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Мета. Проведено скринінг гібридів F1 і F2 со-

няшнику за мікросателітними маркерами мута-

нтного гена AHAS1, асоційованого зі стійкістю 

до гербіцидів, що інгібують ацетолактатсинтазу. 

Методи. За допомогою ампліфікації фрагмента 

гена AHAS1, що містить мікросателітний по-

втор, досліджували стійкі до SU гербіцидів лінії 

SURES-1 та SURES-2; інбредні лінії селекції 

Селекційно-генетичного інституту; індивідуа-

льні рослини F1 та сегреганти популяцій F2. Ре-

зультати. Показана можливість ідентифікації 

гібридних рослин із різними алелями гена 

AHAS1. Доведена ефективність алеля 191 п. н. 

локусу AHAS1 в гомо- і гетерозиготному стані 

для маркерного добору генотипів, стійких до 

гербіцидів групи сульфонілсечовини. Отримано 

10 гомозиготних рослин F2 популяції SURES-2 x 

ОС 1019В та 18 гомозиготних рослин F2 попу-

ляції SURES-2 x ОС 1029В, які за генотипом 

відповідають лінії-донору мутантного гена 

AHAS1. Висновки. Присутність в генотипі рос-

лини F2 алеля 191 п. н. локусу AHAS1 свідчить 

про стійкість до дії гербіцидів групи сульфоніл-

сечовини і є основою для проведення маркерно-

го добору за цією ознакою. Рослини F2 – носії 

вказаного гена – в гомозиготному стані можуть 

бути використані як вихідний матеріал у селек-

ції з метою створення нових інбредних ліній із 

генетично зумовленою стійкістю до SU гербі-

цидів. 

Ключові слова: ДНК-маркери, ген AHAS1, соня-

шник, гербіциди, стійкість. 

 

За новітніх агротехнологій захисту посівів 

соняшнику від бур’янів – Clearfield та Express-

Sun, або Сумо – вирощують гібриди з генетично 

зумовленою стійкістю до гербіцидів групи імі-

дазолінонів або сульфонілсечовини. Гербіциди, 

які належать до імідазолінонової та сульфоніл-

сечовинної груп, інгібують фермент синтезу 

амінокислотних ланцюгів синтазу ацетогідрок-

сикислоти (acetohydroxyacid synthase, AHAS), 

яка відома також як ацетолактатсинтаза (aceto-

lactate synthase, ALS). Цей фермент є каталіза-

тором першого етапу біосинтезу амінокислот із 

розгалуженим ланцюгом. Дія AHAS-інгібуючих 

гербіцидів призводить до фатального порушен-

ня метаболізму у чутливих до цих гербіцидів 

рослин [1]. Стійкість до гербіцидів, які інгібу-

ють AHAS, виникає у рослин у результаті точ-

кових мутацій у генах, що кодують синтез цього 

ферменту. У більш ніж 80 видів рослин іденти-

фіковані природні біотипи, стійкі до AHAS-

інгібуючих гербіцидів [2]. Популяції дикоросло-

го соняшнику зі стійкістю до імідозолінонових 

(IMI) та сульфонілсечовинних (SU) гербіцидів 

уперше були знайдені у Канзасі та Південній 

Дакоті на полях, де застосовувалися гербіцидні 

обробки 7–8 років поспіль [3, 4]. Мутантні гени, 

які надають стійкості до AHAS-інгібуючих гер-

біцидів, були інтрогресовані зі зразків дикорос-

лих популяцій (ANN-PUR та ANN-KAN) в еліт-

ні інбредні лінії з метою створення стійких сор-

тів та гібридів [5, 6]. 

У соняшнику ідентифіковано три AHAS 

гени (AHAS1, AHAS2, AHAS3) та визначена їх 

локалізація відповідно на 9, 6, 2 групах зчеп-

лення генетичної карти і досліджена молекуля-

рна структура цих генів [7]. Як і в AHAS генів 

інших видів рослин, у соняшнику в межах цих 

генів не виявлено інтронів. Нуклеотидні послі-

довності AHAS генів відзначаються високим 

ступенем ідентичності. Так, AHAS2 відрізняєть-

ся від AHAS1 за делецією 9 п. н. У свою чергу 

AHAS3 відрізняється від AHAS1 і AHAS2 наявні-

стю двох делецій довжиною 3 та 9 п. н. За сек-

венування генів AHAS дикого типу, які були 

клоновані зі сприйнятливих до дії гербіцидів 

генотипів соняшнику та мутантних варіантів 

AHAS, виділених зі стійких зразків, виявлено 

низку поліморфізмів. У послідовності AHAS1 

ідентифіковано 48 однонуклеотидних замін 

(single nucleotide polymorphisms, SNPs) та варіа-

цію за кількістю [ACC]n повторів; в структурі 
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гена AHAS2 детектована одна інерція-делеція 

(INDEL) довжиною 6 п. н.; мутантний ген 

AHAS3 відрізняється від гена дикого типу за 

одним SNP [8]. На молекулярно-генетичному 

рівні стійкість до IMI гербіцидів зумовлена за-

міною С-Т в кодоні 205 гена AHAS1; трансзиція 

С-Т в кодоні 197 призводить до появи стійкості 

до SU гербіцидів. У результаті вище згаданих 

точкових мутацій змінюється одна амінокислота 

в послідовності AHAS ферменту та його конфо-

рмація, за якої фермент стає недоступним для 

дії гербіцидів.  

ДНК-маркери, які щільно зчеплені з гена-

ми господарсько цінних ознак, дозволяють про-

водити маркерну селекцію (marker assisted selec-

tion, MAS), що значно полегшує контроль над 

переносом генів за схрещувань, дозволяє прове-

сти скринінг генетичних ресурсів для картуван-

ня та маркування локусів, зчеплених із генами, 

що контролюють адаптивно значущі або корис-

ні ознаки, та пошук донорів цільових генів, 

сприяє підвищенню ефективності добору. За 

допомогою маркерів здійснюють тестування 

вихідного селекційного матеріалу, беккросу-

вання та добір гомозигот у потомстві. Раніше за 

дослідження поліморфізму мікросателітної пос-

лідовності гена AHAS1 нами марковані лінії-

джерела стійкості до IMI та SU гербіцидів, які 

отримані з National Germplasm Resources La-

boratory (North Central Regional PI Station, North 

Dakota, USA) [9].  

Мета нашої роботи – скринінг гібридних 

популяцій соняшнику F1 та F2 за мікросателіт-

ними маркерами мутантного гена AHAS1 та 

ідентифікація гомозиготних сегрегантів-носіїв 

гена стійкості до SU гербіцидів. 

 

Матеріали і методи 

Як вихідний матеріал для дослідження 

використовували стійкі до SU гербіцидів лінії 

SURES-1 та SURES-2; інбредні лінії селекції 

Селекційно-генетичного інституту (СГІ-НЦНС): 

OC 1019В, OC 1029В, Од 973В, Од 5545В, Од 

3171В; індивідуальні рослини F1 та сегреганти 

популяцій F2, отримані в результаті попарної 

ізоляції «кошик на кошик» та штучного запи-

лення рослин без використання кастрації квіток 

від схрещувань: SURES-2 x ОС 1029В, SURES-2 

x ОС 1019В, Од 5545В х SURES-1, Од 3171В х 

SURES-1. 

Насіннєвий та рослинний матеріал для до-

слідження, а також відомості щодо фенотипової 

оцінки стійкості до дії гербіциду індивідуальних 

рослин F2 популяцій Од 5545В х SURES-1, Од 

3171В х SURES-1 люб’язно надані завідувачем 

відділу селекції та насінництва гібридного со-

няшнику СГІ-НЦНС к. с.-г. н. Б.Ф. Вареником 

та провідним науковим співробітником к. с.-г. н. 

С.І. Карапірою. 

ДНК виділяли цетавлоновим методом із 

сухого листя індивідуальних рослин або індиві-

дуальних трьох-п’ятиденних проростків. Амп-

ліфікацію здійснювали на приладі «Терцик» 

(ДНК-технологія, РФ). Склад реакційної суміші: 

буфер для DreamTaq полімерази, 1 одиниця 

активності DreamTaq полімерази (Fermentas, 

Литва), 0,2 мкМ кожного праймера, 0,2 мМ ко-

жного dNTP, 20 нг ДНК. Умови ампліфікації: 

початкова денатурація 2 хв. за 94○С; 30 циклів – 

20 с за 60○С, 30 с за 72○С, 20 с за 92○С; фінальна 

елонгація 5 хв. Електрофоретичне розподілення 

продуктів ампліфікації проводили в поліакри-

ламідному гелі (10% акриламід, 1 х трис-

боратний буфер) з наступною візуалізацією 

азотнокислим сріблом. Документували отримані 

електрофореграми цифровою відеокамерою. 

Молекулярний розмір фрагментів ДНК визна-

чали за допомогою програми «GelAnalyzer 

2010» відносно маркерів довжини фрагментів 

ДНК: GeneRuler 50 bp, pUC 19 / MspI. Інформа-

цію щодо нуклеотидних послідовностей прай-

мерів для дослідження гена AHAS1 отримали 

з [8]. 

 

Результати та обговорення 

Ампліфікація фрагмента гена AHAS1, що 

вміщує мікросателітний повтор, дозволила ви-

явити низку поліморфних алелів та диференці-

ювати досліджені лінії, які різняться за стійкіс-

тю до гербіцидів групи сульфонілсечовини. За 

використання пари праймерів pAHAS 16-17 у 

ліній SURES-1 та SURES-2 виявили алель 

191 п. н. Лінії SURES-1 та SURES-2 мають спі-

льне походження, донорами стійкості для цих 

ліній були окремі рослини популяції ANN-KAN 

дикорослого соняшнику Helianthus annuus L. В 

той же час вказані лінії відрізняються за педігрі. 

Так, наприклад, в родоводі SURES-1, окрім зра-

зка ANN-KAN H. annuus, є присутні лінії HA 

424, НА 406, НА 89; для створення SURES-2 

залучалися лінії RHA 377, RHA 392 та RHA 376. 

За даними [8], стійкість до сульфонілсечовин-

них гербіцидів у ліній SURES-1 та SURES-2 

пов’язана з точковою мутацією в кодоні 197 

гена AHAS1, яка призводить до заміни проліну 

на лейцин у молекулі синтази ацетогідроксики-
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слоти. У ліній селекції СГІ-НЦНС OC 1019В, 

OC 1029В, Од 973В, Од 5545В, Од 3171В ви-

явили альтернативний алель 176 п. н. Отже, 

алелі локусу AHAS1 176 та 191 п. н. можуть 

бути рекомендовані як потенційні маркери для 

ідентифікації гібридних рослин F1 та добору з 

популяцій F2, що розщеплюються.  

Під час аналізу насіння «потенційних» F1, 

одержаних від схрещування за індивідуальною 

схемою «кошик на кошик» лінії SURES-2 з ліні-

єю ОС 1019В або ОС 1029В та лінії SURES-1 з 

лінією Од 973В без використання штучної каст-

рації рослин, одержані дещо різні результати. 

Оскільки рослини лінії SURES-1 та SURES-2 і 

ліній Од 973В, ОС 1019В та ОС 1029В є ферти-

льними, то у кожному кошику як материнської, 

так і батьківської форми можливим було фор-

мування насіння як гібридної, так і самозапиль-

ної природи. Так, у комбінації схрещування 

SURES-1 х Од 973В в кошиках усіх рослин обох 

батьків було виявлено лише насіння з наявністю 

алелів 191 або 176 п н. відповідно, тобто гомо-

зиготні генотипи від самозапилення. В комбіна-

ції схрещування SURES-2 х ОС 1019В частка 

насінин із кошиків рослин лінії SURES-2 вияви-

лася гетерозиготною за дослідженим локусом, 

тобто поєднувала алелі 191 та 176 п. н. від обох 

батьків. Інша частка насіння з кошиків рослин 

лінії SURES-2 за генотипом відповідала бать-

ківській лінії, тобто таке насіння утворилося в 

результаті самозапилення. Насіння з кошиків 

рослин лінії ОС 1019В також було самозапиль-

ної природи.  

Насіння з гетерозиготним генотипом за 

локусом pAHAS 16-17 виявлено в кошиках із 

рослин SURES-2, які були задіяні в схрещуванні 

з ОС 1029В. У насінні з кошиків рослин лінії 

ОС 1029В виявлено гомозиготний генотип з 

алелем 176 п. н., який відповідає генотипу бать-

ківської рослини ОС 1029В.  

На наступному етапі з насіння, зібраного 

з-під ізоляторів із кошиків рослин SURES-2, 

були вирощені рослини F1, проведена їх ізоляція 

і самозапилення. Для підтвердження гібридної 

природи для кожної рослини F1 маркерним ана-

лізом визначали генотип за мікросателітним 

маркерним локусом pAHAS 16-17, для чого ви-

користовували ДНК, виділену з листя. З кожної 

рослини F1, в генотипі якої виявлені алелі обох 

батьківських форм, тобто 176 та 191 п. н., отри-

мали насіння F2. 

Індивідуальні рослини F2 популяцій 

SURES-2 x ОС 1019В та SURES-2 x ОС 1029В 

(24 та 57 шт. відповідно), що одержані від само-

запилення гібридних рослин F1, досліджені за 

маркерним локусом pAHAS 16-17 та за наявніс-

тю або відсутністю того або іншого алеля, роз-

поділені на три генотипові класи.  

Перший клас складали гомозиготні рос-

лини, в генотипі яких присутній алель 191 п. н. 

лінії-донора мутантного гена AHAS1 SURES-2. 

До другого класу віднесені рослини, що є носі-

ями алеля 176 п. н., характерного для лінії OC 

1019В або OC 1029В. Третій клас – гетерозиго-

тні рослини, в генотипі яких є алелі обох бать-

ків. В обох комбінаціях схрещування SURES-2 x 

ОС 1019В та SURES-2 x ОС 1029В фактично 

одержане розчеплення F2 популяцій за алелями 

локусу pAHAS 16-17 1:2:1 відповідало теоретич-

но очікуваному співвідношенню. Критерій від-

повідності 2
1:2:1 у першому схрещуванні дорів-

нював 4,92, а в другому – 1,74, що значно мен-

ше 2
0,05=5,99 для df = 2. 

Загалом отримано 10 гомозиготних рос-

лин F2 популяції SURES-2 x ОС 1019В та 

18 гомозиготних рослин F2 популяції SURES-2 x 

ОС 1029В, які за генотипом відповідають лінії-

донору мутантного гена AHAS1.  

Для оцінки ефективності використання 

цього маркера в практичній селекції порівнюва-

ли результати ідентифікації за алелями гена 

AHAS1 та стійкості до гербіцидів сульфонілсе-

човинної групи (Гранстар, діюча речовина – 

тибенурон-метіл, 20 г/га) індивідуальних рослин 

F2 комбінацій схрещування Од 3171В х SURES-

1 та Од 5545В х SURES-1. Для рослин, не стій-

ких до дії гербіциду з пригніченим ростом і 

нетиповою морфологією, визначено гомозигот-

ний генотип за маркерним локусом pAHAS 16-

17 з алелями, що відповідають батьківським 

лініям Од 3171В та Од 5545В. Рослини F2, в 

генотипі яких поєднані маркерні алелі від обох 

батьківських ліній, виявилися стійкими до дії 

гербіциду, тобто однієї копії мутантного гена 

pAHAS1 достатньо для нормального розвитку 

рослин соняшнику на фоні гербіцидної обробки. 

Маркерним аналізом серед рослин F2 визначені 

ті, що містять дві копії мутантного гена pAHAS1 

і є стійкими до дії гербіциду. Насіння з названих 

гомозиготних за алелем 191 п. н. стійких до 

гербіциду Гранстар рослин F2 комбінацій схре-

щування Од 5545В х SURES-1, Од 3171В х 

SURES-1, а також ідентифіковані за маркером 

гомозиготні рослини F2 популяцій SURES-2 x 

ОС 1019В та SURES-2 x ОС 1029В, що за гено-
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типом відповідають лінії-донору мутантного 

гена AHAS1, представляють найбільший інтерес 

із погляду селекції. В наступних поколіннях 

самозапилення нащадків гомозиготних за мар-

кером 191 п. н. рослин F2 можливе розчеплення 

за ознаками адаптивності, продуктивності та 

іншими, крім стійкості до SU гербіцидів, що 

дозволить проведення добору необхідних сегре-

гантів. Такі рекомбінантні сегреганти будуть 

складати основу вихідного матеріалу для селек-

ційної роботи зі створення нових самозапиль-

них ліній селекції СГІ-НЦНС, адаптованих для 

умов півдня України, з генетично зумовленою 

стійкістю до гербіцидів групи сульфонілсечови-

ни та комплексом господарсько цінних ознак. 

Висновки  

Використання мікросателітного маркера 

дозволило ідентифікувати за алелями гена  

pAHAS1 генотипи ліній різного походження, 

гетерозиготні F1 та гомозиготні в F2 рослини. 

Розчеплення F2 популяцій за алелями гена  

pAHAS1 відповідало законам Менделя за від-

мінностей батьків за одним геном. Присутність 

у генотипі рослини F2 алеля 191 п. н. локусу 

AHAS1 в гомо- або гетерозиготному стані свід-

чить про стійкість до дії гербіцидів групи суль-

фонілсечовини і є основою для проведення мар-

керного добору за цією ознакою. Рослини  

F2 – носії вказаного гена – в гомозиготному ста-

ні можуть бути використані як вихідний матері-

ал у селекції з метою створення нових інбред-

них ліній із генетично зумовленою стійкістю до 

SU гербіцидів. 
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DNA MARKERS OF AHAS1 GENE FOR SCREENING AND IDENTIFICATION OF SUNFLOWER 

GENOTYPES OF HYBRID ORIGIN 

Aim. A molecular genetic study of sunflower F1 and F2 hybrids on a microsatellite markers of mutant AHAS1 gene 

associated with herbicide resistance was performed. The aim of the work was to screen of F1 and F2 sunflower hybrid 

populations with usage of DNA markers and identification of homozygous segregants containing of the gene for resis-

tance to SU herbicides. Methods. It was used PCR amplification to detect alleles of microsatellite locus located within 

the mutant AHAS1 gene. Results. The possibility of identification of hybrid plants with different alleles of the AHAS1 

gene was shown. The efficiency of the allele of 191 b. p. in the homo- and heterozygous state for marker selection of 

genotypes resistant to the herbicide of the sulfonylurea group was confirmed. 10 homozygous F2 plants of SURES-2 x 

OS 1019B and 18 homozygous F2 plants of SURES-2 x OS 1029B, which according to the genotype correspond to the 

donor line of the mutant AHAS1 gene, were obtained. Conclusions. F2 plants that are carriers of this gene in the homo-

zygous state can be used as an initial material in breeding for the purpose of creating new inbred lines with genetically 

determined resistance to SU herbicides. 

Keywords: DNA markers, AHAS1 gene, sunflower, herbicides, resistance. 


