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Проведено молекулярно-генетическое иссле-
дование гибридов F1 и F2 подсолнечника по мик-
росателлитному локусу, локализованному в 
пределах последовательности мутантного гена 
AHAS1, ассоциированного с устойчивостью к гер-
бицидам, которые ингибируют ацетолактатсинта-
зу. Целью работы был скрининг гибридных 
популяций F1 и F2 подсолнечника с помощью 
ДНК-маркеров и идентификация гомозиготных 
сегрегантов – носителей гена устойчивости к SU 
гербицидам. Показана возможность идентифика-
ции гибридных растений с разными аллелями гена 
AHAS1 и эффективность аллеля 191 п.н. в гомо- и 
гетерозиготном состоянии для маркерного отбора 
генотипов, устойчивых к гербициду группы суль-
фонилмочевины. Растения F2 – носители указан-
ного гена в гомозиготном состоянии – могут быть 
использованы в качестве исходного материала в 
селекции с целью создания новых инбредных ли-

ний с генетически обусловленной устойчивостью 
к SU-гербицидам. 
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A molecular genetic study of sunflower F1 and F2 

hybrids on a microsatellite locus located within the 
mutant AHAS1 gene associated with herbicide re-
sistance was performed. The aim of the work was to 
screen F1 and F2 sunflower hybrid populations with 
usage of DNA markers and identification of homozy-
gous segregants containing the gene for resistance to 
SU herbicides. The possibility of identification of 
hybrid plants with different alleles of the AHAS1 gene 
was shown. The efficiency of the allele of 1�1 b.p. in 
the homo- and heterozygous state for marker selection 
of genotypes resistant to the herbicide of the sul-
fonylurea group was confirmed. F2 plants that are 
carriers of this gene in the homozygous state can be 
used as an initial germplasm in breeding for the pur-
pose of creating new inbred lines with genetically 
determined resistance to SU herbicides. 
 

Введение. Подсолнечник – одна из вы-
сокорентабельных сельскохозяйственных 
культур в Украине. Площади посева дан-
ной культуры за последнее десятилетие 
увеличились почти в два раза и достигают 
в последние годы 5,5 млн га и более. На 
сегодняшний день реализация биологиче-
ского потенциала подсолнечника в Ук-
раине не достигает даже 50 %. 
Основными причинами этого являются 
несоблюдение севооборотов и технологии 
выращивания культуры, что способствует 
распространению сорняков [1]. Известно, 
что подсолнечник, особенно на началь-
ных фазах роста, обладает слабой конку-
рентной способностью относительно 
сорных растений. Реализация потенци-
альной продуктивности гибридов под-
солнечника возможна только на фоне 
генетически обусловленной устойчивости 
к высокоэффективным гербицидам [2]. 
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В современных агротехнологиях защи-
ты посевов подсолнечника от сорняков 
(Clearfield и ExpressSun) применяют сис-
тему «гибрид-гербицид», где в качестве 
первого элемента выступает использова-
ние гербицидов группы сульфонилмоче-
вины или имидазолинонов, а второй 
элемент – выращивание гибридов под-
солнечника с генетически обусловленной 
устойчивостью к указанным препаратам. 
Гербициды имидазолиноновой и сульфо-
нилмочевинной группы ингибируют фер-
мент синтеза аминокислотных цепей 
синтазу ацетогидроксикислоты (aceto-
hydroxyacid synthase, AHAS), которая из-
вестна также как ацетолактатсинтаза 
(acetolactatesynthase, ALS). Данный фер-
мент катализирует первый этап биосинте-
за аминокислот с разветвленной цепью. 
Действие AHAS-ингибирующих герби-
цидов приводит к фатальному наруше-
нию метаболизма у чувствительных к 
этим гербицидам растений [3]. Устойчи-
вость к гербицидам, ингибирующим аце-
толактатсинтазу, – результат точечных 
мутаций генов, которые кодируют синтез 
указанного фермента. У более 80 видов 
растений идентифицированы природные 
биотипы, устойчивые к AHAS-ингиби-
рующим гербицидам [4]. Популяции    
дикорастущего подсолнечника с устойчи-
востью к имидазолиноновым (IMI) и 
сульфонилмочевинным (SU) гербицидам 
впервые были обнаружены в Канзасе и 
Южной Дакоте (США) на полях, где при 
выращивании сои применяли гербицид-
ные обработки на протяжении 7–8 лет [5; 
6]. От дикорастущих популяций (ANN-
PUR и ANN-KAN) мутантные гены, кон-
тролирующие устойчивость к AHAS-
ингибирующим гербицидам, путем тра-
диционной селекции без использования 
генетической инженерии были интрог-
рессированы в элитные инбредные линии 
культурного подсолнечника с целью созда-
ния устойчивых сортов и гибридов [7; 8]. 

У подсолнечника идентифицировано 
три AHAS гена (AHAS1, AHAS2, AHAS3), 

определена их локализация соответствен-
но на 9, 6, 2 группах сцепления генетиче-
ской карты и исследована молекулярная 
структура указанных генов [9]. В преде-
лах AHAS генов подсолнечника, так же 
как и у других видов растений, не выяв-
лено интронов, при этом нуклеотидные 
последовательности отличаются высокой 
степенью идентичности. Так, ген AHAS2 
отличается от гена AHAS1 делецией 9 п.н. 
В свою очередь ген AHAS3 отличается от 
генов AHAS1 и AHAS2 наличием двух де-
леций 3 и 9 п.н. В результате секвениро-
вания и сопоставления генов AHAS 
дикого типа и мутантных вариантов 
AHAS выявлен ряд различий. В последо-
вательности ДНК гена AHAS1 идентифи-
цировали 48 однонуклеотидных замен 
(single nucleotide polymorphisms, SNPs) и 
вариацию в количестве [ACC]n повторов. 
В структуре гена AHAS2 детектирована 
одна инсерция-делеция (INDEL) длиной  
� п.н. Мутантный ген AHAS3 отличается 
от гена дикого типа одним SNP [10]. Ус-
тойчивость к IMI-гербицидам обусловле-
на заменой С-Т в кодоне 205 гена AHAS1, 
трансзиция С-Т в кодоне 197 приводит к 
появлению устойчивости к SU гербици-
дам. В результате вышеуказанных точко-
вых мутаций меняется одна аминокислота 
в последовательности фермента и его 
конформация, что делает фермент недос-
тупным для действия гербицидов. 

ДНК-маркеры, тесно сцепленные с ге-
нами, которые контролируют адаптивно 
значимые или хозяйственно полезные 
признаки, позволяют вести маркерную 
селекцию (marker assisted selection, MAS), 
что значительно облегчает контроль над 
переносом генов при скрещиваниях и 
идентификацию гибридов. С помощью 
ДНК-маркеров возможно проводить 
скрининг генетических ресурсов, тести-
рование исходного селекционного мате-
риала и поиск доноров целевых генов, что 
также способствует повышению эффек-
тивности отбора. Ранее при исследовании 
полиморфизма микросателлитной после-
довательности гена AHAS1 нами марки-
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рованы линии-источники устойчивости к 
IMI и SU-гербицидам, которые получены 
из National Germplasm Resources 
Laboratory (North Central Regional PI 
Station, North Dakota, USA) [11]. Цель 
данной работы – скрининг гибридных по-
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тений F2 популяций Од5545В × SURES-1, 
Од3171В × SURES-1 любезно предостав-
лены кандидатами с.-х. наук Б.Ф. Варени-
ком и С.И. Карапирой (отдел селекции и 
семеноводства гибридного подсолнечни-
ка СГИ-НЦСС). 
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30 с при 72 ○С, 20 с при 92 ○С; финальная 
элонгация 5 мин. Электрофоретическое 

разделение продуктов амплификации 
проводили в полиакриламидном геле (10 % 
акриламид, 1 х трис-боратный буфер) с 
последующей визуализацией азотнокис-
лым серебром. Документировали полу-
ченные электрофореграммы с помощью 
цифрового фотоапарата. Размер фрагмен-
тов ДНК определяли с использованием 
программы «GelAnalyzer 2010» относи-
тельно маркера длины фрагментов ДНК 
pUC 19/MspI. Информация о нуклеотид-
ных последовательностях праймеров для 
исследования гена AHAS1, согласно 
Kolkman et al. [10]. 

Результаты и обсуждение. Амплифи-
кация фрагмента гена AHAS1, который 
содержит микросателлитный повтор, по-
зволила выявить ряд полиморфных алле-
лей и дифференцировать исследованные 
линии, которые отличаются по устойчи-
вости к гербицидам группы сульфонил-
мочевины. С использованием пары 
праймеров pAHAS 16–17 у линий SURES-1 
и SURES-2 выявили аллель 191 п.н. Ли-
нии SURES-1 и SURES-2 имеют общее 
происхождение, донорами устойчивости 
для этих линий послужили отдельные 
растения популяции ANN-KAN дикорас-
тущего подсолнечника Helianthus annuus 
L. Вместе с тем указанные линии отли-
чаются по педигри. Так, в родословной 
линии SURES-1, кроме образца ANN-KAN 
H. annuus, присутствуют линии HA 424, 
НА 406, НА 89. При создании линии 
SURES-2 использовали линии RHA ���, 
RHA 392 и RHA 376. Согласно данным 
Kolkman et al. (2004), устойчивость к 
сульфонилмочевинным гербицидам у ли-
ний SURES-1 и SURES-2 связана с точко-
вой мутацией в кодоне 197 гена AHAS1, в 
результате которой происходит замена 
пролина на лейцин в молекуле ацетолак-
татсинтазы. У линий селекции СГИ-
НЦСС OC 101� В, OC 102� В, Од ��� В, 
Од 5545 В, Од �1�1 В в результате ам-
плификации ДНК с парой праймеров 
pAHAS 1�–17 выявили альтернативный 
аллель 176 п.н.  
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Таким образом, аллели локуса AHAS1 
176 и 191 п.н. могут быть рекомендованы 
как потенциальные маркеры при иденти-
фикации гибридных растений F1 и при 
отборе из расщепляющихся популяций F2. 

При анализе семян «потенциальных» 
F1, полученных от скрещивания по инди-
видуальной схеме «корзинка на корзин-
ку» линии SURES-2 с линией ОС 1019 В 
или ОС 1029 В и линии SURES-1 с лини-
ей Од ��� В без использования кастрации 
цветков, получили несколько различные 
результаты. Так как растения всех задей-
ствованных в скрещиваниях линий были 
фертильными, в каждой корзинке, как ма-
теринской, так и отцовской линии, теоре-
тически возможным было формирование 
семян как гибридной природы, так и от 
самоопыления. Так, в корзинках всех рас-
тений первого и второго родителя комби-
нации скрещивания SURES-1 × Од973В 
выявили только семена с присутствием 
аллелей 191 или 176 п.н. соответственно, 
т.е. гомозиготные генотипы, полученные 
от самоопыления. В комбинации скрещи-
вания SURES-2 × ОС1019В часть семян 
из корзинок растений линии SURES-2 
оказались гетерозиготами по исследован-
ному локусу, т.е. в их генотипе присутст-
вовали аллели 191 и 176 п.н. от обоих 
родителей (рис. 1: дорожки 2–6, 13, 14). 
Другая часть семян из корзинок SURES-2 
по генотипу соответствовала родитель-
ской линии, т.е. такие семена завязались в 
результате самоопыления (рис. 1: дорож-
ки 11, 12). В то же время среди проанали-
зированных семян из корзинок растений 
линии ОС 1019 В не выявлено ни одного 
гибрида. Все они, без исключения, полу-
чены от самоопыления, о чем свидетель-
ствовало присутствие в генотипе каждого 
из них только аллеля 176 п.н. линии ОС 
1019В (рис. 1: дорожки 7–�). 
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амплификации ДНК линий и гибридов  
по маркерному микросателлитному  

локусу pAHAS 16–17. 
Дорожки: 1, 10, 16 – SURES-2;  

15 – ОС 101� В; 20 – ОС 102� В;  
2–�, 11–14, 17–1� – семена F1 из корзинок 
растений линий SURES-2; �–� – ОС 101� В; 
м – маркер длины фрагментов ДНК pUC 
19/MspI (фрагменты 147, 190, 242 п.н.) 

 
Семена с гетерозиготным генотипом 

по локусу pAHAS 16–17 выявлены и в 
корзинках растений SURES-2, которые 
были задействованы в скрещиваниях с 
линией ОС 1029В. У семян из корзинок 
линии ОС 1029В идентифицирован гомо-
зиготный генотип с аллелем 176 п.н.,    
который соответствует таковому роди-
тельского растения линии ОС 1029В. 

На следующем этапе идентифицирова-
ли ПЦР-анализом по микросателлитному 
маркерному локусу pAHAS 16–17 расте-
ния F1, выращенные в поле из семян, соб-
ранных под изоляторами с корзинок 
растений линии SURES-2. Растения F1, в 
генотипе которых выявлены аллели обоих 
родительских генотипов, т.е. 176 и 191 п.н., 
использовали в дальнейшей работе для 
самоопыления под изолятором и получе-
ния семян F2.   

Индивидуальные растения F2 популя-
ций SURES-2 × ОС1019В и SURES-2 × 
ОС1029В (24 и 57 шт. соответственно), 
исследованные по маркерному локусу 
pAHAS 16–17 и по присутствию или от-
сутствию аллелей 176 и 191 п.н., могут 
быть разделены на три генотипических 
класса (таблица).  
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Таблица  
 

Расщепление по аллелям микросателлитного 
локуса pAHAS 16–17 индивидуальных рас-
тений F2 популяций SURES-2 × ОС 1019В  
и SURES-2 × ОС 1029В 
 

Аллели 
(п.н.) 

SURES-2 x ОС1019В SURES-2 x ОС1029В 
Теорети-

чески 
ожида-
емое 

Фактиче-
ски полу-

чено 

Теорети-
чески 

ожидае-
мое 

Фактически 
получено 

1�� � � 14,25 11 
1��-1�1 12 � 28,50 2� 

1�1 � 10 14,25 1� 
2

1:2:1  4,92  1,74 

 
Первый класс составили гомозиготные 

растения, в генотипе которых присутст-
вует аллель 191 п.н. линии-донора му-
тантного гена AHAS1 SURES-2. Ко 
второму классу отнесены растения с ал-
лелем 176 п.н., характерным для линий 
ОС 1019 В и ОС 1029 В. Третий класс – 
гетерозиготные растения, в генотипе ко-
торых присутствуют аллели обоих роди-
телей. Микросателлитные маркеры 
характеризуются кодоминантным типом 
наследования и, как правило, проявляют 
менделевский характер расщепления [12]. 
Теоретически в F2 должно наблюдаться 
расщепление в соотношении: одно расте-
ние с аллелем одного родителя, два – с 
аллелями обоих родителей и одно – с ал-
лелем второго родителя. В каждой из 
комбинаций скрещивания SURES-2 ×   
ОС 101� В и SURES-2 × ОС 102� В фак-
тически полученное расщепление F2 по-
пуляций по аллелям локуса pAHAS 16–17 
соответствовало теоретически ожидаемо-
му соотношению. Критерий соответствия 
2

1:2:1 в первом скрещивании равен 4,92, а 
во втором – 1,74, что значительно меньше 
2

0,05 = 5,99 для df = 2. В целом получено 
10 гомозиготных растений F2 популяции 
SURES-2 × ОС 101� В и 18 гомозиготных 
растений F2 популяции SURES-2 ×        
ОС 102� В, которые по генотипу соответ-
ствуют линии-донору мутантного гена 
AHAS1. 

Для оценки эффективности использо-
вания аллелей 191 и 176 п.н. локусу 

pAHAS 16–17 в качестве маркера герби-
цидоустойчивости в практической селек-
ции сопоставили результаты 
идентификации по аллелям гена AHAS1 и 
устойчивости к гербициду Гранстар (дей-
ствующее вещество – трибенуронметил) 
индивидуальных растений F2 комбинаций 
скрещивания Од �1�1 В × SURES-1 и    
Од 5545 В × SURES-1. Для всех растений, 
неустойчивых к действию гербицида с уг-
нетённым ростом и нетипичной морфоло-
гией, определен гомозиготный генотип по 
маркерному локусу pAHAS 16–17 с алле-
лем, который соответствует родительским 
линиям Од �1�1 В и Од 5545 В (рис. 2А: 
дорожки 3, 4; рис. 2Б: дорожки 3, 6, 8, 10). 

 

 
 

 
 

Рисунок 2 – Электрофореграмма продуктов 
амплификации ДНК растений F2  

комбинаций скрещивания Од �1�1 В × 
SURES-1 (А) и Од 5545 В × SURES-1 (Б) 

по маркерному локусу pAHAS 16–17. 
М – маркер длины фрагментов ДНК pUC 

19/MspI (фрагменты 190, 242 п.н.) 
 

Растения F2, в генотипе которых при-
сутствуют маркерные аллели обеих роди-
тельских линий, показали устойчивость к 
действию гербицида. То есть одной копии 
мутантного гена pAHAS1 достаточно для 
нормального развития растений подсол-
нечника на фоне гербицидной обработки. 
Маркерным анализом среди растений F2 
определены те, которые показывают ус-
тойчивость к гербициду и содержат две 
копии мутантного гена (рис. 3: дорожка 8).  
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Рисунок 3 – Электрофореграмма продуктов 
амплификации ДНК линий SURES-1,  
Од 5545 В и растений F2 Од 5545 В × 

SURES-1 по маркерному локусу pAHAS 16–17. 
Дорожки: 1, 10 – SURES-1;  

2–�, 10 – растения F2; � – Од 5545 В;  
м – маркер длины фрагментов ДНК pUC 

19/MspI (фрагмент 190 п.н.) 
 

Семена указанных гомозиготных по 
аллелю 191 п.н. локуса pAHAS 16-17, ус-
тойчивых к гербициду Гранстар растений 
F2 комбинаций скрещивания Од5545В × 
SURES-1, Од3171В × SURES-1, а также 
идентифицированные только по маркеру 
гена AHAS1 гомозиготные растения F2 
популяций SURES-2 × ОС1019В и 
SURES-2 × ОС1029В представляют наи-
больший интерес для селекции. В после-
дующих поколениях самоопыления у 
потомков гомозиготных, отобранных по 
маркеру 191 п.н. растений F2 возможно 
расщепление по признакам адаптивности, 
продуктивности и другим, кроме устой-
чивости к SU-гербицидам, что позволяет 
отобрать необходимые сегреганты. Такие 
рекомбинантные генотипы могут соста-
вить основу исходного материала для 
развертывания селекционной работы по 
созданию новых самоопыленных или 
аналогов лучших линий селекции СГИ-
НЦСС, адаптированных к условиям юга 
Украины с генетически детерминирован-
ной устойчивостью к гербицидам группы 
сульфонилмочевины и комплексом хо-
зяйственно ценных признаков. 
Выводы. Использование микросател-

литного маркера позволило идентифици-
ровать по аллелям гена pAHAS1 генотипы 
линий разнообразного происхождения, 
гетерозиготные в F1 и гомозиготные в F2 

растения. Расщепление F2  популяций по 
аллелям гена pAHAS1 соответствовало 
законам Менделя при отличиях родите-
лей по одному гену. Присутствие в гено-
типе растения F2 аллеля 191 п.н. локуса 
рAHAS1 в гомо- или гетерозиготном со-
стоянии обусловливает устойчивость к 
действию гербицида группы сульфонил-
мочевины и может служить основой для 
проведения маркерного отбора по данно-
му признаку. Растения F2 – носители ука-
занного гена в гомозиготном состоянии 
могут быть использованы как исходный 
материал в селекции с целью создания 
новых или аналогов современных ин-
бредных линий с генетически обуслов-
ленной устойчивостью к SU-гербицидам. 
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