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Аннотация: Устойчивость к возбудителю лож-

ной мучнистой росы Plasmopara halstedii (Farl.) 

Berlese et de Toni у подсолнечника контролируется 

генами устойчивости Pl. Ген Plarg в настоящее явля-

ется перспективным в селекции на устойчивость, 

так как эффективен против всех известных рас па-

тогена. Этот ген интрогрессирован из дикорастуще-

го вида Helianthus argophyllus. Молекулярные 

маркеры и, в частности, простые микросателлитные 

повторы (SSR) позволяют контролировать перенос 

и пирамидирование генов устойчивости к болезням. 

Однако необходима валидация молекулярного мар-

кера для доказательства его надежности. Для иден-

тификации гена Plarg был апробирован 

микросателлитный маркер ORS 822. Исследование 

проводили на гибридной комбинации восприимчи-

вой линии подсолнечника селекции ВНИИМК ВК 

925 и устойчивой линии RHA 419, являющейся до-

нором гена Plarg. Установлено, что эти линии отли-

чаются друг от друга аллельным состоянием этого 

локуса. Молекулярный анализ поколения F1 пока-

зал, что микросателлитный локус наследуется ко-

доминантно. Путем самоопыления было получено 

поколение F2 и проведена фитопатологическая 

оценка устойчивости к P. halstedii. Анализ расщеп-

ления по фенотипу показал, что фактически наблю-

даемое расщепление соответствовало теоретически 

ожидаемой модели 3 : 1 при моногенном наследова-

нии признака. На основании полученных данных 

было определено, что ген Plarg и микросателлитный 

локус ORS 822 сцеплены с частотой рекомбинации 

0,26. В результате проведенного исследования сде-

лан вывод, что для применения в маркер-

ассоциированной селекции (МАС) подсолнечника 

на устойчивость к возбудителю ложной мучнистой 

росы этот маркер можно использовать для отбора 

гомозиготных устойчивых растений.  
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Abstract. Resistance to the downy mildew pathogen 

Plasmopara halstedii (Farl.) Berlese et de Toni in sun-

flower is controlled by the resistance gene Pl. The Plarg 

gene is currently promising in breeding for resistance as 

it is effective against all known races of the pathogen. 

This gene is introgressed from the wild species Helian-

thus argophyllus. Molecular markers and, in particular, 

simple microsatellite repeats (SSRs) allow to control the 

transfer and pyramiding of disease resistance genes. 

However, validation of the molecular marker is needed 

to prove its reliability. The microsatellite marker ORS 

822 was tested to identify the Plarg gene. We conducted 

the research on a hybrid combination of a susceptible 

sunflower line of VNIIMK's breeding VK 925 and a 

resistant line RHA 419, a donor of the Plarg gene. We 

established that these lines differ from each other by the 

allelic state of this locus. Molecular analysis of the F1 

generation showed that the microsatellite locus is inher-

ited codominantly. We obtained the F2 generation by 

self-pollination and made a phytopathological evalua-

tion of resistance to P. halstedii. Split analysis by phe-

notype showed that the actually observed segregation 

corresponded to the theoretically expected 3:1 model 

for monogenic inheritance of the trait. Based on the 

obtained data, we determined that the Plarg gene and 

microsatellite locus ORS 822 are linked with a recom-

bination frequency of 0.26. As a result of this research, 

we concluded that this marker can be used to select ho-

mozygous resistant sunflower plants for resistance to 

downy mildew in marker-assisted selection (MAS). 

 
Key words: sunflower, Plasmopara halstedii, re-
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Введение. Ложная мучнистая роса 

(Plasmopara halstedii (Farl.) Berlese et de 

Toni) является одной из наиболее опасных 

болезней культурного подсолнечника 

(Helianthus annuus), так как вызывает серь-

езные экономические потери [1; 2]. При 

благоприятных для развития патогена погод-

ных условиях потери урожая могут    дохо-

дить до 70 %. Многочисленные 

исследования показывают, что поражение 

патогеном нарушает процессы жизнедея-

тельности растений (фотосинтез, дыхание, 

транспирацию, обмен веществ), это приводит 

к снижению продуктивности, ухудшению 

товарных и посевных качеств семян [3; 4].  

Первые генетические исследования     

устойчивости к ложной мучнистой росе 

показали, что контролируется она доми-

нантными генами, обозначенными Pl. На 

сегодняшний день у подсолнечника иден-

тифицировано 36 основных генов Pl и три 

QTL [5; 6].  

Один или несколько основных генов Pl1, 

Pl2, Pl5, Pl6, Pl7 и Pl8 обеспечивали устой-

чивость ко всем расам P. halstedii и до 

начала 2000-х годов широко использова-

лись в селекции на устойчивость. Причем 

часть этих генов Pl6, Pl7 и Pl8 интрогресси-

рована в культурный подсолнечник из ди-

корастущих видов Helianthus и 

контролирует устойчивость почти ко всем 

расам P. halstedii [7; 8]. Например, ген Pl6 

был получен из дикорастущегого H. 

annuus, тогда как Pl7 произошел из H. 

praecox, а Pl8 – от H. argophyllus [9]. Даль-

нейшие исследования показали, что локус 

Pl6 представляет собой по крайней мере две 

генетически отличные области, каждая из 

которых придает устойчивость различным 

расам ложной мучнистой росы [10]. Кроме 

того, M.F. Bouzidi с соавторами предполо-

жили, что в локусе Pl6 находится 11 функ-

циональных генов Pl, поскольку линии 

подсолнечника, которые содержали этот 

локус, были устойчивы к 11 расам мучни-

стой росы [8].  

На сегодняшний день перспективным в 

селекции подсолнечника на устойчивость к 

ложной мучнистой росе является использо-

вание гена Plarg, так как он обеспечивает 

устойчивость ко всем известным расам па-
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тогена. В 1989 г. американскими исследо-

вателями этот ген был интрогрессирован в 

культурный подсолнечник из дикорастуще-

го вида H. argophyllus [11]. G.J. Seiler путем 

скрещивания линии культурного подсол-

нечника HA 89 и H. argophyilus получил 

линию ARG-1575-2, несущую ген Plarg [11]. 

Далее были получены две инбредные ли-

нии RHA 419 и RHA 420, которые исполь-

зовались в селекции подсолнечника на 

устойчивость к ложной мучнистой росе 

[14; 15]. Хотя гены Plarg и Pl8 и были интро-

грессированы от H. argophyilus, Pl8 был по-

лучен из H. argophyllus 415 [11], тогда как 

Plаrg происходит от H. argophyllus 1575 

[15]. Ген Plarg был картирован в группе 

сцепления LG1, а Pl8 – в LG13 [9; 17]. 

Классический генетический анализ, осно-

ванный на фенотипировании сегрегирую-

щих популяций, показал, что ген Plarg не 

сцеплен с генами Pl13,  Pl14 и Pl16, находя-

щимися в этой же группе сцепления. Одна-

ко изучение молекулярной структуры 

области ДНК, содержащей ген Plarg, не ис-

ключает того, что он является кластером 

тесно сцепленных генов устойчивости [9; 

17; 18]. Тем не менее он является основным 

локусом Pl и по-прежнему эффективен 

против всех известных рас P. halstedii, 

включая и расы, преодолевшие действие 

металаксила [19]. Введение этого гена в 

селекционный материал позволит получить 

устойчивые линии и гибриды подсолнеч-

ника. Молекулярное маркирование данного 

гена значительно ускорит их создание, так 

как позволит проводить раннюю и точную 

диагностику носителей гена Plarg в гибрид-

ной популяции. В литературе опубликован 

ряд молекулярных маркеров разных типов, 

сцепленных с локусом Plarg [16; 20; 21; 22], 

но перед практическим использованием 

маркера в селекции всегда необходима ва-

лидация молекулярных маркеров на своем 

наборе генотипов.  

Данная работа является продолжением 

комплекса наших работ по оценке диагно-

стической ценности молекулярных марке-

ров для идентификации гена Plarg [23]. В 

предыдущих исследованиях нами была 

изучена диагностическая ценность маркера 

ORS 822 на гибридной комбинации RHA 

419 × ВК 776. Было установлено сцепление 

пары локусов Plarg – ORS 822 с частотой 

рекомбинации 0,31 ± 0,05 [28]. Однако ча-

сто при разработке молекулярного маркера 

используется ограниченное число геноти-

пов, а степень сцепления с маркируемым 

геном определяется, как правило, на основе 

анализа одной конкретной расщепляющей-

ся популяции. Поэтому перед практиче-

ским использованием маркера в селекции 

необходимо не только апробировать мар-

кер на широком наборе генотипов, но и 

провести его валидацию на других гибрид-

ных комбинациях. В связи с этим целью 

данного исследования являлся анализ 

сцепления пары генов Plarg – ORS 822 у ги-

бридной комбинации RHA 419 × ВК 925 и 

определение возможности применения 

микросателлитного локуса в маркер-

ассоциированной селекции на устойчи-

вость к возбудителю ложной мучнистой 

росы 

Материалы и методы. Материалом для 

исследования являлись растения F1 и F2 ги-

бридной комбинации линий подсолнечника 

RHA 419 × ВК 925.  

Скрещивания проводили в условиях 

теплицы по стандартной методике [24]. Ги-

бриды F1 выращивали в поле. Затем было 

проведено самоопыление растений F1 и по-

лучено потомство F2. Растения поколения 

F2 тестировали в лабораторных условиях 

методом искусственного заражения на 

устойчивость и восприимчивость к ложной 

мучнистой росе. Пораженными считали все 

растения со спороношением как на семядо-

лях, так и на настоящих листьях [25]. 

Для выделения ДНК использовали 

фрагменты зеленых листьев подсолнечни-

ка. Экстракцию ДНК проводили с исполь-

зованием набора для выделения Diamond 
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DNA Plant kit (РФ). Концентрацию ДНК в 

полученных препаратах определяли на 

микроспектрофотометре Nano-300 

(Allsheng, Китай). Для ПЦР-анализа при-

менили пару праймеров, разработанных 

для маркирования локуса Plarg ORS 822     

(F: CAATGCCATC TGTCATCAGCTAC, R: 

AAACAAACCTTTGGACGA AACTC) [26].  

Полимеразную цепную реакцию выпол-

няли в реакционной смеси объемом 25 μл 

следующего состава: 67 mM трис-HCl,     

рН 8,8; 16,6 mM сульфата аммония; 1,5–  

3,0 mM MgCl2; 0,01 % Tween 20; 200 μM 

dNTP; по 0,5 μM каждого праймера; 10 нг 

геномной ДНК и 1 ед. рекомбинантной 

термостабильной ДНК полимеразы (НПО 

«Сибэнзим», РФ). Амплификацию ДНК 

проводили в термоциклере MiniAmp Plus 

(Thermo Fisher Scientific, США). Темпера-

турно-временные режимы амплификации 

были описаны ранее [23]. 

Электрофорез продуктов амплификации 

проводили в 2%-ном агарозном и 8%-ном 

полиакриламидном гелях. Использовали 

камеры SE-20 и VE-20 для горизонтального 

и вертикального электрофореза соответ-

ственно (Хеликон, Россия). Результаты 

электрофореза фиксировали при помощи 

гель-документирующей видеосистемы 

BIO-PRINT (Vilber Lourmat, Франция). 

Размер фрагментов ДНК определяли с ис-

пользованием программного обеспечения 

BioCapture (Vilber Lourmat, Франция) отно-

сительно маркера длины фрагментов ДНК 

GeneRuler 100 bp DNA Ladder Thermo 

Scientific (Сибэнзим, Россия).  

Математическую обработку результатов 

расщепления проводили с использованием 

χ2-критерия соответствия фактических 

расщеплений теоретически ожидаемым в 

моно- и дигибридных скрещиваниях. Рас-

чет частоты рекомбинации r и ошибку ре-

комбинации sp по результатам расщепления 

в F2 рассчитывали по методу максимально-

го правдоподобия [27]. 

Результаты и обсуждение. В данном 

исследовании оценку диагностической цен-

ности микросателлитного маркера ORS 822 

проводили на устойчивой ко всем расам   

P. halstedii линии подсолнечника RHA 419 

и восприимчивой линии ВК 925. Было 

установлено, что линии отличаются по 

микросателлитным профилям локуса ORS 

822 друг от друга (рис. 1). 

 

 

 

Рисунок 1 – Электрофореграмма продуктов 

амплификации ДНК линий подсолнечника 

RHA 419 и ВК 925 с праймером ORS 822 

(ориг.) 

 

Анализ наследования микросателлитно-

го локуса ORS 822 в поколении F1 показал, 

что он наследуется кодоминантно. У полу-

ченных растений поколения F1 по изучае-

мому локусу были выявлены фрагменты 

обеих родительских линий (рис. 2).  

 

 

Рисунок 2 – Электрофореграмма продуктов 

амплификации ДНК линий подсолнечника 

RHA 419, ВК 925 и растений поколения F1 

гибридной комбинации RHA 419 × ВК 925 

с праймером ORS 822 (ориг.) 

 

На основании полученных результатов 

из поколения F1 было отобрано пять расте-

ний для получения поколения F2. Семена 

одной из полученных семей F2 прорастили 
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в лабораторных условия и провели фитопа-

тологическую оценку устойчивости к   

ложной мучнистой росе. Из 102 проанали-

зированных растений пораженных было 18. 

Анализ расщепления, выполненный по по-

лученным результатам, показал, что факти-

чески наблюдаемое расщепление 

соответствовало теоретической модели 3 : 1 

для моногенного наследования. Критерий 

χ2, характеризующий соответствие факти-

ческих расщеплений теоретически ожидае-

мым, подтвердил доминантное моногенное 

наследование устойчивости в данной ком-

бинации (табл. 1).  

 

Таблица 1  
 

Наследование признака устойчивости  

к ложной мучнистой росе в поколении F2 

 при скрещивании линий подсолнечника  
RHA 419 и ВК 925 
 

Комбинация 

скрещивания 

Теоретически 

ожидаемое 

соотношение 

Практическое 

соотношение 
χ2 df P 

RHA 419 × 

ВК 925 
3 : 1 84 : 18 3,794 1 >0,05 

 
Эти результаты согласуются с данными 

S. Wieckhorst с соавторами [17] и С.А. Ра-

мазановой с соавторами [28], которые 

определили, что локус Plarg контролируется 

одним геном и наследуется доминантно.  

Результаты проведенного гибридологи-

ческого анализа поколения F2 по локусу 

ORS 822 представлены в таблице 2.  

 

Таблица 2  
 

Наследование SSR-локуса ORS 822  

в потомстве F2 при скрещивании линий  

RHA 419 и ВК 925 
 

Локус 

Всего 

расте-

ний, 

шт. 

Теоретически 

ожидаемое 

соотношение 

Практи-

ческое соот-

ношение 
χ2 df P 

ORS 822 86 1 : 2 : 1 28 : 33 : 25 4,86 2 > 0,05 

 
В проведенных нами ранее исследова-

ниях данной комбинации скрещивания по 
локусам ORS 509 и ORS 662 критерий χ2 

составил 4,6 и 3,9 соответственно [28]. Ве-
роятно, это связано с искажением расщеп-
ления всей геномной области при 
скрещивании культурных линий с линия-
ми, происходящими из дикорастущих ви-
дов подсолнечника.  

Следующим этапом работы было прове-
дение теста на совместное наследование 
гена Plarg с изучаемым SSR-локусом. На 
рисунке 3 показаны электрофореграммы 
продуктов амплификации ДНК образцов 
подсолнечника поколения F2. Все изучен-
ные образцы распределились в пять клас-
сов. Это устойчивые растения, имеющие 
фракцию размером приблизительно 134 п.н., 
такую же, как у линии RHA 419 (рис. 3, до-
рожки 4, 6, 9, 10, 14, и 17), восприимчивые 
растения с фракцией 162 п.н., как у линии 
ВК 925 (рис. 3, дорожки 7, 20, 21, 25 и 27). 
Растения, имеющие фракции обоих роди-
телей, были как среди устойчивых, так и 
восприимчивых (рис. 3, дорожки 3, 5, 8, 
11–13, 15, 16, 18, 19, 22–24, и 26) и устой-
чивые растения с фрагментом 162 п.н. По-
раженных растений с генотипом, как у 
линии RHA 419 не было обнаружено. По-
лученные результаты показывают, что этот 
молекулярный маркер можно использовать 
для отбора гомозиготных устойчивых рас-
тений из расщепляющейся популяции.  

  

  
 

Рисунок 3 – Электрофореграмма продуктов 

амплификации ДНК образцов подсолнечника 

поколения F2 (RHA 419 × ВК 925)  

в полиакриламидном геле по локусу  

ORS 822, дорожки: 1 – ВК 925;  

2 – RHA 419; 3 –27 – образцы подсолнеч-

ника поколения F2 (ориг.) 

 

В таблице 3 представлены данные по 

оценке совместного наследования гена Plarg 
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с локусом ORS 822. Тест на совместное 

наследование показал их сцепление.  

Таблица 3  
 

Значения χ2 между геном Plarg и SSR-локусом 

ORS 822 в потомстве F2 (RHA 419 × ВК 925) 
 

Локус 

Всего 

рас-

те- 

ний, 

шт. 

Фактически 

наблюдаемое 

соотношение, 

шт. 

Теоретически 

ожидаемое 

соотношение 

χ2 df P 

Plarg– 

ORS 822 
86 28 : 30 : 16 :0: 3 : 9 3 : 6 : 3 : 1 : 2 : 1  22,31 5 < 0,01 

 

Оценка частоты рекомбинации между 

этой парой локусов, составившая 0,26 ± 

0,05, показана в таблице 4  

 

Таблица 4  
 

Значения частоты рекомбинации r между 

геном Plarg и локусом ORS 822 в потомстве F2 

(RHA 419 × ВК 925) 
 

Локус r sp 

Plarg – ORS 822 0,26 0,05 

 

В предыдущих исследованиях нами бы-

ло установлено сцепление пары локусов 

Plarg – ORS 822 у гибридной комбинации 

RHA 419 × ВК 776 с частотой рекомбина-

ции 0,31 ± 0,05 [28]. На оценку расстояния 

между локусами могли оказать влияние 

ошибки фенотипирования, поскольку, как 

отмечают некоторые авторы, идентифика-

ция восприимчивого фенотипа как устой-

чивого при классификации приводит к 

увеличению класса рекомбинантных гено-

типов и искажает дистанции на генетиче-

ской карте [9; 22]. А также на оценку 

расстояния между генами могло повлиять 

искажение расщепления в поколении F2 у 

SSR-локуса ORS 822. Такие данные пока-

зывают, что диагностическую ценность 

молекулярных маркеров необходимо про-

водить на большем количестве гибридных 

комбинаций.  

Заключение. Таким образом, апробация 

молекулярного маркера ORS 822 гена Plarg 

с использованием гибридной комбинации 

линий подсолнечника RHA 419 × ВК 925 

показала, что маркерные аллели в реципи-

ентной линии ВК 925 отличались от алле-

лей линии RHA 419. Изученный 

микросателлитный локус наследуется ко-

доминантно. Ген устойчивости и SSR-

локус наследуются сцеплено с частотой ре-

комбинации 0,26 ± 0,05. Для практического 

использования в маркерной селекции локус 

ORS 822 можно применять для отбора го-

мозиготных растений из расщепляющейся 

гибридной популяции. 
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