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Актуальность. Микросателлитные (SSR) маркеры являются эффективным инструментом для паспортизации коллекций генетических 
ресурсов растений, а также для идентификации генов, детерминирующих важные биологические и агрономические признаки. Изучение их 
полиморфизма важно для характеристики генетического разнообразия коллекции подсолнечника (Helianthus annuus L.) Цель настоящего 
исследования – анализ нуклеотидного полиморфизма SSR-маркеров, сцепленных с генами восстановления фертильности пыльцы 
(Rf1) и устойчивости к ложной мучнистой росе (Pl5/Pl8). Материал и методы. Изученный материал включал 84 самоопыленные линии 
генетической коллекции подсолнечника ВИР, гибриды F1 и F2 от скрещивания фертильных линий ВИР 365 и RIL130, а также гибриды от 
анализирующего скрещивания. С помощью ПЦР-анализа изучали полиморфизм SSR-маркеров ORS224, ORS511, ORS799 и НА4011. Для 
определения структуры микросателлитов и оценки характера их вариабельности, амплифицированные фрагменты были клонированы 
и секвенированы. Результаты. Уникальные, отличающиеся по длине от типичных (свойственных большинству генотипов), аллели 
маркерного локуса ORS224 выявлены у четырех линий выборки, а уникальные аллели локуса ORS511 — у 10 генотипов. У линии ВИР 365 
уникальный аллель ORS511 был представлен двумя фрагментами длиной 161 пн и 240 пн, линия RIL 130 характеризовалась типичным 
фрагментом 159 пн. В F2 (ВИР 365 × RIL 130) и популяции от скрещивания ВИР 111А × (ВИР 365 × RIL 130) профили типичного и уникального 
маркеров наследовались как аллельные варианты одного локуса. Нуклеотидные последовательности уникальных аллелей отличались от 
типичных аллельных вариантов по длине и числу повторяющихся единиц (GA у ORS224 и AT/GT — у ORS511), а также наличию инделей 
и нуклеотидных замен. Отличия по длине аллельных вариантов 240 пн и 200 пн SSR-маркера НА4011 были обусловлены инделями 
длиной 80 пн, 47 пн и 4 пн. Заключение. Ряд линий генетической коллекции подсолнечника ВИР маркирован уникальными аллелями 
микросателлитных локусов ORS224 и ORS511, которые отличаются от часто встречающихся аллельных вариантов по длине и числу 
повторяющихся единиц, наличию инделей и нуклеотидных замен. Полиморфизм аллельных вариантов микросателлита НА4011 связан 
с наличием инделей 80 пн, 47 пн и 4 пн.
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Background. Microsatellite (SSR) markers are an effective tool for certifying collections of plant genetic resources, as well as for identifying genes that 
determine valuable biological and agronomic traits. The knowledge of their polymorphism is important for characterizing genetic diversity within the 
sunflower (Helianthus annuus L.) collection. The present study was aimed at analyzing nucleotide polymorphism of SSR-markers linked with the genes 
for fertility restoration (Rf1) and downy mildew resistance (Pl5/Pl8). Materials and methods. The material included 84 self-pollinated lines of VIR 
sunflower genetic collection, F1 and F2 hybrids from crosses between fertile lines VIR 365 and RIL130, and offspring from test crosses. Polymorphism of 
SSR markers ORS224, ORS511, ORS799 and НА4011 was studied by means of PCR analysis. To determine the microsatellite structure and variability, 
the amplified fragments were cloned and sequenced. Results. The unique alleles which differed from the typical ones (characteristic for most genotypes) 
were revealed in the ORS224 marker locus of four lines, and the unique alleles in the ORS511 locus were observed in 10 lines. The ORS511 unique allele 
of line VIR 365 included two 161 and 240 bp fragments, while line RIL130 was characterized by a typical 159 bp fragment. The profiles of typical and 
unique markers were inherited as allelic variants of the same locus in F2 of (VIR 365 × RIL130) and a population from VIR 111A × (VIR 365 × RIL130). 
The nucleotide sequences of unique alleles differed from typical allelic variants in the length and number of repeat units (GA in ORS224 and AT/GT 
in ORS511), and also by the presence of indels and nucleotide substitutions. Differences in length of НА4011 marker 240 and 200 bp allele variants 
were caused by 80, 47 and 44 bp indels. Conclusions. A number of lines in the VIR sunflower genetic collection are marked by the unique alleles of 
microsatellite loci ORS224 and ORS511, which differ from the frequently occurring variants in the length and number of repeat units, as well as in the 
presence of indels and nucleotide substitutions. Polymorphism of allele variants of HA4011 microsatellite is associated with the presence of indels of 
80, 47 and 4 bp.

Key words: Helianthus annuus L., self-pollinated lines, genetic collection, SSR markers, inheritance, repeat motif, indels

For citation:  
Karabitsina Yu.I., Alpatieva N.V., Kusnetsova E.B., Gavrilova V.A., Titov N.V., Radchenko E.E., Anisimova I.N. Polymorphism of 
microsatellite markers linked with Rf1 AND Pl5/Pl8 loci in sunflower Helianthus annuus L.  
Plant Biotechnology and Breeding. 2021;4(4):5-14. (In Russ.). DOI: 10.30901/2658-6266-2021-4-o1

Financial transparency. The authors have no financial interest in the presented materials or methods.  
The authors thank the reviewers for their contribution to the peer review of this work. Additional information.  
Extended data is available for this paper at https://doi.org/10.30901/2658-6266-2021-4-o1 The journal’s opinion is neutral to the pre-
sented materials, the author, and his or her employer. All authors approved the manuscript. No conflict of interest.

ORCID ID: 
Karabitsina Yu.I.  https://orcid.org/0000-0002-8384-5134 
Alpatieva N.V.   https://orcid.org/0000-0002-5531-2728 
Kusnetsova E.B.  https://orcid.org/0000-0002-9804-1286 
Gavrilova V.A.   https://orcid.org/0000-0002-8110-9168 
Radchenko E.E. https://orcid.org/0000-0002-3019-0306 
Anisimova I.N.   https://orcid.org/0000-0003-0474-8860

УДК 575.13:633.85 
Поступила в редакцию: 06.12.2021 
Принята к публикации: 20.12.2021

Acknowledgments: The research was performed within the framework of the State Assignment according to the Thematic Plan of VIR, 
Project No. 0662-2019-0001 “The Collection of Oil and Fiber Crops at VIR: Maintenance, Study, and Genetic Diversity Expansion”.

Биотехнология и селекция растений 2021;4(4)
6

https://orcid.org/0000-0002-8384-5134
https://orcid.org/0000-0002-5531-2728
https://orcid.org/0000-0002-9804-1286
https://orcid.org/0000-0002-8110-9168
https://orcid.org/0000-0002-3019-0306
https://orcid.org/0000-0003-0474-8860


Введение

Подсолнечник Helianthus annuus L. — ведущая мас-
личная культура в России и основная в ряде стран мира. 
Производство семян подсолнечника в настоящее вре-
мя основано на возделывании высокопродуктивных, 
устойчивых к болезням и вредителям сортов и гибридов. 
В общей структуре сортовых посевов в Российской Феде-
рации доля площадей, занятых отечественными сортами 
и гибридами, не превышает 28% (Bochkovoy et al., 2019). 
Так, в государственном реестре сортов, зарегистриро-
ванных на территории РФ (по данным 2021 г.), числится 
764 сорта и гибрида, из них всего 219 гибридов россий-
ской селекции (State Register of Selection Achievements, 
URL : https://reestr.gossortrf.ru). Для получения семян 
F1 гибридов подсолнечника в качестве материнских 
форм используются линии с цитоплазматической муж-
ской стерильностью (ЦМС) преимущественно РЕТ1-ти-
па (Leclerq, 1969). Приоритетная задача при создании 
межлинейных гибридов подсолнечника заключается 
в расширении генетического разнообразия родительских 
форм — материнских стерильных линий и отцовских 
восстановителей фертильности. Для восстановления фер-
тильности пыльцы при ЦМС РЕТ1-типа необходимо при-
сутствие в генотипе доминантного аллеля гена Rf1, лока-
лизованного в группе сцепления 13 (LG13) (Horn et al., 
2003). Особое внимание при создании гибридов уделя-
ется наличию у родительских линий эффективных генов 
устойчивости к фитопатогенам, в том числе к возбудите-
лю ложной мучнистой росы — грибу Plasmopara halstedii 
(Farl) Berl. & De Toni), заразихе Orobanche cumana Wallr. 
и другим (Antonova et al., 2011).

Вследствие эффекта «бутылочного горлышка», 
на ранних этапах селекции культурный подсолнечник 
имеет узкую генетическую основу, поэтому особое значе-
ние для расширения генофонда культуры имели методы 
интрогрессии ценных генов от диких видов и примитив-
ных форм (Baute et al., 2015). В связи с задачами селек-
ции, важное значение приобрели исследования генетиче-
ского разнообразия исходного селекционного материала. 
Значительный прогресс в изучении генетического разно-
образия подсолнечника был достигнут благодаря широко-
му использованию молекулярных маркеров. Для оценки 
уровня генетического разнообразия селекционных линий 
и коллекционных образцов, выяснения степени их род-
ства, в исследованиях по межвидовой гибридизации при-
менялись различные типы молекулярных маркеров: RFLP 
(Berry et al. 1995; Gentzbittel et al., 1995), RAPD (Arias, 
Rieseberg, 1995), AFLP (Hongtrakul et al., 1997, Cheres, 
Knapp, 1998). В последние десятилетия широкое распро-
странение у подсолнечника и других культурных расте-
ний получили молекулярные маркеры, микросателлитные 
(SSR от англ. Simple Sequence Repeats) и SNP (от англ. 
Single Nucleotide Polymorphism). Они нашли применение 
в исследованиях генотипической структуры коллекций, 

сохраняемых в генетических банках семян (Garayalde 
et al., 2011; Filippi et al., 2015; 2020), а также при анализе 
уровня генетического разнообразия селекционных линий 
(Sujatha et al., 2008; Darvishzadeh et al., 2010; Dimitrijević 
et al., 2010; Duca et al., 2013; Zia et al., 2014; Mwangi et al., 
2019).

Полиморфизм микросателлитных последователь-
ностей и возможности их использования для генотипи-
рования у H.  annuus впервые были продемонстрирова-
ны Н. Паньего с соавторами (Paniego et al., 2002). Из 170 
праймеров авторы отобрали 20 маркеров, оказавшихся 
наиболее информативными при анализе 16 образцов куль-
турного подсолнечника H.  annuus. Среднее число алле-
лей на локус варьировало от 3 до 8, а уровень полимор-
физма составил 0,55. Первая карта микросателлитных 
повторов генома H. annuus, включающая 579 полиморф-
ных локусов, была получена С. Тангом (Tang et al., 2002). 
Эта карта в дальнейшем послужила основой для поиска 
молекулярных маркеров, сцепленных с генами интере-
са. К настоящему времени идентифицированы SSR-мар-
керы, сцепленные с локусами Plarg (LG1), Pl6 (LG8) 
и Pl5/Pl8  (LG13), детерминирующими устойчивость 
к широкому набору рас возбудителя ложной мучнистой 
росы P.  halstedii. Показаны возможности применения 
SSR-маркеров для идентификации этих генов в селекци-
онном материале (Ramazanova, Antonova, 2019). Опре-
делены отличающиеся по размеру варианты маркеров 
ORS610, ORS716, ORS1039, ORS1182, сцепленных с алле-
лями устойчивости/восприимчивости к патогену в локу-
сах Plarg (Wieckhorst et al., 2010; Imerovski et al., 2014; 
Solodenko, Fait, 2017) и Pl5/Pl8 (Şahin et al., 2018). Кар-
тированы SSR-маркеры гена Rf1, контролирующего при-
знак восстановления фертильности пыльцы при ЦМС 
РЕТ1-типа (Yue et al., 2010; Bulos et al., 2013). Диагности-
ческая ценность ряда микросателлитных маркеров оцене-
на с использованием методов ассоциативного и гибридо-
логического анализов (Markin et al., 2013; 2017; Anisimova 
et al., 2021). Однако, детальные исследования полимор-
физма аллелей микросателлитных локусов у подсолнеч-
ника до сих пор не проводились, информация о характе-
ристике отличающихся по длине аллельных вариантов 
отсутствует. Цель настоящего исследования – характери-
стика нуклеотидного полиморфизма трех локализован-
ных в группе сцепления 13 H. annuus микросателлитных 
маркеров, сцепленных с генами восстановления фертиль-
ности пыльцы (Rf1) и устойчивости к ложной мучнистой 
росе (Pl5/Pl8).

Материал и методы

Изученный материал включал 84 самоопыленные 
линии генетической коллекции подсолнечника H. annuus. 
Большинство из них созданы в ВИР в результате мно-
голетних исследований; в их происхождении принима-
ли участие 66 различных источников: сорта российской 
и зарубежной селекции, внутривидовые и межвидо-
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вые гибриды, а также российские и зарубежные линии 
(Gavrilova et al., 2014). Коллекция изученных линий 
характеризовалась разнообразием морфологических при-
знаков: высотой растения (от 60 до 170 см), окраской 
листовой пластинки (зеленая, темно-зеленая, светло-зеле-
ная, салатная), характером прикрепления к стеблю и дли-
ной черешка (длинный, короткий, эректоидный, сидя-
чий), наличием и разными типами ветвления (отсутствие 
ветвления, верхнее или нижнее ветвление, ветвление 
по всему стеблю из каждой пазухи листа), формой (длин-
ные, короткие, полное отсутствие, махровые) и окраской 
(желтые, лимонные, красные, желто-коричневые) ложно-
язычковых цветков. В зависимости от предполагаемого 
генотипа по локусу Rf1, линии относились к следующим 
группам: стерильные линии ЦМС (генотип rf1rf1), закре-
пители стерильности (генотип rf1rf1) и восстановители 
фертильности пыльцы (генотип Rf1Rf1). Генотипы линий 
по локусу Rf1 установлены методом тестерных скрещи-
ваний (Rozhkova, Anaschenko, 1977; Gavrilova, Rozhkova, 
2005; Gavrilova et al., 2014), а также с помощью диагнос-
тических молекулярных маркеров (Anisimova et al., 2021).

Суммарную ДНК выделяли из настоящих листьев 
полевых растений пятинедельного возраста с использо-
ванием СТАВ-буфера (Li et al., 2007). Для анализа поли-
морфизма микросателлитов, сцепленных с локусом 
Rf1, были выбраны три диагностических SSR-марке-
ра: ORS224, ORS511, ORS799. Их расстояние от локуса 
по данным разных исследователей, варьирует от 2,2 сМ 
для ORS511 до 18,8 сМ для ORS224 (Yue et al., 2010; 
Bulos et al., 2013; Anisimova et al., 2021). Изучали так-
же полиморфизм вариантов SSR-маркера НА4011, кото-
рый ассоциирован с геном Pl8, относящимся к сложному 
кластеру Pl5/Pl8 (Şahin et al., 2018). Последовательно-
сти праймеров ORS224, ORS511, ORS799 были отобра-
ны из базы данных, опубликованной С. Тангом (Tang 
et al., 2002), последовательности праймеров, фланкирую-
щих локус НА4011 опубликованы в работах Н. Паньего 
(Paniego et al., 2002) и Э. Шахин (Şahin et al., 2018). Раз-
деление амплифицированных (клонированных) фрагмен-
тов ДНК проводили в 3% агарозном геле. В качестве мар-
кера для определения размера фрагментов использовали 
GeneRuler 100 bp DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific, 
USA).

Для оценки полиморфизма нуклеотидных после-
довательностей аллелей микросателлитных локу-
сов, амплифицированные фрагменты были клони-
рованы и секвенированы. Продукты амплификации 
выделяли из реакционной смеси с помощью набо-
ра реактивов «Cleanup Standard» (Евроген, Москва) 
и клонировали в клетках штамма DH5α Escherichia coli 
с использованием вектора pAL-TA (Евроген, Москва). 
Клоны отбирали с помощью ПЦР. Протоколы лиги-
рования, трансформации и анализа данных приведе-
ны в Методических указаниях ВИР (Alpatieva et al., 
2019). Секвенирование фрагментов выполнено на при-
боре ABI Prism3500xL (Applied Biosystems, USA) в Цен-

тре коллективного пользования научным оборудованием 
«Геномные технологии, протеомика и клеточная биоло-
гия» ФГБНУ ВНИИСХМ.

Для определения аллельных отношений вариантов 
маркера ORS511: было выполнено скрещивание фертиль-
ной линии ВИР 365, ее предварительно стерилизовали 
обработкой гиббереллином (Anashchenko, 1967), с лини-
ей — восстановителем фертильности пыльцы RIL 130; 
получены гибриды F1 и F2; проведено скрещивание со 
стерильной линией ВИР 111А (ЦМС РЕТ1), у которой мар-
кер отсутствовал. Скрещивания проводили в 2015 и 2016 
годах на Кубанской опытной станции — филиале ВИР. 
Гибриды F1 выращены в 2016 году на Кубанской опытной 
станции —филиале ВИР и на опытном поле НПБ «Пуш-
кинские и Павловские лаборатории ВИР» (ППЛ ВИР), 
гибриды F2 (ВИР 365 × RIL 130) и ВИР 111А × (ВИР 365 × 
RIL 130) —в 2017 году на опытном поле ППЛ ВИР.

Для статистической обработки результатов расщепле-
ния применяли метод хи -квадрат (χ2).

Результаты и обсуждение

У 55 линий выборки полиморфизм микросателлитных 
локусов ORS224, ORS511 и ORS799 изучен ранее с помо-
щью системы микрочипового электрофореза для исследо-
вания нуклеиновых кислот MCE-202 MultiNA (Shimadzu, 
Япония) (Karabitsina et al., 2016). В результате этого 
исследования для каждого из микросателлитных локусов 
были идентифицированы отличающиеся по длине вари-
анты маркерных фрагментов. У ряда линий маркерные 
фрагменты не удалось амплифицировать, поэтому такие 
варианты были обозначены как «нулевые». «Нулевые» 
аллели в трех локусах были характерны для рецессив-
ных гомозигот rf1rf1, но отмечались также и у отдельных 
фертильных линий-закрепителей стерильности и вос-
становителей фертильности пыльцы. В локусах ORS224 
и ORS511, наряду с «типичными» (по С. Тангу с соав-
торами, Tang et al., 2002) аллелями, выявлены новые, 
не описанные в литературе. Наибольшее число аллелей 
отмечено для локуса ORS511: в нем выявлено 5 аллелей 
(«нулевой», 201-214 пн, 161+240 пн, 198 пн и типичный 
159 пн), в то время как для локусов ORS224 и ORS799 
идентифицировано соответственно четыре («нулевой», 
105-106 пн, 124+140-146 пн, типичный 136 пн) и два аллеля 
(«нулевой» и типичный 143 пн) (Karabitsina et al., 2016).

Линии ВИР 210 и ВИР 370 характеризовались уни-
кальными профилями микросателлитов ORS224 
(105-106 пн) и ORS511 (210-214 пн), а линии ВИР 376 
и ВИР 378 обладали уникальным аллелем ORS224 
(124 пн) и типичным ORS511 (159 пн). Заметим, что линии 
ВИР 376 и ВИР 378 получены на основе одного и того 
же источника — линии ВИР 104, в происхождении кото-
рой, по данным анализа полиморфизма запасного бел-
ка семян гелиантинина, по-видимому, участвовали фор-
мы однолетнего дикорастущего подсолнечника (Gavrilova 
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et al., 2014). Всего в изученной выборке генотипов четы-
ре линии (ВИР 210, ВИР 370, ВИР 376 и ВИР 378) харак-
теризовались уникальными профилями маркера ORS224, 
тогда как уникальные аллели маркерного локуса ORS511 
встречались чаще: они были характерны для 10 линий 
(ВИР 210, ВИР 370, ВИР 376, ВИР 378, ВИР 343, ВИР 381, 
ВИР 365, ВИР 705, ВИР 377, ВИР 130Б). Лишь две из 10 
линий, у которых были выявлены уникальные аллели 
микросателлитных локусов ORS224 и ORS511 — ВИР 130 
и ВИР 377 — не являлись восстановителями фертильно-
сти, то есть были рецессивными гомозиготами по локу-
су Rf1.

Результаты оценки размера амплифицированных 
фрагментов с использованием системы микрочипово-
го электрофореза имеют погрешность ±5 пн, поэтому 
полученные в исследовании Ю Карабициной с соавто-
рами (Karabitsina et al., 2016) размеры ампликонов отли-
чались от приведенных в оригинальной работе С. Тан-
га с соавторами (Tang et al., 2002). Кроме того, одной 
из причин появления уникальных ампликонов у ряда 
линий могла быть неспецифическая амплификация. Для 
того, чтобы уточнить, являются ли уникальные алле-
ли маркера ORS511 аллельными вариантами одного 
и того же локуса, мы изучили наследование ампликонов 
в расщепляющейся гибридной популяции F2 ВИР 365 × 
RIL 130, а также у растений популяции от скрещивания 
ВИР 111А × (ВИР 365 × RIL 130). У линии ВИР 365 ампли-

коны, полученные с парой праймеров ORS511, были пред-
ставлены двумя фрагментами —размером 161 пн и 240 пн, 
у линии RIL 130 – одним фрагментом размером 159 пн, 
свойственным большинству генотипов; у стерильной 
линии ВИР 111 с ЦМС РЕТ1-типа (рецессивный генотип 
по локусу rf1rf1), фрагменты отсутствовали (Karabitsina 
et al., 2016).

В F2 (ВИР 365 × RIL 130) наблюдали два профиля 
амплифицированных фрагментов: фенотип отцовского 
родителя RIL 130 (единичный фрагмент размером 159 пн 
и фенотип материнского родителя ВИР 365, включавший 
два ампликона длиной 161 пн и 240 пн). Разница в под-
вижности между фрагментами 159 пн и 161 пн на электро-
фореграммах незаметна, поэтому гетерозиготы (гибрид-
ный фенотип) и гомозиготы по аллелю, характерному 
для линии ВИР 365, не различались. Соотношение фено-
типических классов соответствовало теоретически ожи-
даемому 3:1 (χ²=0,27; p>0,05) (рис. 1, табл. 1). Популяция 
Fa ВИР 111А × (ВИР 365 × RIL 130) расщеплялась на два 
фенотипических класса, соответствовавших фенотипам 
линий ВИР 365 и RIL 130; их соотношение соответство-
вало ожидаемому 1:1 (χ²=0,38; p>0,05). Рекомбинантные 
фенотипы в обеих популяциях не обнаружены. Резуль-
таты гибридологического анализа позволили предполо-
жить, что в локусе ORS511 линии ВИР 365 находятся две 
тесно сцепленные дуплицированные последовательно-
сти.

Рис. 1. Электрофореграммы продуктов амплификации 
маркера ORS511. 

а) F2 (ВИР 365 × RIL 130): 1 – RIL 130, 2 – ВИР 365, 3-16 – растения F2;  
б) ВИР 111А × (ВИР 365 × RIL 130: 1 – RIL 130, 2 – ВИР 365, 3-8 – гибридные растения, 

М – маркер молекулярного веса ДНК
Fig. 1. Electrophoregrams of the marker ORS511 amplification products. 

а) F2 (VIR 365 × RIL 13), 1 – RIL 130, 2 – VIR 365, 3-16 – F2 plants;  
б) VIR 111А × (VIR 365 × RIL 130: 1 – RIL 130, 2 – VIR 365, 3-8 – hybrid plants, 

М – DNA molecular weight marker
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Таблица 1. Наследование аллелей микросателлитного локуса ORS511 в гибридных 
популяциях F2 (ВИР 365 × RIL 130) и ВИР 111А × (ВИР 365 × RIL 130)

Table 1. Inheritance of alleles of the microsatellite locus ORS511 in hybrid F2 
populations (VIR 365 × RIL 130) and VIR 111А × (VIR 365 × RIL 130)

Гибрид
Hybrid 

Число растений с аллелями
Number of plants with alleles

Ожидаемое 
соотношение
Expected ratio

χ² р
159 пн 161, 240 пн

F2 (ВИР 365 × RIL 130) 44 17 3 : 1 0,27 > 0,05
ВИР 111А × (ВИР 365 × RIL 130) 19 23 1 : 1 0,38 > 0,05

Для уточнения структуры изучаемых аллелей ORS224 
и ORS511, амплифицированные фрагменты из отдель-
ных генотипов выделяли из геля, клонировали и секве-
нировали. Полиморфизм нуклеотидных последователь-
ностей аллельных вариантов локуса ORS224 изучали 
у линий ВИР 376 и ВИР 740. Согласно литературным 
данным, аллель микросателлитного локуса ORS224 дли-
ной 136 пн имеет структуру (GA)8N2(GA)13 (Tang et al., 

2002). Варианты маркерного фрагмента ORS224 отли-
чались по структуре и длине у изученных генотипов 
(рис. 2). У линии ВИР 740 последовательность ORS224 
длиной 127 пн включала 20 динуклеотидов GA, а вари-
антный аллель линии ВИР 376 имел длину 113 пн, содер-
жал 13 повторов GA и отличался от стандартного нали-
чием делеции семи динуклеотидов GA в позиции 90 от 
начала фрагмента.

Рис. 2. Выравнивание нуклеотидных последовательностей аллельных вариантов 
микросателлитного локуса ORS224 линий ВИР 376 и ВИР 740
Fig. 2. Alignment of nucleotide sequences of the microsatellite locus 

ORS224 allelic variants from lines VIR 376 and VIR 740

Полиморфизм аллельных вариантов маркера ORS511 
изучали у линий ВИР 740, ВИР 376, ВИР 210 и ВИР 370. 
Согласно ранее полученным оценкам, для линий ВИР 740 
и ВИР 376 характерен типичный аллель ORS511 длиной 
около 158 пн. У линий ВИР 210, ВИР 370 и ВИР 130 Б 
выявлены отличающиеся по длине варианты марке-
ра ORS511. Длина фрагмента у линии ВИР 210 состави-
ла 210-214 пн, у ВИР 370 – 244 пн, а у линии ВИР 130 Б – 
198 пн (Karabitsina et al., 2016). Результаты анализа 
клонированных и секвенированных фрагментов пока-
зали, что полиморфные аллели локуса ORS511 у разных 
генотипов различаются не только по числу динуклеотид-
ных мотивов AT и GT, но также по наличию вставки пяти 

нуклеотидов G внутри микросателлита и однонуклео-
тидных замен во фланкирующих последовательностях 
у линий ВИР 370 и ВИР 210 (рис. 3). У отдельных рас-
тений линий ВИР 740 и ВИР 376 наблюдали гетероген-
ность ампликонов ORS511: у линии ВИР 740 присутство-
вали варианты 154 пн и 158 пн, а у линии ВИР 376 – 156 
и 158 пн. Такие различия могли быть обусловлены спе-
цифической ошибкой амплификации (проскальзыванием 
матричной цепи). Внутрилинейный полиморфизм микро-
сателлитных маркеров, а также наличие дуплицирован-
ных локусов, наблюдали и другие исследователи (Paniego 
et al., 2002). У линий ВИР 210 и ВИР 370 обнаружены 
транзиция (Т→С) в пределах повторяющегося мотива AT, 
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а также транзиция (G→A) и трансверсия (A→C) во флан-
кирующих областях. По литературным данным, нуклео-
тидная последовательность микросателлитного локуса 
ORS511 имеет структуру (AT)7(GT)12, а длина маркерного 
фрагмента составляет 156 пн (Tang et al., 2002). Отличия 
по длине аллельных вариантов линий ВИР 210 и ВИР 370 
от типичного аллеля (характерного для линии ВИР 740) 

связаны с наличием вставки из пяти нуклеотидов G 
в повторяющейся GT-области, а также наличием вставки 
из шести повторов АТ и семи — GT (см. рис 3, табл. 2). 
Выявленный полиморфизм можно объяснить высоким 
темпом мутирования в изучаемых локусах (особенно 
в микросателлитных последовательностях большого раз-
мера), а также неравным кроссинговером.

Рис. 3. Выравнивание нуклеотидных последовательностей аллельных вариантов 
микросателлитного локуса ORS511 линий ВИР 740, ВИР 376, ВИР 130 Б, ВИР 370, ВИР 210

Fig. 3. Alignment of nucleotide sequences of the microsatellite locus ORS511 allelic 
variants from lines VIR 740, VIR 376, VIR 130 B, VIR 370, VIR 210
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Таблица 2. Нуклеотидный полиморфизм типичного и уникальных аллелей локуса ORS511
Table 2. Nucleotide polymorphism of typical and unique alleles of the microsatellite locus ORS511

Линия
Line

Число повторяющихся 
единиц

Number of repeat units
Длина 

фрагмента, пн
Fragment 
length, bp

Наличие 
вставки 5G
Presence of 
5G insertion 

Наличие SNP во 
фланкирующих 

последовательностях
Presence of SNPs in 
flanking sequencesAT GT

ВИР 740 7, 10 10, 11 154, 158 - -
ВИР 376 9 10, 11 156, 158 - -
ВИР 210 12, 13 + АС 16, 17 183 + +
ВИР 370 13 + АС 16, 17 181, 183 + +

У разных генотипов выборки наблюдали два варианта 
отличавшихся по длине продуктов амплификации с парой 
праймеров НА4011: размером 200 пн и 240 пн. Согласно 
ранее опубликованным данным (Şahin et al., 2018), мар-
керный фрагмент гена устойчивости Pl8 имеет размер 
240 пн, тогда как у генотипов, не имеющих аллеля устой-
чивости, длина фрагмента составляет 200 пн. Так, у сте-

рильной линии ВИР 116А амплифицированный фрагмент 
НА4011 имел длину 200 пн, а у фертильных линий 
ВИР 740, ВИР 210, ВИР 365 и ВИР 558 — около 240 пн. 
Результаты анализа полиморфизма нуклеотидных после-
довательностей аллельных вариантов НА4011 показали, 
что отличия по длине двух аллельных вариантов обуслов-
лены инделями длиной 80 пн, 47 пн и 4 пн (рис. 4).

Рис. 4. Выравнивание нуклеотидных последовательностей аллельных вариантов 
микросателлитного локуса НА4011 линий ВИР 116А, ВИР 740, ВИР 210, ВИР 365 и ВИР 558

Fig. 4. Alignment of nucleotide sequences of the microsatellite locus НА4011 allelic 
variants from lines VIR 116A, VIR 740, VIR 210, VIR 365 and VIR 558
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Полученные результаты свидетельствуют о том, 
что все три изученных микросателлитных локуса имеют 
в своей структуре повторяющиеся динуклеотидные моти-
вы: ORS224 и НА4011 – мотив GA, ORS511 – два моти-
ва (AT и GT). Эти данные согласуются с наблюдениями 
Н. Паньего с соавторами (Paniego et al., 2002), показав-
ших, что в геноме H. annuus преобладают микросателлит-
ные мотивы (GA)n, (GT)n, (AT)n, тогда как (ATT)n, (TGG)
n, и (ATC)n, а также тетрануклеотид (CATA)n встреча-
ются значительно реже. Заслуживает внимания нали-
чие точковой мутации в пределах повторяющегося моти-
ва микросателлита ORS511 у линий ВИР 210 и ВИР 370, 
а также вставки из пяти нуклеотидов G в повторяю-
щейся области у этих линий. Как следует из литератур-
ных источников, частота мутирования в микросател-
литных локусах в 10-100000 раз выше, чем в других 
областях генома, но мутации в микросателлитах пре-
имущественно связаны с изменением числа повторяемых 
мотивов, а не с точковыми мутациями (Galinskaya et al., 
2019). Микросателлиты ORS224 и ORS511 характеризова-
лись вариабельностью по длине за счет изменения числа 
повторов, тогда как варианты последовательности в локу-
се НА4011 длиной 200 пн и 240 пн различались наличи-
ем вставок/делеций по всей длине исследованного фраг-
мента.

Отсутствие фрагмента («нулевой» аллель) в ПЦР 
с парами праймеров ORS224 и ORS511 наблюдалось 
у стерильных линий с ЦМС РЕТ1-типа и фертильных 
линий-закрепителей стерильности, то есть у рецессив-
ных гомозигот по локусу Rf1. Кроме того, такие аллели 
наблюдали и у отдельных линий-восстановителей фер-
тильности (Karabitsina et al., 2016). Согласно данным 
из литературных источников, «нулевые» аллели негатив-
но сказываются на оценке результатов популяционно-ге-
нетических исследований. Наиболее вероятной причиной 
«нулевых» аллелей микросателлитных локусов считается 
недостаточно эффективный отжиг праймеров вследствие 
мутаций во фланкирующих последовательностях, в част-
ности, на 3'-конце сайта праймирования (Dakin, Avise, 
2004).

Заключение

У представителей репрезентативной выборки, вклю-
чающей 84 линии генетической коллекции ВИР раз-
личного происхождения, описаны и детально охаракте-
ризованы полиморфные аллели SSR-локусов ORS224 
и ORS511, сцепленных с геном Rf1, а также локу-
са НА4011, ассоциированного с геном Pl8, относящим-
ся к сложному кластеру Pl5/Pl8. Уникальные варианты 
маркера ORS224 выявлены у четырех линий, уникаль-
ные аллели ORS511 характерны для 11,9% изученных 
линий. Они отличаются от часто встречающихся аллель-
ных вариантов по длине и числу повторяющихся единиц, 
наличию инделей и нуклеотидных замен. Охарактеризо-
ванные в работе уникальные аллели микросателлитных 

локусов свидетельствуют об уникальности генетической 
коллекции подсолнечника и могут быть использованы 
как маркерные признаки при паспортизации отдельных 
линий.
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