Вавилова (ВИР),
190000 Россия, г.Санкт-Петербург, ул. Б. Морская, 42, 44

2Ленинградский государственный университет имени А. С. Пушкина,
196605 Россия, г.Санкт-Петербург, Пушкин, Петербургское шоссе, д. 10;
*  irina_anisimova@inbox.ru

Актуальность. Современное производство семян подсолнечника основано на возделывании высокопродуктивных гетерозисных 
гибридов F1 от скрещиваний линий с цитоплазматической мужской стерильностью (ЦМС) РЕТ1-типа и линий-восстановителей фер-
тильности пыльцы. Донором функционального аллеля ядерного гена Rf1, ответственного за восстановление фертильности пыль-
цы растений F1, служит отцовская линия. Выявление носителей рецессивных и доминантных аллелей локуса Rf1 с помощью диа-
гностических молекулярных маркеров позволяет ускорить процесс селекции материнских и отцовских родительских линий для соз-
дания гибридов. Материалы и методы. Материалом для исследования служили 75 линий генетической коллекции подсолнечника 
ВИР различного происхождения, а также гибриды от скрещиваний стерильной линии ВИР 116А с фертильными линиями, разли-
чавшимися по типу цитоплазмы (фертильный или стерильный) и наличию молекулярных маркеров, большинство которых сцепле-
ны с локусом Rf1. Для валидации маркеров использовали два подхода: 1) анализ ассоциаций между способностью линии к восста-
новлению фертильности пыльцы, либо к закреплению стерильности, и присутствием в генотипе молекулярных маркеров, а так-
же 2) оценку частоты рекомбинации между локусом Rf1 и маркерными локусами в четырех расщепляющихся гибридных популяци-
ях F2. Результаты. Ни один из маркеров не показал 100% эффективности при анализе изученной выборки генотипов. Чаще всего, 
среди линий, предположительно несущих доминантный аллель Rf1, отмечался маркер ORS511. Показатели фертильности пыльцы 
гибридов F1 от межлинейных скрещиваний составили 89-99%. Расщепление растений F2 по признаку фертильность/стерильность 
пыльцы было близко к теоретически ожидаемому 3:1 при моногенном контроле признака. Маркеры HRG01, HRG02, ORS511 насле-
довались сцепленно с признаком восстановления фертильности, при этом частота рекомбинации между локусом Rf1 и маркерами 
различалась в разных комбинациях скрещиваний. По данным анализа гибридов ВИР 116А × ВИР 740 и ВИР 116А × RIL 130, сре-
ди изученных маркерных локусов ближе всех к локусу Rf1 расположен маркер ORS511 (2,2 и 3,3%, соответственно). В скрещивании 
ВИР 116А × ВИР 210 частота рекомбинации между локусами Rf1 и ORS511 составила 7,5%, а в комбинации ВИР116 × ВИР195 –8,9%. 
Заключение. Для идентификации аллелей гена Rf1 в коллекции генетических ресурсов подсолнечника и для маркер-опосредованно-
го отбора в расщепляющихся гибридных популяциях, полученных с участием линий генетической коллекции ВИР, наиболее эффек-
тивны маркеры ORS511, HRG01 и HRG02.
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Background. Modern production of sunflower seeds is currently based on the cultivation of high-yielding heterotic F1 hybrids from cross-
breeding of lines with cytoplasmic male sterility (CMS) of PET1-type and fertility restorer lines. The paternal parent serves as a donor of 
the nuclear Rf1 gene functional allele, which is responsible for pollen fertility restoration in F1 plants. The detection of carriers of the Rf1 
locus recessive and dominant alleles using diagnostic molecular markers accelerates breeding of female and male parental lines for creating 
hybrids. Materials and methods. The material for the study included 75 lines of various origins from the VIR sunflower genetic collection 
as well as hybrids from crosses of VIR 116A sterile line with fertile lines differing in the type of cytoplasm (fertile or sterile) and the presence 
of molecular markers, most of which were linked to the Rf1 locus. For marker validation, two different approaches were used: either by 
analyzing associations between the ability of a line to restore pollen fertility and the presence of molecular markers in its genotype, or by 
estimating recombination frequency between the Rf1 locus and marker loci in four segregating hybrid populations. Results. According to 
the obtained results, no markers demonstrated 100% efficiency in the analysis of the sample of genotypes. The ORS511 marker was most 
frequently observed among the lines presumably carrying the dominant allele Rf1. Pollen fertility of F1 hybrids from interline crossings was 
89-99%. The segregation for fertility/sterility in F2 fitted the theoretical ratio of 3:1 expected in case of the monogenic control of the trait. The 
markers HRG01, HRG02 and ORS511 were linked to the fertility restoration trait, with recombination rates between Rf1 locus and markers 
varying in different cross combinations. The analysis of VIR 116А × VIR 740 and VIR 116А × RIL 130 hybrids showed that among the marker 
loci studied, the ORS511 was closest to the Rf1 locus Rf1 (recombination frequency of 2.2 and 3.3%, respectively). The recombination rate 
between the Rf1 and ORS511 loci equaled 7.5% in the cross VIR 116А × VIR 210 and 8.9% in VIR 116 × VIR 195. Conclusion. The markers 
ORS511, HRG01 and HRG02 are the most efficient for the identification of alleles of the Rf1 gene and for the marker assisted selection in 
hybrid populations produced involving sunflower lines from the VIR collection.
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Введение

Подсолнечник (Helianthus annuus L.) – одна из веду-
щих масличных культур в России и в ряде стран мира. 
Основное направление современной селекции подсол-
нечника – создание высокопродуктивных гетерозисных 
гибридов на основе цитоплазматической мужской сте-
рильности (ЦМС). В семеноводстве гибридов исполь-
зуется преимущественно ЦМС РЕТ1-типа, получен-
ная Леклерком (Leclerq, 1969) в результате межвидового 
скрещивания дикого однолетнего вида H. petiolaris Nutt. 
с культурным подсолнечником H. annuus. Для восста-
новления фертильности пыльцы при ЦМС РЕТ1 в гено-
типе гибрида должен присутствовать ген Rf1 (от англ. 
Restoration of fertility), который находится в группе сце-
пления 13. Его донором служит отцовская линия. Поиск 
генов-кандидатов в локусе Rf1 у подсолнечника проводи-
ли методом полногеномного поиска ассоциаций GWAS 
(от англ. genome-wide association studies), основанным 
на анализе массивов данных однонуклеотидных поли-
морфизмов SNP. В работах Оуэнса с соавторами (Owens 
et al., 2018) и Горюнова с соавторами (Goryunov et al., 
2019) выявлены 22 гена-кандидата в локусе Rf1, из кото-
рых 21 – кодирует PPR-белки и один – альдегиддегидро-
геназу. Хорн с соавторами (Horn et al., 2019) идентифици-
ровали 9 генов-кандидатов в локусе Rf1, три из которых 
(кодирующие PPR-белки) считаются самыми перспектив-
ными. Однако до сих пор сам ген Rf1 не клонирован, про-
дукт гена не идентифицирован, его функция не определе-
на.

Тестирование отцовских линий в отношении восста-
новительной способности, которую определяет наличие 
в генотипе доминантного функционального аллеля гена 
Rf1, – длительный и трудоемкий процесс, включающий 
постановку скрещивания со стерильной линией-тестером 
и последующую оценку проявления признака у гибри-
да F1. Этот процесс может быть значительно ускорен 
при использовании молекулярных маркеров. В гибридной 
селекции подсолнечника широко используется способ 
выделения материнских и отцовских линий из популя-
ций растений F2 коммерческого гибрида на основе ЦМС 
(Gavrilova, Rozhkova, 2005; Carvalho, Toledo, 2008). Ран-
няя диагностика носителей рецессивных и доминантных 
аллелей локуса Rf1 в гибридной популяции весьма акту-
альна, поскольку позволяет значительно сократить время 
и затраты при создании материнских и отцовских линий 
для получения гибридов.

Диагностическая ценность, иными словами эффектив-
ность, информативность или надежность молекулярного 
маркера, используемого для идентификации генотипов, 
несущих ген интереса, определяется многими факторами. 
Наиболее высокой диагностической ценностью обладают 
функциональные (аллель-специфичные) маркеры, разра-
ботанные на основе сравнительного анализа нуклеотид-
ных последовательностей аллельных вариантов гена-кан-

дидата (Leonova, 2013). Однако к настоящему времени 
такие маркеры разработаны лишь для небольшого чис-
ла генов Rf, в частности, Rfo рапса (Hu et al., 2008; Afjani 
et al., 2019), Rf2 хлопчатника (Feng et al., 2021), Rs-Rf1 
редиса (Sun et al., 2012).

Альтернативой указанному подходу является поиск 
маркеров, сцепленно наследуемых с геном Rf1. К их чис-
лу относятся SSR-маркеры, отбираемые на основе ана-
лиза генетической карты, либо маркеры, источником 
которых являются, например, сцепленно наследуемые 
RAPD-фрагменты. Чем ближе друг к другу находятся ген 
и молекулярный маркер на генетической карте, тем выше 
вероятность того, что в результате рекомбинации в мейо-
зе у гибрида F1 ген и маркерный фрагмент попадут в одну 
гамету и будут одновременно переданы потомству. Это 
значительно облегчает процесс отбора желаемых геноти-
пов в F2.

Как правило, при поиске молекулярного маркера 
используют ограниченное число генотипов, а силу сце-
пления с маркируемым геном определяют при анали-
зе конкретной расщепляющейся популяции. В этой свя-
зи важным этапом работы по поиску молекулярного мар-
кера является его валидация. Существуют два подхода 
для определения диагностической ценности молекуляр-
ного маркера. Наиболее широко используемый подход – 
апробация маркера с использованием большого количе-
ства генотипов. Другой подход заключается в валидации 
маркеров, разработанных для одной гибридной комбина-
ции, в процессе анализа других гибридных популяций.

В литературе опубликован ряд молекулярных мар-
керов, расположенных в той же группе сцепления, 
что и локус Rf1: микросателлитные ORS224, ORS317, 
ORS511, ORS630, ORS799, ORS1030 (Tang et al., 2002), 
TRAP-маркеры и STS-маркер STS115 (Yue et al., 2010), 
SCAR-маркеры HRG01 и HRG02 (Horn et al., 2003). Одна-
ко оценка их диагностической ценности была выполнена 
на ограниченном числе генотипов и в единичных гибрид-
ных комбинациях.

Во Всероссийском институте генетических ресурсов 
растений имени Н.И. Вавилова создана генетическая кол-
лекция линий подсолнечника, в составе которой – линии 
с ЦМС РЕТ1, закрепители стерильности и восстановите-
ли фертильности пыльцы. Наличие признака восстанов-
ления фертильности пыльцы у большинства линий-вос-
становителей проверено методом парных скрещиваний 
со стерильными тестерными линиями и путем анализа 
потомства F1 и F2 (Gavrilova, Rozhkova, 2005; Gavrilova 
et al., 2014). Генотипы ряда линий по локусу Rf1 пока 
не известны, что ограничивает перспективы их использо-
вания в гетерозисной селекции. Цель настоящего иссле-
дования – выяснение диагностической ценности молеку-
лярных маркеров гена Rf1 у линий коллекции подсолнеч-
ника ВИР, с использованием комплексного подхода, соче-
тающего методы ассоциативного и гибридологического 
анализов.
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Материал и методы

Изученный материал включал 75 различавшихся 
по происхождению линий генетической коллекции под-
солнечника ВИР, в числе которых: стерильные линии 
с ЦМС, закрепители стерильности и восстановители фер-
тильности пыльцы. Линии были отобраны из расширен-
ной выборки генотипов, предварительно проверенных 
на однородность с использованием различных молеку-
лярных маркеров.

ДНК выделяли из верхних листьев пятинедель-
ных полевых растений с помощью модифицированно-
го СТАВ-метода (Li et al., 2007; Anisimova et al., 2018). 
Оценивали полиморфизм фрагментов, амплифицирован-
ных с помощью восьми пар праймеров, специфичных 
для маркера orfH522 митохондриального генома, а так-
же для локализованных в группе сцепления 13 двух локу-
сов, Rf1 (восстановление фертильности пыльцы при ЦМС 
РЕТ1) и Pl5/Pl8 (устойчивость к мучнистой росе) (табл. 1).

Таблица 1. Характеристика использованных праймеров
Table 1. Characteristics of the used primers

Локус/
Locus

Маркер/
Marker

Последовательность/
Sequence

Размер 
ампликона, пн/ 
Amplicon size, bp

Источник/
Reference

Rf1 HRG02 F- AAACGTGGGAGAGAGGTGG 740 Horn et al., 2003R- AAACGTGGGCTGAAGAACTA

Rf1 HRG01 F- TATGCATAATTAGTTATACCC 454 Horn et al., 2003R- ACATAAGGATTATGTACGGG

Rf1 STS115 F- CGAACTAATCATCATACAACC 115 Yue et al., 2010R- TCGGCTCTTATGTATGTTCAC

Rf1 ORS224 F- AACCAAAGCGCTGAAGAAATC 136 Tang et al., 2002R- TGGACTAACTACCAGAAGCTAC

Rf1 ORS511 F- TGGCTCAGATTAAGTTCACACAG 156 Tang et al., 2002 R- CGGGTTGCGAGTAACAGGTA

Rf1 ORS799
F- ACTCCCTCCCATTCTCGTCT

143 Tang et al., 2002R- TCCAGCAAGTCAGCAACAAC
R- CAAGGGCAGAGAGTTTTCCAC

Pl5/Pl8 HA4011 F- ACTTCTACCCTCCCCTTCTT 200, 240 Sahin et al., 2018R- CTGTACACGTGCTGCTTTAG
В геноме

митохондрий orfH522 F- TGCCTCAACTGGATAAATTCAC 516 Schnabel et al., 
2008R- ACCGTTCTCTCACGAGTTGAAG

Реакционную смесь объемом 25 мкл готовили по сле-
дующему протоколу: 1,5 мкл раствора ДНК концентрации 
100 нг/мкл, 2,4 мкл 2,5 мМ dNTP, 2,5 мкл 10  реакцион-
ного буфера, 1,25 мкл 50 мМ MgCl2, по 0,5 мкл прямого 
и обратного праймеров (10 пМ/мкл), 0,4 мкл Taq ДНК-по-
лимеразы (5 е.а./мкл), 0,06 мкл бычьего сывороточного 
альбумина (BSA, 20 мг/мкл) и 15,89 мкл дистиллята двой-
ной перегонки (ddН2О). Амплификацию осуществляли 
при условиях, рекомендованных разработчиками прайме-
ров. Продукты амплификации разделяли в 1,5 % агароз-
ном геле.

Для статистической обработки результатов расщепле-
ния применяли метод хи-квадрат (χ2). Для определения 
частоты рекомбинации по данным анализа F2 использова-
ли формулы Рокицкого (Rokitskii, 1974).

С целью валидации маркеров оценивали также харак-
тер их совместного наследования с признаком восста-
новления фертильности в F2 от скрещиваний стериль-

ной линии-тестера ВИР 116А (ЦМС РЕТ1) с фертильны-
ми линиями ВИР 195, ВИР 210, ВИР 740, RIL 130, разли-
чающимися по типу цитоплазмы (стерильный или фер-
тильный) и наличию маркеров гена Rf1. Скрещивания 
были выполнены в 2011 году на Кубанской опытной стан-
ции – филиале ВИР. Гибриды F1 выращены в 2013 и 2016 
годах, гибриды F2 – в 2015 и 2020 годах на опытном поле 
НПБ «Пушкинские и Павловские лаборатории ВИР». Для 
получения семян на F2 перед началом цветения отдель-
ные соцветия были изолированы с помощью изоляторов, 
выполненных из спанбонда.

Фертильность пыльцы растений F1 и F2 оценива-
ли в полевых условиях по наличию нормально разви-
тых пыльников, содержавших пыльцу, и цитологиче-
ским методом. Долю фертильных пыльцевых зерен 
(ПЗ) подсчитывали по методике Навашина (Navashin, 
1951) с изменениями, на глицерин-желатиновых препа-
ратах (Voronova, Gavrilova, 2019). Цитологический ана-
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лиз выполнен с помощью микроскопа Zeiss Axioplan 
2 Imaging с цифровой фотокамерой AxioVision и про-
граммным обеспечением AxioVision 4.8. Для определения 
содержания фертильных пыльцевых зерен просматрива-
ли не менее 10 полей зрения при 20-кратном увеличении.

Результаты и обсуждение

У 75 линий генетической коллекции подсолнечника 
ВИР оценили связь между наличием молекулярных мар-
керов HRG01, HRG02, STS115, ORS224, ORS511, ORS799 
и HA4011, находящихся в группе сцепления 13, и нали-
чием в генотипе линии доминантного аллеля в локу-
се Rf1 (табл. 2). В зависимости от способности к супрес-
сии фенотипа ЦМС изученные линии были классифици-
рованы как стерильные, закрепители стерильности и вос-
становители фертильности. Тип цитоплазмы определяли 
с помощью митохондриального маркера orfH522: нали-
чие фрагмента размером 516 пн указывало на присутствие 
аберрантного митохондриального гена, ассоциированно-
го с типом стерильности РЕТ1 (цитоплазма S); его отсут-
ствие указывало на то, что тип цитоплазмы был фертиль-
ным (цитоплазма N). Стерильный тип цитоплазмы, диа-
гностированный с помощью маркера orfH522, свидетель-
ствовал о наличии в генотипе фертильной линии доми-
нантного аллеля Rf1. Для линий с фертильным типом 

цитоплазмы способность восстанавливать фертильность 
или закреплять стерильность определена в тест-скрещи-
ваниях со стерильным тестером (Anisimova et al., 2014).

В таблице 2 представлены результаты анализа ассо-
циаций между наличием у изученных линий молекуляр-
ных маркеров гена Rf1 и их способностью закреплять 
мужскую стерильность либо восстанавливать фертиль-
ность пыльцы при скрещивании с линией ЦМС РЕТ1. 
Полученные результаты показали, что ни один из семи 
использованных маркеров не обладал 100%-ной эффек-
тивностью при анализе изученной выборки генотипов, 
то есть его присутствие (или отсутствие) не всегда одно-
значно свидетельствовало о наличии (или отсутствии) 
в генотипе линии функционального аллеля в локусе Rf1. 
Более эффективным оказался митохондриальный маркер 
orfH522: он позволил диагностировать стерильный тип 
цитоплазмы и практически всегда указывал на наличие 
доминантного аллеля Rf1, у линий, восстанавливающих 
фертильность пыльцы в поле. Однако у линий с фертиль-
ной цитоплазмой маркер orfH522 отсутствовал, поэтому 
на наличие функционального аллеля Rf1 могли указывать 
другие маркеры, сцепленные с геном Rf1. Чаще всего сре-
ди линий с доминантным аллелем Rf1 встречался микро-
сателлитный маркер ORS511, который не был отмечен 
лишь у пяти из 67 линий-восстановителей фертильности 
пыльцы с цитоплазмами N и S (см. табл. 2).

Таблица 2. Встречаемость молекулярных маркеров, локализованных в группе сцепления 13, среди 
линий коллекции подсолнечника, различающихся по способности к супрессии фенотипа ЦМС РЕТ1

Table 2. Occurrence of molecular markers, localized in linkage group 13, among sunflower 
collection lines differing in their ability to suppress the PET1-cms phenotype

Группа линий/
Line group

Число линий с молекулярным маркером (+) и без него (-)/ 
Number of lines with (+) and without (-) a molecular marker

STS115 HRG02 HRG01 ORS224 ORS511 ORS799 HA4011

+ - + - + - + - + - + - 240 
пн/bp

200 
пн/bp -

Стерильные (ЦМС 
РЕТ1-типа) – rf1rf1 1 2 0 3 0 3 0 3 0 3 2 1 3 0 0

Закрепители 
стерильности 
(цитоплазма N) – rf1rf1

4 1 3 2 2 3 1 4 3 2 2 3 2 3 0

Восстановители 
фертильности 
(цитоплазма S РЕТ1-
типа) – Rf1Rf1

49 12 48 13 41 20 40 21 58 3 35 26 30 24 7

Восстановители 
фертильности 
(цитоплазма N) – Rf1Rf1

5 1 4 2 4 2 3 3 4 2 0 6 1 5 0
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Число изученных в работе стерильных линий с ЦМС 
РЕТ1 (линий А) и фертильных линий-закрепителей сте-
рильности (в эту группу вошли как фертильные анало-
ги стерильных линий, так и линии, показавшие закрепи-
тельную способность при скрещиваниях со стерильным 
тестером), было невелико. Ранее, однако, отсутствие мар-
керов HRG01 и HRG02 у носителей рецессивного алле-
ля rf1 было продемонстрировано нами на расширен-
ной выборке генотипов, включавшей 7 А-линий с ЦМС 
РЕТ1-типа (Anisimova et al., 2009).

Нами не обнаружено четкой ассоциации между при-
знаком восстановления фертильности пыльцы и наличи-
ем трех микросателлитных маркеров ORS224, ORS799, 
НA4011, последний из которых сцеплен с находящимся 
в той же группе сцепления локусом Pl5/Pl8 и детермини-
рующим устойчивость подсолнечника к большому чис-

лу рас возбудителя ложной мучнистой росы Plasmopara 
halstedii (Farl) Berl. & De Toni (см. табл. 2).

При создании материнских и отцовских родительских 
линий селекционеры широко используют метод «разло-
жения» коммерческих гибридов на линии с целью отбо-
ра рекомбинантных генотипов. В этой связи особен-
но актуальны данные о характере совместного наследо-
вания признака восстановления фертильности пыльцы 
и молекулярного маркера при межлинейных скрещива-
ниях. Материнской линией в опытах служила стерильная 
линия ВИР116А, отцовскими – линиии ВИР 195, ВИР 210, 
ВИР 740, RIL 130, различающиеся по типу цитоплазмы 
(стерильный у ВИР 116А, ВИР 195, ВИР 210, RIL 130, фер-
тильный – у ВИР 740) и сочетаниям маркеров STS115, 
HRG01, HRG02, ORS511, HA4011 (табл. 3).

Таблица 3. Характеристика родительских линий, использованных в скрещиваниях
Table 3. Characteristics of parental lines used in crossings

Линия/
Line

Номер 
каталога 
ВИР/
VIR 

Catalogue 
number 

Происхождение/
Origin

Тип цито-
плазмы*
Type of 

cytoplasm*

Наличие и размер (пн) маркерных фрагментов/
Presence and size of marker fragments (bp)

STS115 HRG01 HRG02 ORS511 HA4011

ВИР 116А 3455 Вымпел, Россия S - - - - 240
ВИР 195 3285 Россия S - - - 159 -
ВИР 210 3292 Россия S - - - 214 -

ВИР 740 3528 ВИР 113 × Rf, Pl, 
Россия N 115 454 740 158 200

RIL 130 3599 83HR4 × RHA 345 
Франция S 115 454 740 159 200

*S – стерильный (РЕТ1)/ sterile (PET1), N – фертильный/ fertile

Цитологический анализ содержимого пыльников 
показал, что у всех отцовских форм доля окрашенных 
(фертильных) ПЗ превышала 90%. Самый высокий уро-
вень частоты фертильных ПЗ (97%) отмечен у линии 
ВИР 740, зарегистрированной в ВИР как донор гена Rf1.

Растения гибридов первого поколения во всех четы-
рех комбинациях скрещиваний (ВИР 116А × ВИР 195, 
ВИР 116А × ВИР 210, ВИР 116А × ВИР 740 
и ВИР 116А × RIL 130) были выравнены по морфологи-
ческим признакам, фенотипически соответствовали мате-
ринскому типу и имели следующие признаки: ветвле-
ние отсутствовало (отцовские формы, использованные 
в скрещиваниях между линиями ВИР 116А × ВИР 740 
и ВИР 116А × RIL 130, были ветвистыми), высо-
та растений составляла 2 м и выше, присутствова-
ла лишь одна крупная центральная корзинка. Показате-
ли фертильности пыльцы гибридов F1 составили от 89% 
(ВИР 116А × ВИР 740) до 98% (ВИР 116А × RIL 130).

Расщепление растений F2 по признаку фертильность/
стерильность пыльцы соответствовало теоретически 
ожидаемому 3:1 при моногенном контроле признака. Поэ-
тому предположили, что в соответствии с общепринятой 
гипотезой, в контроле признака восстановления фертиль-
ности пыльцы в изученных комбинациях скрещиваний 
принимал участие ген Rf1. Фертильные растения име-
ли хорошо развитые пыльники с большим количеством 
пыльцы (рисунок, а, б, у стерильных растений пыльники 
были недоразвитыми, пыльца в них отсутствовала (рису-
нок, в, г).

Каждое растение расщепляющихся популяций F2 
было генотипировано с помощью молекулярных марке-
ров STS115, HRG01, HRG02, ORS511 и HA4011. Резуль-
таты анализа совместного наследования признака вос-
становления фертильности пыльцы и маркеров STS115, 
HRG01, HRG02, ORS511 представлены в таблице 4. Все 
маркеры наследовались сцепленно с признаком восста-
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новления фертильности (предположительно, локус Rf1), 
при этом частота рекомбинации между признаком и мар-
кером в разных комбинациях скрещиваний была раз-
личной. В двух комбинациях – ВИР 116А × ВИР 740 
и ВИР 116А × RIL 130 – оценивали расщепление 
по всем анализируемым маркерам, в комбинациях 
ВИР 116А × ВИР 210 и ВИР 116А × ВИР 195 – по ORS511 
и НA4011, поскольку маркеры STS115, HRG01, HRG02 
у отцовских линий ВИР 195 и ВИР 210 отсутствовали.

Результаты оценки частоты рекомбинации в скрещи-
ваниях ВИР 116А × ВИР 740 и ВИР 116А × RIL 130 пока-
зали, что маркер STS115 сцеплен с локусом Rf1 слабее 
всех других изученных маркеров (частоты рекомбинации 
35,4% и 31,1%), что маловероятно и противоречит дан-

ным Юэ с соавторами (Yue et al., 2010), свидетельствую-
щим об очень тесном сцеплении данного маркера с локу-
сом Rf1 (0,4 сМ). В то же время для маркера ORS511 отме-
чено довольно тесное сцепление с признаком (частоты 
рекомбинации 2,2% и 3,3%). Расстояние между предпо-
лагаемым локусом Rf1 и маркером ORS511 в двух комби-
нациях скрещиваний оказалось немного меньше значения 
3,7 сМ, полученного Юэ с соавторами (Yue et al., 2010) 
при анализе скрещивания cmsHA441 × 2-6-5-1. В скре-
щиваниях ВИР 116А × ВИР 210 и ВИР 116А × ВИР 195 
частоты рекомбинации между локусами Rf1 и ORS511 
оказались вдвое больше и составили соответствен-
но 7,5% для ВИР 116А × ВИР 210, а в комбинации 
ВИР116 × ВИР195 – 8,9%.

Рисунок. Соцветия и фрагменты трубчатых цветков с пыльником 
фертильного (а, б) и стерильного (в, г) растений

Figure. Inflorescences and fragments of tubular flowers with the anther  
of fertile (а, б) and sterile (в, г) plants

а б

в г
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Частоты рекомбинации между локусом Rf1 и мар-
керами HRG01 и HRG02 оказались выше опубликован-
ных в литературе. Согласно оценкам, полученным Хорн 
с сотрудниками (Horn et al., 2003) при анализе результа-
тов скрещивания RHA 325 × HA 342, расстояние меж-
ду локусом Rf1 и маркерами HRG01 и HRG02 составля-
ет 0,8 сМ и 2 сМ (Horn et al., 2003). В наших эксперимен-
тах частота рекомбинации между локусом Rf1 и маркера-
ми HRG01 и HRG02 составила 6,7% и 5,1%, соответствен-
но, в скрещивании ВИР 116А × ВИР 740, а в скрещивании 

ВИР 116А × RIL 130 – 4,1% и 4,2%.
Таким образом, нами и другими исследователями 

при анализе различных комбинаций скрещиваний полу-
чены близкие, но неидентичные показатели силы сце-
пления признака восстановления фертильности (локус 
Rf1) с молекулярными маркерами. В наших эксперимен-
тах в качестве материнской формы использовался один 
и тот же тестер, поэтому наблюдаемые отличия в часто-
те рекомбинации можно объяснить влиянием генотипа 
отцовского родителя.

Таблица 4. Расщепление по признаку восстановления фертильности пыльцы  
(локусу Rf1) и наличию маркеров гена Rf1 во втором поколении гибридов ВИР 116А × ВИР 740 (1), 

ВИР 116А × RIL 130 (2), ВИР 116А × ВИР 210 (3) и ВИР 116А × ВИР 195 (4)/
Table 4. Segregation for pollen fertility restoration (Rf1 locus) and the presence of 

the Rf1 gene marker in the second generation of the hybrids VIR 116А × VIR 740 (1), 
VIR 116А × RIL 130 (2), VIR 116А × VIR 210 (3) and VIR 116А × VIR 195 (4)

Локусы/
Loci

Комби-
нация/

Combination

Всего 
растений/
Total 
plants

Фенотипические классы F2
Phenotype classes F2

χ2 для фактического 
расщепления при 

ожидаемом
9:3:3:1

(df=3, p < 0,05)/
χ2  for the actual 
segregation vs. 
the expected

9:3:3:1

r, %
F/M(+) F/M(-) S/M(+) S/(M(-)

Rf1, STS115
1 133 90 7 16 20 35,6 35,4
2 123 91 2 24 6 26,5 31,1

Rf1, HRG01
1 133 91 6 3 33 110,5 6,7
2 123 89 4 1 29 101,6 4,1

Rf1, HRG02
1 133 91 6 1 35 126,5 5,1
2 123 91 2 3 27 92,1 4,2

Rf1, ORS511

1 133 95 2 1 35 135,2 2,2
2 123 91 2 2 28 99,0 3,3
3 101 75 1 6 19 57,2 7,5
4 239 177 11 8 42 117,62 8,9

Примечания: F/M(+) – фертильное, с маркером; F/M(-) – фертильное, без маркера; S/M(+) – стерильное,  
с маркером; S/M(-) – стерильное, без маркера; r – частота рекомбинации
Notes: F/M(+) – fertile, with the marker; F/M(-) – fertile, without the marker; S/M(+) – sterile, with the marker;  
S/M(-) – sterile, without the marker; r – frequency of recombination

Признак восстановления фертильности пыль-
цы наследовался сцепленно с STS-маркером НА4011 
сложного локуса Pl5/Pl8. Согласно данным лите-
ратуры, генетическое расстояние между локусами 
Rf1 и Pl5/Pl8 составляет порядка 26 сМ (Bulos er al., 
2013). Частота рекомбинации между маркером НА4011 
и локусом Rf1 в двух популяциях F2: ВИР 116А × ВИР 740 
и ВИР 116А × RIL 130 составила 26% и 16,4%, соот-
ветственно. Микросателлитный маркер HA4011 мож-
но использовать в качестве дополнительного к маркерам 
ORS511, HRG01 и HRG02 для идентификации генотипов 

подсолнечника, несущих функциональный аллель гена 
восстановления фертильности пыльцы Rf1. Это актуаль-
но для линий, у которых данные маркеры отсутствуют. 
Маркер НА4011 – кодоминантен, и с его помощью можно 
выявлять гомозиготные по локусу Rf1 генотипы в расще-
пляющихся гибридных популяциях F2.

Первые данные о диагностической ценности 
SCAR-маркеров HRG01 и HRG02 получили Хорн 
с соавторами (Horn et al., 2003). Авторы проанализиро-
вали распределение маркеров HRG01 и HRG02 среди 
9 закрепителей стерильности и 11 восстановителей фер-
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тильности и не обнаружили их у двух линий-восстано-
вителей. Маркин с соавторами (Markin et al., 2013) оце-
нивали диагностическую ценность 9 молекулярных 
маркеров (6 SSR-маркеров, наиболее близко расположен-
ных к локусу Rf1 на генетической карте, маркера STS115 
и SCAR-маркеров HRG01 и HRG02) на селекционном 
материале, созданном на Донской опытной станции им. 
Л.А. Жданова Всероссийского научно-исследовательско-
го института масличных культур имени В.С. Пустовойта 
(ВНИИМК). Этот материал был представлен 17 линиями 
ЦМС и 29 линиями-восстановителями и был сравнитель-
но близкородственным. Согласно полученным данным, 
более информативными оказались три из девяти изучен-
ных маркеров – SCAR-маркеры HRG01 и HRG02, и мар-
кер STS115, тогда как ORS511, по мнению исследовате-
лей, был неинформативным. На этой же выборке линий 
авторы апробировали мультиплексную систему, разрабо-
танную на основе маркеров HRG01 и HRG02 и orfH522 
(Markin et al., 2017).

Линии с ЦМС, восстановители и закрепители сте-
рильности из генетической коллекции ВИР, были марки-
рованы в работе Анисимовой с соавторами (Anisimova 
et al., 2011) с помощью SCAR-маркеров HRG01 и HRG02, 
а также STS-маркера митохондриальной ДНК orfH522. 
Авторы показали, что SCAR-маркеры HRG01 и HRG02 
гена Rf1 отсутствуют у ряда линий-восстановителей 
из коллекции ВИР, и о присутствии в генотипе гена Rf1 
можно надежно судить по наличию митохондриально-
го маркера orfH522. Позднее маркеры orfH522 и HRG01, 
последний из которых разработан Маркиным (Markin 
et al., 2017) на основе последовательности фрагмен-
та HRG01, а также HRG02 были апробированы Челюст-
никовой с соавторами (Chelyustnikova et al., 2017). Авто-
ры использовали перечисленные маркеры при анализе 
выборки инбредных линий селекции ВНИИМК и реко-
мендовали их для оценки аллельного состояния гена Rf1 
в селекционной и семеноводческой практике. В резуль-
тате проведенного нами исследования показано, 
что наибольшую диагностическую ценность имеют мар-
керы ORS511, HRG01 и HRG02 для идентификации гене-
тических ресурсов подсолнечника по гену восстановле-
ния фертильности пыльцы Rf1.

Заключение

Впервые на обширном генетическом материале, 
включавшем 75 линий коллекции ВИР, выполнена оцен-
ка диагностической ценности молекулярных маркеров 
STS115, HRG01, HRG02, ORS511 и HA4011, локализован-
ных в группе сцепления 13 Helianthus annuus. Для вали-
дации маркеров использовали два подхода – анализ ассо-
циаций между способностью линии к восстановлению 
фертильности пыльцы при цитоплазматической мужской 
стерильности РЕТ1-типа, либо к закреплению стерильно-
сти, и присутствием в генотипе молекулярных маркеров 
STS115, HRG01, HRG02, ORS511, HA4011, а также гибри-

дологический анализ четырех расщепляющихся гибрид-
ных популяций F2 с оценкой частот рекомбинации меж-
ду локусом Rf1 и молекулярными маркерами. В качестве 
наиболее эффективных для идентификации в коллек-
ции генетических ресурсов подсолнечника и для мар-
кер-опосредованного отбора из расщепляющихся гибрид-
ных популяций предложены маркеры ORS511, HRG01 
и HRG02.
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