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Актуальность. При создании промышленных гибридов подсолнечника (Helianthus annuus L.) преимущественно используется генетическая 
система ЦМС-Rf на основе цитоплазматической мужской стерильности РЕТ1-типа. Ключевым геном в селекции гибридов является Rf1, 
необходимый для восстановления фертильности пыльцы растений F1. Эффективным инструментом для идентификации генотипов 
родительских линий по локусу Rf1, контроля однородности, а также определения генетической чистоты партий гибридных семян являются 
молекулярно-генетические маркеры, апробированные на различном генетическом материале. В настоящем исследовании для идентификации 
генотипов линий генетической коллекции подсолнечника ВИР и межлинейных гибридов F2 использованы доступные из литературных 
источников аллель-специфичные маркеры генов-кандидатов локуса Rf1. Материал и методы. Изучены две выборки генотипов: 46 линий 
генетической коллекции подсолнечника ВИР, ранее охарактеризованных в полевых опытах по способности к восстановлению фертильности 
пыльцы, и 80 фенотипированных по признакам фертильности/стерильности растений, из расщепляющихся популяций F2 от скрещиваний 
линии ЦМС ВИР 116А с восстановителями фертильности ВИР 740 и RIL 130. Линии различались по типу цитоплазмы и наличию SCAR-
маркера HRG02, тесно сцепленного с локусом Rf1. Линии генотипированы с использованием маркеров, специфичных для доминантного 
(PPR621.5R, SRF833, 67N04_P_170) и рецессивного (PPR621.5M, 67N04_P_155) аллелей генов-кандидатов Rf1. Маркерные фрагменты 
PPR621.5M и PPR621.5 R, амплифицированные у шести генотипов, были выделены и секвенированы. Результаты. Нуклеотидные 
последовательности маркеров PPR621.5М и PPR621.5R отличались по четырём SNP и были полностью идентичными с опубликованными 
в литературе. У линий ЦМС и большинства закрепителей стерильности идентифицированы маркеры PPR621.5М и 67N04_P_155, специфичные 
для аллеля rf1. Девятнадцать из 21 линии, характеризовавшейся стерильной цитоплазмой и наличием маркера HRG02, имели по три маркера, 
специфичных для доминантного аллеля; у двух линий обнаружены по два аллель-специфичных маркера. У четырёх из семи восстановителей 
фертильности (стерильная цитоплазма, без маркера HRG02) выявлено по два или три маркера, специфичных для доминантного аллеля, у трёх 
линий идентифицированы лишь маркеры рецессивного аллеля. Обнаружены генотипы F2, возникшие в результате рекомбинации между 
SCAR-маркером HRG02 и аллель-специфичными маркерами. Заключение. Подтверждены эффективность аллель-специфичных маркеров 
генов-кандидатов локуса Rf1 для генотипирования линий подсолнечника и их диагностическая ценность для отбора целевых генотипов из 
расщепляющихся гибридных популяций.
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Background. The CMS-Rf genetic system based on the PET1-type cytoplasmic male sterility (CMS) is commonly used to create commercial sunflower 
(Helianthus annuus) hybrids. The Rf1 gene, of key importance for hybrid breeding, is necessary for restoring pollen fertility in F1 plants. The molecular 
genetic markers tested on various genetic materials are an effective tool for identifying parental line genotypes at the Rf1 locus, controlling homogeneity, 
and determining the genetic purity of hybrid seed lots. In the present study, the allele-specific markers of the Rf1 candidate genes available from 
literature were used to genotype lines from the VIR sunflower genetic collection and F2 hybrids. Material and methods. The study concentrated on 
two sample sets of genotypes, one of which contained 46 lines from the VIR sunflower genetic collection, previously characterized in field experiments 
for the pollen restoration ability, and the other 80 plants from segregating F2 populations from crosses of the CMS VIR 116A line with fertility restorers 
VIR 740 and RIL 130, phenotyped for fertility/sterility. The lines differed in respect of the cytoplasm type and the presence of the SCAR marker 
HRG02 closely linked to the Rf1 locus. The lines have been genotyped using markers specific for the dominant (PPR621.5R, SRF833, 67N04_P_170) 
and recessive (PPR621.5M, 67N04_P_155) alleles of the Rf1 candidate genes. The PPR621.5M and PPR621.5 R, marker fragments amplified in six 
genotypes, have been isolated and sequenced. Results. The nucleotide sequences of PPR621.5M and PPR621.5R turned out to be different in four 
SNPs and completely identical to those presented in the published literature. The PPR621.5M and 67N04_P_155 markers specific for the rf1 allele were 
identified in CMS lines and the majority of sterility maintainers. Nineteen out of 21 lines characterized by sterile cytoplasm and the presence of the 
HRG02 marker had three markers specific for the dominant allele; two lines had two allele-specific markers. Four out of seven fertility restorers (sterile 
cytoplasm, without the HRG02 marker) were found to contain two or three markers specific for the dominant allele, while three lines had only markers 
for the recessive allele. The F2 genotypes resulting from recombination between the SCAR marker HRG02 and allele specific markers were detected. 
Conclusion. The study confirmed efficiency of allele-specific markers of the Rf1 locus candidate genes for genotyping sunflower lines, as well as their 
diagnostic value for selecting target genotypes from segregating hybrid populations.
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Введение

Подсолнечник однолетний Helianthus annuus L. – цен-
ная масличная культура, занимающая четвертое место 
в мире среди масличных растений и основная в Россий-
ской Федерации. Производство семян подсолнечника 
базируется на возделывании высокопродуктивных, устой-
чивых к болезням и вредителям гетерозисных гибри-
дов. В качестве материнских форм при получении гибри-
дов преимущественно используются стерильные линии 
(А) на основе цитоплазматической мужской стерильно-
сти (ЦМС) РЕТ1-типа, источник которой впервые был 
обнаружен французским исследователем П. Леклерком 
в потомстве от межвидового скрещивания подсолнечни-
ка черешкового H. petiolaris Nutt. с культурным подсол-
нечником H. annuus (сорт Армавирский 9345 селекции 
ВНИИМК) (Leclerq, 1969). Для получения семян мате-
ринской линии ЦМС проводят скрещивания с линией 
В, закрепителем стерильности. Ядерные гены В-линии 
идентичны генам стерильной линии А, тогда как орга-
нельные геномы различны: митохондриальная ДНК рас-
тений с ЦМС РЕТ1 содержит открытую рамку считыва-
ния orfH522, продукт которой – белок с молекулярной 
массой 16 кДа – оказывает токсическое действие на мате-
ринские клетки пыльцы, что приводит к стерильности 
(Horn et al., 1991). Отцовскими компонентами скрещива-
ний при получении гибридов служат линии R – восста-
новители фертильности пыльцы. В большинстве случа-
ев используемые при создании гибридов восстановители 
фертильности пыльцы несут доминантный аллель гена 
Rf1.

Первоначально ген восстановления фертильности был 
интрогрессирован в генотипы линий H. annuus от дико-
растущего техасского подсолнечника H. annuus subsp. 
texanus по классификации Heiser (Heiser, 1951). Создан-
ная с их участием линия T66006-2-1-B послужила доно-
ром доминантных аллелей Rf1 в последующей селекции 
подсолнечника (Kinman, 1970; Baute et al., 2015). Ген Rf1 
является основной генетической детерминантой, контро-
лирующей признак восстановления фертильности пыль-
цы в гибридной селекции подсолнечника на основе ЦМС 
РЕТ1-типа. Еще один ген, Rf2, необходимый для полного 
восстановления фертильности при ЦМС PET1, был обна-
ружен в результате скрещивания T66006-2-1-B c местным 
сортом ‘MZ01398’. Этот ген присутствует в большинстве 
линий закрепителей стерильности и восстановителей 
фертильности (Anashchenko, Duka, 1985; Serieys, 2005).

Известно большое число и других источников ЦМС 
подсолнечника, полученных на основе межвидовых скре-
щиваний (Choudhari, Bagade, 2019), однако их использо-
вание в селекции ограничено из-за отсутствия надежных 
источников генов восстановления фертильности и нега-
тивного влияния стерильной цитоплазмы на проявление 
хозяйственно ценных признаков гибридов. В литерату-
ре сообщалось об 11 генах, ассоциированных с призна-
ком восстановления фертильности пыльцы в различ-

ных генетических системах ЦМС-Rf у подсолнечника 
(Horn et al., 2003; Yue et al., 2010; Feng, Jan, 2008; Zhang 
et al., 2023, Trubacheeva et al., 2024). Ген Rf3, также вос-
станавливающий фертильность при ЦМС РЕТ1, обнару-
жен в генотипах линии RHA 340, производной скрещива-
ния HA89*3/H. argophyllus 415) (Jan, Vick, 2007) и линии 
кондитерского подсолнечника RHA 280, полученной из 
сорта ‘Sundak Sel’ (Abratti et al., 2008; Liu et al., 2012). Ген 
Rf4 необходим для восстановления фертильности пыль-
цы при ЦМС GIG2-типа (Feng, Jan, 2008), Rf-PEF1 – при 
ЦМС PEF1 (Schnabel et al., 2008).

Ген Rf1 картирован в группе сцепления 13 (LG13) моле-
кулярно-генетической карты подсолнечника (Jan et al., 
1998). В LG13 также локализованы гены Rf5, Rf7 (Qi et al., 
2012; Talukder et al., 2019) и Rf-PET2 (Sajer et al., 2020). 
В LG3 картированы гены Rf4, Rf6 и Rf9 (Feng, Jan, 2008; 
Liu et al., 2013; 2023), в LG7 – ген Rf3 (Abratti et al., 2008; 
Liu et al., 2012).

Поиск новых доноров генов восстановления фертиль-
ности пыльцы (Rf) для создания отцовских линий гибри-
дов является весьма трудоёмким процессом. Он требу-
ет проведения тест-скрещиваний и фенотипирования 
растений F1 по признакам мужской фертильности/сте-
рильности. Решению этой задачи могут способствовать 
молекулярные маркеры. Исследования в области мар-
кер-опосредованной селекции подсолнечника сосредото-
чены на разработке молекулярных маркеров, тесно сце-
пленных с локусом Rf1 (Radanovi´c, 2022; Trubacheeva 
et al., 2024). До недавнего времени для маркирования 
генотипов подсолнечника по локусу Rf1 преимуществен-
но использовались сцепленные с ним SCAR-маркеры 
HRG01 и HRG02, картированные на расстояниях 0,8 cM 
и 2,0 сМ, соответственно. Маркеры показали высокую 
диагностическую ценность, но из-за возможных реком-
бинационных событий, а также доминантного характе-
ра наследования они не обладают 100%-ной эффективно-
стью при отборе целевых генотипов в расщепляющихся 
популяциях (Horn et al, 2003; Anisimova et al., 2021).

Трудности разработки аллель-специфичных мар-
керов обусловлены сложной организацией локуса Rf1. 
По данным независимых исследований, потенциаль-
ные гены-кандидаты в локусе Rf1 локализованы в двух 
обширных районах группы сцепления 13 с размерами 
30 мегаоснований (с координатами 28,051,124-58,081,625) 
и 3,9 мегаоснований (с координатами 169,655,088-
173,581,392), между которыми находится протяжённая 
неидентифицированная область длиной 114 мегаосно-
ваний (Goryunov et al., 2019; Horn et al., 2019; Polivanova 
et al., 2021; Sivolapova et al., 2023). Методом GWAS (англ. 
Genome-Wide Association Studies, GWA study) в после-
довательностях генов-кандидатов идентифицированы 
и валидированы на репрезентативной выборке геноти-
пов серии функционально значимых SNP (англ. Single 
Nucleotide Polymorphism). На их основе разработаны три 
аллель-специфичных маркера гена Rf1: кодоминантный 
67N04_P (фланкирующий область в 30 мегаоснований) 
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и два доминантных, PPR621.5R (для идентификации вос-
становителей фертильности) и PPR621.5M (для иденти-
фикации закрепителей стерильности), которые находятся 
на противоположном конце, в области 3,9 мегаоснова-
ний (Horn et al., 2019). Недавно опубликован ряд новых 
аллель-специфичных маркеров, которые были апро-
бированы при анализе образцов коллекции ВНИИМК 
и пула родительских линий, используемых при создании 
гибридов в семеноводческой компании «Агроплазма» 
(Polivanova et al., 2021; Sivolapova et al., 2023). Наибо-
лее эффективным среди них оказался тесно сцепленный 
с локусом Rf1 маркер SRF833, эффективность которо-
го подтверждена при анализе расщепляющейся гибрид-
ной популяции (Sivolapova et al., 2023). Маркеры HRG02 
и PPR621.5 находятся по обе стороны от локуса Rf1 на 
расстоянии 0,3 сМ и 0,4 сМ соответственно (Sivolapova 
et al., 2023).

Цель настоящего исследования – характеристи-
ка генов-кандидатов локуса Rf1 генотипов линий под-
солнечника генетической коллекции ВИР с помощью 
аллель-специфичных маркеров.

Материалы и методы 

Материал включал две выборки генотипов подсол-
нечника. В первую вошли 46 линий генетической коллек-
ции подсолнечника ВИР, различавшихся по способности 
к восстановлению фертильности пыльцы форм с ЦМС 
РЕТ1 (табл. 1). Линии были репродуцированы на Кубан-
ской опытной станции – филиале ВИР – в 2016 году. Спо-
собность линий к восстановлению фертильности пыль-
цы или закреплению стерильности установлена методом 
тест-скрещиваний с линиями ЦМС в результате мно-

голетних исследований (Gavrilova et al., 2017). Предва-
рительный молекулярный скрининг выборки выполнен 
с помощью диагностических маркеров, ассоциирован-
ных с генетической системой ЦМС-Rf: митохондриально-
го маркера orfH522 и SCAR-маркера HRG02, сцепленно-
го с доминантным аллелем ядерного гена Rf1 (см. табл. 1). 
Вторая выборка включала 80 генотипов из расщепля-
ющихся популяций F2 от скрещиваний линии ЦМС 
ВИР 116А с линиями-восстановителями фертильности 
ВИР 740 и RIL 130. Гибриды F2 были выращены на полях 
Научно-производственной базы (НПБ) «Пушкинские 
и Павловские лаборатории ВИР» в 2015 году и каждое 
растение охарактеризовано по признаку «фертильность/
стерильность». Для молекулярного анализа в каждой из 
популяций F2 отобраны по две группы растений: фертиль-
ные и стерильные (20 растений в каждой).

Выделение ДНК и ПЦР-анализ. Фракции суммарной 
ДНК были выделены из зеленых листьев взрослых рас-
тений с использованием модифицированного СТАВ-ме-
тода (Li et al., 2007). Для генотипирования линий 
использовали аллель-специфичные маркеры, доминант-
ного (PPR621.5R, SRF833, 67N04_P_170) и рецессивного 
(PPR621.5M, 67N04_P_155) аллелей гена Rf1 (см. табл. 1).

ПЦР проводили по протоколам, рекомендованным 
разработчиками маркеров. Продукты амплификации раз-
деляли электрофорезом в 1,5%, 2% или 3% агарозных 
гелях (в зависимости от размера ампликона) в 1× буфере 
ТВЕ. Гели окрашивали бромистым этидием и анализиро-
вали в ультрафиолетовом свете с использованием гель-до-
кументирующей системы «GelDoc Go» («Bio-Rad», 
США).

Таблица 1. Характеристика праймеров, использованных в работе
Table 1. Characteristics of primers used in this study

Праймер/ Primer Последовательность/ Sequence Размер продукта, 
пн/ Product size, bp Источник/ Reference

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

PPR621.5-F1 AGTAATCTCCACATGAACATTG 164 Horn et al., 2019
PPR621.5-F2 CAATAATCTCCACATGAACATTC
PPR621.5-Rev CCGGATTGTGTTCCGATTAG
67N04-F1a TGCAAGATAGGCGACTGAGGGCTCAT

CTCCAATTA
170, 155 Horn et al., 2019

67N04-F1b TGAGGGCTCATCTCCAGCTG
67N04-R GGCTGCCATTAGTGAAGGAG
SRF833-F CTCAAGATAACATCAAACACGG 248 Sivolapova et al., 2023
SRF833-R GAAAGAACATGTCATCACCA
orfH522-F TGCCTCAACTGGATAAATTCAC 516 Schnabel et al., 2008
orfH522-R ACCGTTCTCTCACGAGTTGAAG
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Фрагменты, амплифицированные с помо-
щью комбинаций праймеров PPR621.5-F1/PPR621.5-
Rev и PPR621.5-F2/PPR621.5-Rev, были выделены из 
ПЦР-смеси и секвенированы на приборе ABI 3500xL 
(Applied Biosystems, USA) в ЦКП «Геномные технологии, 
протеомика и клеточная биология» ФГБНУ ВНИИ сель-
скохозяйственной микробиологии. В работе использова-
ли реактивы от фирм «Хеликон», «Евроген», «Диалат», 
«Синтол» (Россия).

Результаты

Анализ ассоциаций между наличием аллель-специ-
фичных маркеров, типом цитоплазмы и способностью 
к восстановлению фертильности пыльцы. Инфор-
мативность маркеров PPR621.5R, PPR621.5М, 67N04_P 
и SRF833 для определения генотипов линий генетической 
коллекции подсолнечника ВИР по локусу Rf1 оценива-
ли на основании ассоциации между наличием диагности-
ческих фрагментов и способностью линии восстанавли-
вать фертильность пыльцы или закреплять стерильность. 

Маркеры PPR621.5R и PPR621.5М разработаны для иден-
тификации двух разных гаплотипов одного из генов-кан-
дидатов в локусе Rf1 (Horn et al., 2019). Они позволя-
ют выявлять значимые SNP G/C в позиции 173473513 
геномной последовательности, ассоциированной с доми-
нантным (Rf1) или рецессивным (rf1) аллелями гена. 
Комбинация праймеров PPR621.5F2/PPR621.5-Rev выяв-
ляет гаплотип с нуклеотидным основанием С (цитозин) 
в указанной позиции. Маркерный фрагмент PPR621.5R 
амплифицируется у линий-восстановителей фертильно-
сти (носителей доминантного аллеля Rf1). Комбинация 
праймеров PPR621.5-F1/PPR621.5-Rev выявляет гапло-
тип с нуклеотидным основанием G (гуанин). Маркерный 
фрагмент PPR621.5М амплифицируется с комбинацией 
праймеров PPR621.5-F1/PPR621.5-Rev носителей рецес-
сивного аллеля rf1 – стерильных линий и закрепителей 
стерильности. Оба маркерных фрагмента имеют размер 
164 пн (рис. 1).

Для верификации гаплотипов, детектируемых с помо-
щью маркеров PPR621.5М и PPR621.5R, секвенирова-
ли фрагменты, амплифицированные у шести генотипов: 

Рис. 1. Выравнивание последовательностей маркера PPR621.5M, амплифицированного 
у закрепителя стерильности ВИР 730, стерильных линий HA 89A, ВИР 205A, и маркера 

PPR621.5R, амплифицированного у восстановителя фертильности ВИР 801R и фертильных 
растений из популяции F2 от скрещивания ВИР 116A × RIL 130. Позиция SNP G/C 
указана стрелкой. XM_022146717.2 – фрагмент референсной последовательности

Fig. 1. Alignment of the sequences of the PPR621.5M marker amplified from the maintainer line 
VIR 730, sterile lines HA 89A and VIR 205A, of the PPR621.5R marker amplified from the restorer 
line VIR 801R, and fertile plants from the F2 hybrid population (VIR 116A × RIL 130). Arrow points 

to the SNP G/C position. XM_022146717.2 is the reference sequence fragment (NCBI, 2024)
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с комбинацией праймеров PPR621.5-F1/PPR621.5-Rev – 
у стерильных линий ВИР 205А, НА 89А (ЦМС РЕТ1) 
и фертильной линии ВИР730 закрепителя стерильности; 
с комбинацией праймеров PPR621.5-F1/PPR621.5-Rev – 
у восстановителя фертильности пыльцы ВИР801 и двух 
фертильных растений (продуцировавших пыльцу) из рас-
щепляющейся популяции F2 (ВИР116А × ВИР740). Как 
и ожидалось, нуклеотидные последовательности изучен-
ных фрагментов оказались полностью идентичны опуб-
ликованным (Horn et al., 2019). В позиции 23 последо-
вательности маркера PPR621.5М, амплифицированного 
у носителей рецессивного аллеля rf1, идентифицировано 
нуклеотидное основание G (гуанин), а в последователь-
ности маркера PPR621.5R предполагаемых носителей 
доминантного аллеля ВИР 801 и двух рекомбинантных 
генотипов F2 ВИР 116А × ВИР 740 в той же позиции при-
сутствовало нуклеотидное основание С (цитозин). После-
довательности также отличались другими аллель-специ-
фичными SNP: G/A – в позиции 3, C/T – в позиции 
54 и G/A – в позиции 63, что подтверждает их идентич-

ность опубликованным ранее генотипам (Horn et al., 2019) 
(см. рис. 1).

В зависимости от типа цитоплазмы и наличия 
SCAR-маркера HRG02 (Horn et al., 2003), а также спо-
собности к восстановлению фертильности в полевых 
условиях, линии объединены в несколько групп: 1) сте-
рильные линии ЦМС РЕТ1, без маркера HRG02, 2) 
закрепители стерильности с нормальной (фертильной) 
цитоплазмой, без маркера HRG02; 3) линии с нормаль-
ной цитоплазмой и маркером HRG02, среди которых 
ВИР 369, ВИР 740 и ВИР 743 восстанавливали фер-
тильность пыльцы, в то время как ВИР 387 закрепля-
ла стерильность гибридов F1 от скрещиваний с линиями 
с ЦМС; 4) восстановители фертильности с цитоплазмой 
стерильного типа, без маркера HRG02; 5) восстановите-
ли фертильности и предполагаемые восстановители фер-
тильности, не тестированные на восстановительную спо-
собность, с цитоплазмой стерильного типа и маркером 
HRG02 (табл. 2).

Таблица 2. Линии подсолнечника в зависимости от типа цитоплазмы и способности восстанавливать 
фертильность пыльцы при скрещиваниях с линиями ЦМС РЕТ1, либо закреплять стерильность

Table 2. Sunflower lines according to the cytoplasm type and the ability to restore 
pollen fertility or maintain sterility in crosses with CMS PET1 lines

Линия/ Line

Номер по 
каталогу 
ВИР/ VIR 
catalogue 
number

Происхождение/ Origin Линия/ Line

Номер по 
каталогу 
ВИР/ VIR 
catalogue 
number

Происхождение/ Origin

1) Стерильные линии, цитоплазма РЕТ1-типа, без HRG02 5) Цитоплазма стерильного типа, с HRG02

НА89А 2397 США ВИР 263 R 3324 ВИР 113 × источник Rf, 
РФ

ВИР 116А 3454 к-2182, Вымпел, РФ ВИР 386 R 3337 питомник ЦМС 83, РФ
ВИР 205А 3464 РФ ВИР 583 R 3383 и-545789, RHA 340, США
ВИР 434А 3514 НА 378А, США ВИР 584 R 3384 и-548680, СМ 611, Канада
2) Цитоплазма фертильного типа, без HRG02 ВИР 758 R 3554 ВИР 129 × H. floridanus, 

РФ
ВИР 171 M 2792 К-2026, Канада ВИР 768 R 3568 ВИР 232 × H. maximiliani, 

РФ
ВИР 340 M 3476 к-1933, Венгрия ВИР 769 R 3556 НА 232 × H. trachelifolius, 

РФ
ВИР 449 M 3527 Румыния, возможно, гибрид 

Rf 1201
ВИР 772 R 3559 и-588386, SAM 462, 

Финляндия
ВИР 648 M 3420 к-2961, Аргентина ВИР 789 R 3702 РФ
ВИР 665 M 3492 к-2961, Аргентина ВИР 794 R 3797 РФ
ВИР 692 M 3522 РФ ВИР 795 R? 3760 РФ
ВИР 730 M 3502 РФ ВИР 815 R 3686 РФ
ВИР 786 M 3775 РФ ВИР 817 R 3630 МДА 3617, Финляндия
ВИР 826 M 3649 к-1034, Италия ВИР 819 R? 3761 ВИР 114 × к-1039, РФ
CЛ-2290 M 3606 Украина ВИР 830 R? 3789 и-598386, Финляндия
3) Цитоплазма фертильного типа, с HRG02 ВИР 832 R? 3646 и-576407, США
ВИР 369 R 3328 ВИР 113 × источник Rf, РФ ВИР 833 R 3647 и-576407, США
ВИР 387 M 3338 питомник ЦМС 83, РФ ВИР 839 R? 3675 РФ
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Линия/ Line

Номер по 
каталогу 
ВИР/ VIR 
catalogue 
number

Происхождение/ Origin Линия/ Line

Номер по 
каталогу 
ВИР/ VIR 
catalogue 
number

Происхождение/ Origin

ВИР 740 R 3528 ВИР 113 × источник Rf, РФ ВИР 840 R? 3676 РФ
ВИР 743 R 3530 гибрид SW540 × R5E, 

Франция
ВИР 846 R 3683 к-3619, США

4) Цитоплазма стерильного типа, без HRG02 RIL 130 R 3599 Франция, I 1083 HR 4 × 
RHA 345

ВИР 196 R 3286 SL 3376, Болгария
ВИР 365 R 3326 Прогресс × к-2699, РФ
ВИР 370 R 3329 ВИР 113 × источник Rf, РФ
ВИР 631 R 3440 гибрид Sunbred 265, 

Франция
ВИР 646 R 3491 Ромсун-41, Румыния
ВИР 801 R 3571 Sunbred 265, Франция
ВИР 902 R 3650 к-3411, Финляндия

M – закрепитель стерильности, R – восстановитель фертильности, R? – предполагаемый восстановитель фертильности (нет результатов 
тест-скрещиваний)
M – sterility maintainer, R – fertility restorer, R? – supposed pollen fertility restorer (not tested)

Ранее показано, что большинство отцовских линий, 
используемых при создании гибридов подсолнечника, 
характеризуется стерильным типом цитоплазмы и име-
ет маркер HRG02 (Horn et al., 2019; Sivolapova et al., 
2023). В этой связи особый интерес для нашего исследо-
вания представляли линии-восстановители фертильно-
сти пыльцы со стерильной цитоплазмой, но не имевшие 
маркера HRG02. Ассоциация маркера PPR621.5R с доми-
нантным аллелем Rf1 выявлена в группе 5 (см. табл. 2), 

включавшей 21 линию со стерильным типом цитоплазмы 
и SCAR-маркером HRG02. В то же время у пяти из семи 
восстановителей фертильности, обладавших стериль-
ным типом цитоплазмы и не имевших маркера HRG02 
(группа 4, см. табл. 2), обнаружен маркер PPR621.5М, 
характерный для закрепителей стерильности. Маркер 
PPR621.5R, характерный для восстановителей фертиль-
ности (генотип Rf1Rf1), идентифицирован в этой группе 
лишь у линий ВИР 631 и ВИР 801 (рис. 2, табл. 3).

Рис. 2. Электрофореграммы продуктов амплификации маркеров PPR621.5M 
(а) и PPR621.5R (б): 1 – ВИР 789, 2 – ВИР 902, 3 – ВИР 263, 4 – ВИР 583, 5 – ВИР 584, 

6 – ВИР 319, 7 – ВИР 772, 8 – ВИР 369, 9 – ВИР 743, 10 – ВИР 387, 11 – ВИР 740

Fig. 2. Electrophoregrams of amplification products of markers PPR621.5M 
(а) and PPR621.5R (б): 1 – VIR 789, 2 – VIR 902, 3 – VIR 263, 4 – VIR 583, 5 – VIR 584, 

6 – VIR 319, 7 – VIR 772, 8 – VIR 369, 9 – VIR 743, 10 – VIR 387, 11 – VIR 740
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Аллель-специфичный SCAR-маркер SFR833 тес-
но сцеплен с доминантным аллелем гена Rf1. При анали-
зе расщепляющейся гибридной популяции рекомбинан-
ты между SFR833 и Rf1 не обнаружены (Sivolapova et al., 
2023). В выборке линий генетической коллекции под-
солнечника ВИР подтверждена связь между маркером 
SFR833 и доминантным аллелем Rf1. Маркер отсутство-
вал у стерильных линий (группа 1, см. табл. 2) и закре-
пителей стерильности (группа 2, см. табл. 2). Диа-
гностический фрагмент 248 пн, амплифицированный 
с комбинацией праймеров SRF833-F/ SRF833-R, отме-
чен у всех линий группы 5 (восстановителей фертильно-

сти на основе стерильной цитоплазмы, см. табл. 2) кроме 
ВИР 583. Известно, что линия RHA 340, на основе кото-
рой была создана ВИР 583, предположительно облада-
ет геном Rf3 (Jan, Vick, 2007). Все характеризовавшиеся 
наличием маркера SRF833 линии группы 5 (см. табл. 2), 
включая ВИР 583, имели и маркер PPR621.5R, характер-
ный для обладателей доминантного аллеля (рис. 3). В то 
же время маркер SFR833 обнаружен лишь у трёх из семи 
линий четвёртой группы (см. табл. 2), обладающих сте-
рильным типом цитоплазмы и не имеющих маркера 
HRG02.

Рис. 3. Электрофореграммы продуктов амплификации маркера SRF833: 1 – ВИР 365, 2 – ВИР 343, 
3 – ВИР 370, 4 – ВИР 801, 5 – ВИР 205А, 6 – ВИР 434А, 7 – ВИР 795, 8 – ВИР 768, 9 – ВИР 817, 10 – ВИР 819, 11 – ВИР 830, 

12 – ВИР 832, 13 – ВИР 833, 14 – ВИР 839, 15 – ВИР 840, 16 – ВИР 826, 17 – RIL 130, 18 – ВИР 386, 19 – ВИР 730 

Fig. 3. Electrophoregrams of amplification products of the marker SRF833: 
1 – VIR 365, 2 – VIR 343, 3 – VIR 370, 4 – VIR 801, 5 – VIR 205А, 6 – VIR 434А, 7 – ВИР 795, 8 – VIR 768, 9 – VIR 817, 10 – VIR 819, 

11 – VIR 830, 12 – VIR 832, 13 – VIR 833, 14 – VIR 839, 15 – VIR 840, 16 – VIR 826, 17 – RIL 130, 18 – VIR 386, 19 – VIR 730

Четвертый из использованных в работе марке-
ров – кодоминантный PAMSA (Polymerase chain reaction 
Amplification of Multiple Specific Alleles) 67N04_P – так-
же разработан для детекции SNP в последовательности 
предполагаемого гена-кандидата Rf1. Этот аллель-специ-
фичный маркер амплифицируется с помощью системы из 
трех праймеров: двух прямых и одного обратного. Один 
из прямых праймеров содержит на 3ʹ-конце дополни-
тельную последовательность длиной 15 нуклеотидов, что 
позволяет амплифицировать продукты, специфичные для 
доминантного (фрагмент длиной 170 пн) и рецессивно-
го (фрагмент длиной 155 пн) аллелей гена Rf1 (Horn et al., 
2019). Ассоциация вариантов маркера 67N04_P со спо-
собностью линии восстанавливать фертильность пыльцы 
или закреплять стерильность подтверждена при анализе 
линий ЦМС и закрепителей стерильности (группы 1 и 2, 
см. табл. 2, размер диагностического фрагмента 155 пн), 
а также восстановителей фертильности пыльцы и предпо-
лагаемых восстановителей, обладавших стерильной цито-
плазмой и SCAR-маркером HRG02 (группа 5, см. табл. 2, 
размер диагностического фрагмента 67N04_P 170 пн). 
В группе 5 (см. табл. 2) фрагмент размером 155 пн обна-
ружен лишь у линии ВИР 794.

Генотипирование гибридных растений F2 с помо-
щью аллель-специфичных маркеров локуса Rf1. Для 
подтверждения диагностической ценности аллель-специ-
фичных маркеров гена Rf1, из популяций гибридов F2 
от скрещивания линии ЦМС ВИР 116А с восстановите-
лями фертильности ВИР 740 (цитоплазма фертильно-
го типа) и RIL 130 (цитоплазма стерильного типа) были 
отобраны по 20 фертильных и стерильных растений. Оба 
отцовских родителя гибридов характеризовались наличи-
ем маркеров HRG02, PPR621.5R и SRF833, специфичных 
для доминантного аллеля Rf1. Каждое растение F2 было 
генотипировано с использованием маркеров HRG02, 
PPR621.5M, PPR621.5R, SRF833. Маркер 67N04_P в ана-
лиз не включали, поскольку из-за небольших различий 
в длине диагностических фрагментов (155  пн и 170 пн) 
дифференцировать гомо- и гетерозиготы в агарозном 
геле затруднительно. За редкими исключениями (по 
одному в каждой популяции), все фертильные растения 
каждой популяции имели маркеры доминантного аллеля 
Rf1 (PPR621.5R, SRF833 и HRG02), а стерильные – толь-
ко маркер PPR621.5М, ассоциированный с рецессивным 
аллелем. В популяции F2 (ВИР 116А × ВИР 740) обнару-
жено два рекомбинантных генотипа. Одно растение – 
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Таблица 3. Варианты аллель-специфичных маркеров генов-кандидатов 
Rf1 у линий генетической коллекции подсолнечника ВИР

Table 3. Variants of allele-specific markers for the Rf1 candidate 
genes in lines of the VIR sunflower genetic collection

Линия/ Line Восстановительная 
способность (M, R)* Профиль маркеров* Генотип/ genotype

Группа 1 / Group 1***
ВИР 205А, НА 89А, ВИР 434А, 
ВИР 116А - PPR621.5M, 67N04_155 rf1rf1

Группа 2 / Group 2
ВИР 340, ВИР 171, ВИР730, Cл2290, 
ВИР 449, ВИР 665, ВИР 692, ВИР 786, M PPR621.5M, 67N04_155 rf1rf1

ВИР 648 ВИР 826 M PPR621.5M, 67N04_170 rf1rf1
Группа 3 / Group 3

ВИР 369, ВИР 740, ВИР 743 R HRG02, PPR621.5R, SRF833, 
67N04_170 Rf1Rf1

ВИР 387 М HRG02, PPR621.5M, 
67N04_155 rf1rf1

 Группа 4 / Group 4

ВИР 365, ВИР 370 R PPR621.5M, SRF833, 
67N04_170 Rf1Rf1

ВИР 196, ВИР 646, ВИР 902 R PPR621.5M, 67N04_155 Rf1Rf1

ВИР 801 R PPR621.5R, SRF833, 
67N04_170 Rf1Rf1

ВИР 631 R PPR621.5R, 67N04_170 Rf1Rf1
Группа 5 / Group 5

ВИР 263, ВИР 386, ВИР 584, ВИР 758, 
ВИР768, ВИР769, ВИР 772, ВИР 789, 
ВИР 815, ВИР 817, ВИР 833, RIL 130, 
ВИР846

R HRG02, PPR621.5R, SRF833, 
67N04_170 Rf1Rf1

ВИР 795, ВИР 819, ВИР 830, ВИР 832, 
ВИР 839, ВИР 840 R? HRG02, PPR621.5R, SRF833, 

67N04_170 Rf1Rf1

ВИР 583 R HRG02, PPR621.5R, 
67N04_170 Rf1Rf1

ВИР 794 R HRG02, PPR621.5R, SRF833, 
67N04_155 Rf1Rf1

*М – закрепитель стерильности, R – восстановитель фертильности, R? – предполагаемый восстановитель фертильности  
(нет данных тест-скрещиваний)
**Маркеры, специфичные для доминантного аллеля Rf1, выделены полужирным шрифтом
***Характеристика линий по типу цитоплазмы и наличию/ отсутствию маркера HRG02 приведена в таблице 2
*M – fertility restorer, R – sterility maintainer, R? – supposed pollen fertility restorer (data of field crosses are not available)
**Markers specific for the dominant Rf1 allele are highlighted in bold
***Characterization of lines by cytoplasm type is given in Table 2

фертильное – имело маркер HRG02 и было гетерозигот-
ным по маркеру PPR621.5 (SNP G/C), но маркер SRF833 
у него не выявлен. Заметим, что ранее, при цитологиче-
ском анализе изменчивости морфометрических пока-
зателей пыльцы у этого растения обнаружили низкие 
показатели фертильности пыльцы (34%) и малый диа-
метр пыльцевых зёрен (22-23 мкм в отличие от 28-29 мкм 
у других растений (Karabitsina et al., 2019). У друго-
го растения (стерильного) маркер HRG02 отсутство-
вал, но обнаружены PPR621.5R и SRF833, специфичные 
для доминантного аллеля. В популяции F2 (ВИР 116А × 
RIL 130) выявлен один рекомбинантный генотип: фер-

тильное растение с маркерами HRG02 и PPR621.5M, но 
без маркеров PPR621.5R и SRF833, специфичных для 
доминантного аллеля.

Обсуждение

Распределение аллель-специфичных маркеров сре-
ди линий генетической коллекции, различающихся по 
способности к восстановлению фертильности пыль-
цы, подтверждает ассоциацию маркеров PPR621.5М 
и 67N04_P_155 с рецессивным, а PPR621.5R, SRF833 
и 67N04_P_170 – с доминантным аллелями гена Rf1. Сцеп-
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ленный характер наследования маркеров PPR621.5R 
и SRF833, показанный ранее (Sivolapova et al., 2023), 
в нашей работе подтвержден при анализе расщепляю-
щихся гибридных популяций. В то же время в F2 меж-
линейных гибридов обнаружены растения с генотипами, 
предположительно возникшими в результате рекомби-
нации между SCAR-маркером HRG02, локализованным 
на расстоянии 2,0 cМ от локуса Rf1 (Horn et al., 2003), 
и аллелями гена-кандидата.

Все использованные в настоящем исследовании 
аллель-специфичные маркеры гена Rf1 достоверно ассо-
циированы со способностью к восстановлению фер-
тильности пыльцы. Кроме того, у линий со стерильным 
типом цитоплазмы они также ассоциированы с наличием 
SCAR-маркера HRG02. Пока сложно интерпретировать 
результаты анализа изменчивости в линиях-восстано-
вителях фертильности пыльцы, объединённых в груп-
пу 4 (цитоплазма стерильного типа, нет SCAR-марке-
ра HRG02, см. табл. 2). Среди семи линий этой группы 
выявлено четыре различных профиля маркеров, причем 
лишь три линии – ВИР 196, ВИР 646 и ВИР 902 – не име-
ли ни одного маркера, ассоциированного с доминантным 
аллелем (см. табл. 3). Аналогичные данные получены при 
оценке маркеров HRG02, PPR621.5M, PPR621.5R, 67N04 
на ассоциативной панели, включавшей 557 образцов под-
солнечника различного происхождения (Horn et al., 2019). 
В состав изученной панели входила 101 R-линия, преиму-
щественно со стерильным типом цитоплазмы. Восемьде-
сят восемь R-линий характеризовались наличием марке-
ров доминантного аллеля. Профили маркеров 11 R-линий 
были характерны для носителей рецессивного аллеля 
rf1. Ещё у двух линий выявлены лишь два маркера доми-
нантного аллеля, PPR621.5R и 67N04_170. Интересно, что 
большинство линий, не имевших маркеров, тем не менее, 
связаны происхождением с источниками доминантно-
го аллеля Rf1. Так, например, линия RHA 398, не имев-
шая по результатам генотипирования ни одного марке-
ра доминантного аллеля, выделена из гибрида RHA 274/
BCD LINE BULK (Oil seed sunflower description…, 2024), 
где RHA 274 – восстановитель фертильности, в гено-
тип которого ген Rf1 был передан от источника, создан-
ного с участием дикорастущего техасского подсолнечни-
ка (Baute et al., 2015).

Разнообразие профилей маркеров, специфичных для 
доминантного аллеля Rf1 у линий генетической коллек-
ции подсолнечника ВИР, по-видимому, обусловлено боль-
шим числом генов-кандидатов и протяженностью района, 
в котором они расположены.

Сложности идентификации генов-кандидатов в локу-
се Rf1 связаны с большим размером генома H. annuus. 
Геном подсолнечника секвенирован, но из-за большо-
го числа дупликаций генов и хромосомных перестро-
ек до недавнего времени не был аннотирован полно-
стью (Badouin et al., 2017). Пока ещё не представляется 
возможным полностью определить все гены-кандидаты 
в локусе Rf1, поскольку референсный геном представлен 

линией закрепителем HanXRQ, и протяжённая область 
между двумя районами, содержащими потенциальные 
гены-кандидаты (30 и 3,9 миллионов пар оснований), не 
аннотирована (Horn et al., 2019). Кроме того, в процессе 
селекции линии-восстановители фертильности пыльцы 
имели повторные интрогрессии генетического материала 
от диких видов и, следовательно, могли возникать пере-
стройки района локализации генов-кандидатов Rf1 (Baute 
et al., 2015; Horn et al., 2019).

Заключение

В настоящей работе на материале генетической кол-
лекции подсолнечника ВИР подтверждена диагности-
ческая ценность аллель-специфичных маркеров гена Rf1 
67N04_P, PPR621.5R, PPR621.5М и SRF833 для генотипи-
рования линий подсолнечника по локусу Rf1 и использо-
вания их в маркер-опосредованной селекции.

Установлено, что линии с одинаковым фенотипом, 
способностью к восстановлению фертильности пыль-
цы или закреплению стерильности характеризуются раз-
личными сочетаниями маркеров. Сделано заключение 
о гаплотипах локуса Rf1 у линий генетической коллек-
ции подсолнечника ВИР. Подтверждена перспективность 
маркеров PPR621.5М, PPR621.5R, SRF833 и 67N04_P для 
отбора носителей доминантных и рецессивных аллелей 
гена Rf1 в маркер-опосредованной селекции подсолнечни-
ка.
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