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Досліджені лінії соняшнику різноманітного походження, які використовуються в селекційних 
програмах створення стійких до гербіцидів генотипів. В межах послідовності мутантного гена 
AHAS1, асоційованого зі стійкістю до гербіцидів, які інгібують ключовий фермент синтезу 
амінокислотних ланцюгів, виявлені маркерні алелі мікросателітних локусів. Диференційовані 
лінії-донори стійкості до імідазолінонових та сульфонілсечовинних гербіцидів за маркерними 
мікросателітними алелями. Запропоновано застосування виявлених ДНК-маркерів під час 
добору зразків з гібридних популяцій, в яких як донори стійкості будуть використані лінії 
Sumo-1, Sumo-2, IMISUN-4 та SURES-1. 
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1 Реалізація потенційної продуктивності 
вітчизняних гібридів соняшнику можлива лише 
за умов, коли гібриди поєднуватимуть її з гене-
тично зумовленою стійкістю до високоефекти-
вних гербіцидів (Бурлов, 2014). Стійкість до ге-
рбіцидів селекційним формам надають шляхом 
генно-інженерного введення генів чи викорис-
танням в схрещуваннях зразків з природними 
або штучними мутаціями, які зумовлюють ре-
зистентність до певної групи гербіцидів.  

Найбільш вживані гербіциди, що нале-
жать до імідазолінонової та сульфонілсечовин-
ної груп, інгібують фермент синтезу амінокис-
лотних ланцюгів – синтазу ацетогідроксикис-
лоти (acetohydroxyacidsynthase, AHAS), що 
призводить до фатального порушення метабо-
лізму у чутливих до дії гербіцидів рослин 
(Duggleby et al., 2000). Стійкість до гербіцидів, 
які інгібують AHAS, виникає у рослин в ре-
зультаті точкових мутацій в генах, що кодують 
синтез даного ферменту. У більш ніж 80 видів 
рослин ідентифіковані природні біотипи, стійкі 
до AHAS-інгібуючих гербіцидів (Heap, 2007). У 
соняшнику мутантні гени AHAS інтрогресовані 
зі зразків дикорослих популяцій (ANN-PUR та 
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Овідіопольська дорога, 3, Одеса, 65036, Україна;  
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ANN-KAN) в елітні інбредні лінії з метою 
створення стійких сортів та гібридів (Al-Khatib, 
2000; Miller, 2004). Досліджена молекулярна 
структура генів AHAS1, AHAS2, AHAS3 (Sala et 
al., 2008). В нуклеотидних  послідовностях цих 
генів у мутантних ліній ідентифікована варіа-
бельність різних типів: інсерції-делеції 
(INDEL), заміни одного нуклеотиду (single 
nucleotide polymorphisms, SNPs) та конформа-
ційний поліморфізм (single-strand 
conformational polymorphism, SSCP), що дозво-
лило розробити низку ДНК-маркерів для дифе-
ренціації AHAS алелів. Аналіз послідовності ге-
на AHAS1 у 23 інбредних ліній соняшника до-
зволив виявити 48 SNPs та варіацію за кількіс-
тю [ACC]n повторів (Kolkman et al., 2004).  

Підвищення ефективності добору в про-
грамах селекції сільськогосподарських культур 
можливе за умов використання маркерних тех-
нологій. Маркерна селекція (marker assisted 
selection, MAS) базується на виявленні маркерів 
генів господарсько-цінних ознак і подальшому 
їх застосуванні на певних етапах селекції. Пе-
редумова маркерної селекції – пошук функціо-
нально значущих генів і ДНК-маркерів, які є 
частиною цих генів чи перебувають з ними у 
тісному генетичному зчепленні. За допомогою 
виявлених маркерів в подальшому здійснюють 
тестування вихідного селекційного матеріалу з 
метою пошуку донорів цільових генів, беккро-
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сування з добором за ДНК-маркерами, добір 
гомозигот у потомстві.  

Мета нашої роботи – ідентифікація мар-
керних алелів гену AHAS1 у генотипів соняш-
нику, які використовуються в селекції на стій-
кість до гербіцидів імідазолінонової та сульфо-
нілсечовинної груп.  

МЕТОДИКА  
Матеріалом для досліджень слугували лі-

нії соняшнику (Helianthus annuus L.), отримані 
з National Germplasm Resources Laboratory 
(North Central Regional PI Station, North Dakota, 
USA) для використання в селекційних програ-
мах Селекційно-генетичного інституту – Наці-
онального центру насіннєзнавства та сортовив-
чення (СГІ–НЦНС) зі створення батьківських 
ліній та гібридів: SURES-1, HA 425, RHA 426, 
RHA 427, HA 442, RHA 443, IMISUN-1, 
IMISUN-2, IMISUN-3, IMISUN-4. Лінія SURES-
1 має походження з популяції дикорослого со-
няшнику H. annuus L. ANN-KAN (Канзас, 
США) та характеризується стійкістю до гербі-
циду сульфонілсечовинної групи – трибенуро-
ну. Лінії HA 425, RHA 426, RHA 427, HA 442, 
RHA 443, IMISUN-1, IMISUN-2, IMISUN-3, 
IMISUN-4 походять з популяції дикорослого 
соняшнику ANN-PUR (Канзас, США) та є стій-
кими до імідазолінонових гербіцидів. Дослі-
джували також лінії Sumo-1 і Sumo-2, при ство-
ренні яких використані стійкі до гербіцидів 
групи трибенурон-метіл (Гранстар) гібриди се-
рбської селекції та нестійкі до гербіцидів лінії 
селекції СГІ-НЦНС ОС1011 та ОС1013, які за-

лучаються до програми створення гербіцидос-
тійких гібридів соняшнику, адаптованих до ви-
рощування в Україні. Матеріал для досліджен-
ня люб’язно наданий завідувачем відділу селе-
кції та насінництва гібридного соняшника СГІ-
НЦНС к.с.-г.н. Вареником Б.Ф. 

ДНК виділяли  з проростків цетавлоно-
вим методом. Ампліфікацію проводили на при-
ладі «Терцик» («ДНК-технология», Росія). 
Склад реакційної суміші: буфер для 
DreamTaqполімерази, 1 одиниця активності 
Dream Taq полімерази (Fermentas, Літва), 0,2 
мкМ кожного праймера, 0,2 мМ кожного dNTP, 
20 нг ДНК. Умови ампліфікації: початкова де-
натурація 2 хв при 94○ С; 30 циклів – 20 с при 
60°С, 30 с при 72°С, 20 с при 92°С; фінальна 
елонгація 5 хв. Електрофоретичне розподілення 
продуктів ампліфікації проводили в поліакри-
ламідному гелі (10 % акриламід, TRIS-
боратний буфер). Фарбували гелі азотнокислим 
сріблом (Солоденко та ін., 2005). Молекуляр-
ний розмір фрагментів ДНК визначали за до-
помогою програми «GelAnalyzer 2010» віднос-
но маркера молекулярної маси ДНК ladder 100. 
Інформацію про нуклеотидні послідовності 
праймерів для аналізу послідовностей гену 
AHAS1 отримали з роботи Kolkman et al. (2004).  

 

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ОБГОВОРЕННЯ  
Враховуючи обмеження у використанні 

методу SNP-аналізу, пов’язані з його високою 
вартістю, дослідили можливість ідентифікації 
стійких до гербіцидів ліній різного походження 

 
Рис. 1. Електрофореграма продуктів ампліфікації ДНК за локусом pAHAS 16-17: 1, 2 – HA 
425; 3, 4 – RHA 426; 5, 6 – RHA 427; 7, 8 – HA 442; 9 – Sumo-2; 10, 21 – SURES-1; 11 – RHA 443; 
12 – IMISUN-1; 13 – IMISUN-2; 14, 22 – IMISUN-3; 15 – IMISUN-4; 16 – OC1011; 17 – OC1013; 
18 – Sumo-1; 19 – Sumo-2; М – маркер молекулярної маси ДНК ladder 100 (фрагмент 200 п.н.). 

 

 
Рис. 2. Електрофореграма продуктів ампліфікації ДНК за локусом pAHAS 18-19: 1, 2 – HA 
425; 3, 4 – RHA 426; 5, 6 – RHA 427; 7, 8 – HA 442; 9, 19, 22 – SURES-1; 10, 20 – Sumo-2; 11 – 
RHA 443; 12 – IMISUN-1; 13 – IMISUN-2; 14, 21 – IMISUN-3; 15 – IMISUN-4; 16 – OC1011; 17 – 
OC1013; 18 – Sumo-1; М – маркер молекулярної маси ДНК ladder 100 (фрагмент 300 п.н.).  
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за поліморфізмом мікросателітної послідовнос-
ті, яка міститься в межах гена AHAS1. Ампліфі-
кація фрагмента гена, що вміщує мікросателіт-
ний повтор, дозволила виявити низку полімор-
фних алелів та диференціювати досліджені лінії 
(рис. 1, 2). 

З використанням пари праймерів pAHAS 
16-17 ідентифікували алель176 п.н. у ліній HA 
425, RHA 426, RHA 427, HA 442, RHA 443, 
IMISUN-1, IMISUN-2, IMISUN-3 та у ліній 
української селекції ОС1011 і ОС1013; алель 
184 п.н. – у ліній Sumo-1, Sumo-2, IMISUN-4; 
алель 191 п.н. – у лінії SURES-1. За алелями 
локусу pAHAS 18-19 досліджені лінії розподі-
лені на такі ж самі три групи (таблиця). 

Лінія SURES-1 відрізняється за похо-
дженням від усіх інших досліджених нами ге-
нотипів, чим напевно пояснюється її чітка відо-
кремленість за виявленими мікросателітними 
алелями. Північноамериканська популяція ди-
корослого соняшника ANN-PUR була джере-
лом вихідних форм для створення стійких до 
імідазолінонових гербіцидів ліній HA 425, RHA 
426, RHA 427, HA 442, RHA 443, IMISUN-1, 
IMISUN-2, IMISUN-3, IMISUN-4. В той же час 
вказані лінії відрізняються за педігрі. Так, на-
приклад, в родоводі HA 425 та IMISUN-1 окрім 
зразка ANN-PUR H. annuus присутня лінія HA 
89*3, для створення ліній IMISUN-2 та 
IMISUN-3 залучались RHA 409//RHA 376*2 та 
HA 292*3, відповідно. Педігрі лінії IMISUN-4: 
RHA 324//RHA 280*2/ANN-PUR H. annuus. Ці-
кавим є той факт, що нестійкі до гербіцидів ін-
бредні лінії одеської селекції ОС1011 і ОС1013 
не відрізняються за дослідженими мікросателі-
тними алелями від групи ліній HA 425, RHA 
426, RHA 427, HA 442, RHA 443, IMISUN-1, 
IMISUN-2, IMISUN-3. В той же час при спіль-
ному походженні з вище переліченими стійки-
ми до імідазолінонових гербіцидів лініями, 
IMISUN-4 відрізняється від них за алелями ло-
кусу AHAS1. 

Ідентифікація певних мікросателітних 
алелів для груп ліній, які активно залучаються 

селекціонерами СГІ-НЦНС до створення нових 
генотипів соняшнику зі стійкістю до страхових 
гербіцидів, дозволить проводити маркерний 
добір зразків з гібридних та беккросних попу-
ляцій. Так, перспективним, на наш погляд, буде 
добір за виявленими маркерними алелями зраз-
ків з гібридних популяцій, в яких донорами 
стійкості слугуватимуть лінії  Sumo-1, Sumo-2, 
IMISUN-4 та    SURES-1. 

Стійкість до сульфонілсечовиних гербі-
цидів у лінії SURES-1 пов’язана з точковою 
мутацією в кодоні 197 послідовності гена 
AHAS1, яка призводить до заміни проліну на 
лейцин в молекулі синтази ацетогідроксикис-
лоти. Заміна одного нуклеотиду в кодоні 205 
призводить до появи валіну замість аланіну у 
вище згаданого ферменту і стікості до імідазо-
лінонових гербіцидів у ліній IMISUN-1, 
IMISUN-2, HA 425 (Kolkman et al., 2004). Саме 
амінокислотні заміни Pro197 і Ala205 зумовлюють 
стійкість до AHAS-інгібуючих гербіцидів у 
представників інших родин рослин (Tranel, 
2002). За SNP-маркерами у соняшнику виявле-
но п’ять гаплотипів гена AHAS1, два з яких 
асоційовані зі стійкістю до різних груп гербі-
цидів. У нашому дослідженні показано наяв-
ність трьох гаплотипів за поліморфними мікро-
сателітними маркерами. Поліморфізм мікроса-
телитної ДНК є найбільш оптимальним джере-
лом маркерів для MAS-селекції у зв’язку з ме-
тодичною доступністю способів його виявлен-
ня, надійністю і відтворюваністю результатів, 
кодомінантним типом успадкування. Додатко-
вим аргументом на користь застосування в се-
лекційних програмах виявлених поліморфних 
мікросателітних алелів є те, що дані маркери 
локалізовані в межах послідовності самого гена 
AHAS1, і таким чином, маркерні алелі не будуть 
«зникати» під впливом рекомбінаційних подій. 
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Different origin sunflower lines that are used in breeding programs aimed on creating of herbicide-
resistant genotypes were investigated. Microsatellite marker alleles from AHAS1 mutant gene that 
associated with resistance to AHAS-inhibiting herbicides were identified. Microsatellite markers al-
low differing imidasolinone- and sulfonylurea-resistant lines. Markers are proposed for selecting of 
samples from hybrid populations in that Sumo-1, Sumo-2, IMISUN-4 та SURES-1 would be used as 
resistance donor lines. 
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Исследованы линии подсолнечника разнообразного происхождения, которые используются в 
селекционных программах по созданию устойчивых к гербицидам генотипов. В пределах му-
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тантного гена AHAS1, ассоциированного с устойчивостью к гербицидам, которые ингибиру-
ют ключевой фермент синтеза аминокислотных последовательностей, выявлены маркерные 
аллели микросателлитных локусов. Микросателлитные маркеры позволили дифференциро-
вать линии-доноры устойчивости к имидазолиноновым и сульфонилмочевинным гербици-
дам. Предложено применение выявленных ДНК-маркеров в процессе отбора образцов из ги-
бридных популяций, в которых в качестве доноров устойчивости будут использованы линии 
Sumo-1, Sumo-2, IMISUN-4 та SURES-1. 
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