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Лук сегодня одна из важнейших 
овощных культур во всем мире. 
В РФ площадь под луком в то-

варном производстве в 2017 году со-
ставила 25,3 тыс. га, а валовой сбор – 
1134,8 тыс. т при урожайности 44,8 
т/га. За период с 2001 года урожай-
ность выросла в 6,2 раза. Это свя-
зано с использованием современ-
ных технологий, в основе которых ле-
жит переход от сортов к F1 гибридам. 
Работа по созданию современных 
гибридов проводится с использова-
нием линий, обладающих ядерно-ци-
топлазматической мужской стериль-
ностью (ЯЦМС), необходимой для 
гибридного семеноводства лука.

Мужскую стерильность классифи-
цируют на два типа: CMS-S Clark, Jones 
(1943), CMS-T Beringer (1965) [1, 2].

Сначала в 1925 году стерильное 
растение с CMS-S цитоплазмой было 
выявлено у сорта Italian Red [3], у ко-
торого она контролировалась вза-
имодействием, вызывающей сте-
рильность цитоплазмы и ядерно-
го гена восстановителя Ms/ms в ре-
цессивном состоянии (msms). Позже 
в 1960 году во французском сорте 
Jaune Paillede Vertus выявили CMS-T 
цитоплазму [2]. Фертильность расте-
ний с такой цитоплазмой восстанав-
ливается двумя независимыми сис-
темами восстановителей. Первая 
состоит из одного локуса А с дву-
мя аллелями, а вторая из двух ком-
плементарно действующих локусов 
В и С. Доминантные аллели во всех 
системах являются восстановителя-
ми фертильности, а рецессивные – 

закрепителями стерильности [4]. 
Фенотипически стерильные расте-
ния с S- и Т- цитоплазмой различить 
невозможно, что затрудняет их ис-
пользование в селекции.

Для идентификации типа ЦМС 
у лука репчатого зарубежными ис-
следователями разработана систе-
ма молекулярных маркеров [5].

Sunggil Kim в 2013 году разрабо-
тал молекулярные маркеры для оп-
ределения гена закрепителя сте-
рильности/восстановителя фер-
тильности [6, 7]. Он обнаружил, что 
маркер Jnurf-13 сцепленный с локу-
сом Ms для системы CMS-S идеаль-
но маркировал этот же локус у систе-
мы CMS-T. Эти результаты исследо-
вания противоречат предыдущей мо-
дели восстановления фертильности 
в системе CMS-T.

Предложенная система маркеров 
позволяет существенно снизить чис-
ло индивидуальных скрещиваний со 
стерильным тестером из тесткрос-
сов и облегчить отбор желаемых рас-
тений с генотипом закрепителя сте-
рильности Nmsms.

Цель нашего исследования: 
оценка эффективности известных 
молекулярных маркеров различных 
типов цитоплазмы CMS-S, CMS-T 
и N, гена закрепителя стерильнос-
ти/восстановителя фертильности 
и гена, контролирующего устойчи-
вость к пероноспорозу.

Условия, материалы и методы 
исследований. Исследования про-
ведены в 2016–2018 годах в лабо-
ратории генетики, селекции и био-
технологии овощных культур РГАУ-
МСХА имени К.А. Тимирязева. В ра-
боте представлены результаты мо-
лекулярно-генетического анализа 
растений лука репчатого из коллек-
ции ООО «Селекционная станция 
им. Н.Н.Тимофеева», а также совре-
менные F1 гибридов зарубежной се-
лекции – Сантеро, Медуза, Роухай, 
Ятоба, Барита и др. Для анализа рас-
тений использовали маркеры, пред-
ложенные T. Engelke с соавторами 
(2002) для дифференциации типов 
цитоплазмы, S. Kim (2013) – на ген 
закрепитель стерильности, а также 
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маркеры DMR на ген устойчивости 
к пероноспорозу Pd1.

Лук репчатый выращивали в ус-
ловиях открытого грунта или пле-

ночной теплицы, соблюдая тради-
ционные методы ухода с примене-
нием общепринятых агротехничес-
ких мероприятий, луковицы хранили 

при пониженной температуре, за-
тем растения высаживали в теплицу, 
где они стрелковались и цвели. Из 
отрастающих молодых листьев вы-
деляли ДНК согласно CTAB-методу 
Murray&Thompson [8]. ПЦР проводи-
ли по методикам, описанным в пуб-
ликациях авторами молекулярных 
маркеров.

МаркерorfA501Т-цитоплазмы 
(ожидаемый фрагмент 473 п. н.) ам-
плифицировали с праймерами 
5'-ATGGCTCGCCTTGAAAGAGAGC-3» 
и 5'-CCAAGCATTTGGCGCTGAC-
3'при температуре отжига 60 °C. 
Маркер5'cobS-цитоплазмы амп-
лифицировали с использовани-
ем прямого праймера 5'-GTCCAGT
TCCTATAGAACCTATCACT-3», (ожи-
даемый фрагмент 414 п. н.), мар-
кер нормальнойN-цитоплазма, ха-
рактеризующийся длиной фрагмен-
та180 п. н., – с прямым праймером5'-
TCTAGATGTCGCATCAGTGGAATCC-3» 
и использованием обще-
го обратного праймера5'-
CTTTTCTATGGTGACAACTCCTCTT-
3'при температуре отжига 53 °C.

Для определения гена за-
крепителя стерильности нами 
был выбран маркер Jnurf-13 
[7]. Праймеры для Jnurf-13 это 
5'-TTGCCAAAGGTTGCAATACA-3» 
и 5'-TGCAAGCTTGGAACTTACG-3», 
температура отжига 57 °C, ожида-
емый для доминантного аллеля Ms 
фрагмент – 241 п. н., рецессивного 
ms- 229 п. н.

Продукты амплификации разде-
ляли электрофорезом в 1,5% агароз-
ном геле, визуализировали в прохо-
дящем УФ свете при окрашивании 
красителем GelRed.

Результаты исследований. 
Engelke et al. (2003) предложили сис-
тему дифференциации (N) -, (T) -, 
и (S) -типов цитоплазм при сочета-
нии маркеров 5» cob и orfA501.

По результатам ПЦР-анализа 
нормальная цитоплазма выявилась 
у растений образцов Шлт и [Бн1–
12хВал 1–8] 1. У них присутствовал 
только один целевой фрагмент дли-
ной 180 п. н. (рис. 1). Наличие мар-
кера S-типа цитоплазмы обнаруже-
но у гибридов ЛФК, Ятоба, Роухай, 
Олоросо, Медуза, Снайпер. У пере-
численных образцов выявлены все 
три фрагмента длиной 180 п. н., 414 
п. н. и 473 п. н.

У F1 гибридов Сантеро, Барита, 
МсБанко и Салатный анализ показал 
присутствие двух фрагментов дли-
ной 180 п. н. и 473 п. н., что свидетель-
ствует о наличии у них Т-цитоплазмы.

Таблица 1. Дифференциация (N) -, (T) -, и (S) -типов цитоплазм при сочетании маркеров 
5» cob и orfA501

Тип цитоплазмы
5» cob orfA501 

473 п. н.180 п. н. 414 п. н.

(N) + – –

(T) + – +

(S) (+) + +

Примечание: + есть целевой фрагмент, – нет целевого фрагмента

Рис. 1. Электрофореграмма продуктов амплификации и дифференциация образцов 
по типу цитоплазмы (CMS-S, CMS-T и N) с использованием маркеров orfA501 и 5’cob

Таблица 2. Результаты молекулярно-генетического и фенотипического анализа 
растений коллекции лука репчатого, Москва, 2018 год

Генотип Число 
растений

Число растений по 
фенотипу

Тип цитоплазмы 
согласно 

молекулярно-
генетическому 

анализу
стерильные фертильные

Сантеро 6 6 T

Ятоба 6 4 2 S

Барита 11 11 T

Роухай 4 4 S

ЛФК 3 1 2 S

Брекстоун 2 2 S

Шлт 5 5 N

МсБн 3 3 T

Медуза 2 2 S

Олоросо 3 3 S

[Бн1–12хВал 1–8] 1 7 7 N

Cнайпер 2 2 S

Салатный 5 5 T

Рис 1 Электрофореграмма продуктов амплификации и дифференциация образцов
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Одновременное использова-
ние этих двух систем маркирования 
дифференцировало типы цитоплазм 
всех проанализированных образцов 
с мужской стерильностью. Вместе 
с тем в некоторых образцах со сте-
рильной цитоплазмой наблюдалось 
расщепление по фенотипу на сте-
рильные и фертильные, что связа-
но с использованием различных по 
локусу Ms/ms генотипов отцовских 
линий.

По результатам анализа был сде-
лан вывод о пригодности данно-
го метода для оценки растений лука 
репчатого, показана высокая эф-
фективность двух систем маркиро-
вания orfA501 и 5» cob для выявле-
ния фактора стерильности в цитоп-
лазме типа CMS-S, CMS-T и они мо-
гут быть использованы в селекции. 
Для создания линий закрепителей 
стерильности необходимо выявле-
ние образцов с N-цитоплазмой, так 
как они должны обладать генотипом 

Nmsms. Для выявления таких расте-
ний при классическом способе про-
водят анализирующие скрещивания, 
где в качестве тестера используют 
стерильные растения с генотипом 
Smsms или Тmsms. И по потомству 
полученных F1 гибридов судят о гено-
типе опылителя. Если все потомство 
стерильное, то отцовские растения 
с нормальной цитоплазмой являют-
ся закрепителями стерильности с ге-
нотипом Nmsms. Это требует, как ми-
нимум, четыре года работы. При ис-
пользовании маркеров orfA501 и 5» 
cob на тип цитоплазмы выявляют 
растения с N-цитоплазмой и у этих 
растений с помощью маркера Jnurf 
13 проводят генотипирование на ал-
лельное состояние локуса закрепле-
ния стерильности (msms), что сокра-
щает процесс создания закрепите-
лей стерильности в четыре раза.

В результате ПЦР-анализа по 
маркеру Jnurf 13 растений потомства 
[Бн1–12хВал 1–8] 1 с нормальной ци-

топлазмой показано, что шесть рас-
тений под номерами 8,13,14,15,17,25 
обладали генотипом закрепите-
ля стерильности msms (рис. 2). 
Растения 6,7,9,16 – гетерозиготы, 
а 10,11,26-доминантные гомозиго-
ты восстановители фертильности. 
Таким образом, по результатам ана-
лиза без использования трудоемких 
анализирующих скрещиваний, вы-
делены и вовлечены в селекционный 
процесс растения с генотипом за-
крепителя стерильности.

Высокая вредоносность перо-
носпороза (возбудитель – оомицет 
Peronospora destructor) делает акту-
альным поиск источников и доноров 
устойчивости. Показано, что Allium 
roylei полностью устойчив к этому 
заболеванию, и устойчивость конт-
ролируется одним доминантным ге-
ном Pd1 [9]. В 2015 году корейски-
ми учеными S.Kimet с сотрудника-
ми были разработаны четыре моле-
кулярных маркера сцепленных с ге-
ном устойчивости Рd1.В 2016 году 
мы провели анализ популяций лука 
репчатого, полученных гибридиза-
цией восприимчивых линий и ус-
тойчивым к ложной мучнистой росе 
F1-гибридом Santeroс использо-
ванием трех молекулярных марке-
ров DMR1, DMR2 и DMR3 (Kim et al., 
2016). Для дальнейших исследова-
ний был отобран DMR1-маркер как 
наиболее тесно сцепленный с Pd1-
геном устойчивости к пероноспо-
розу. Маркер доминантного Pd-
аллеля устойчивости при амплифи-
кации с парой праймеров DMR1-
R5'-TTCGTAGCAGCATCAAGGTG-3» 
и D M R 1 - F - 
5'-TGAGGCTCAAGTTGACATG-3» дает 
фрагмент размером 505 п. н., а ре-

Рис. 2. Электрофореграмма продуктов амплификации и дифференциация растений 
потомства [Бн1–12хВал 1–8] 1 с использованием маркера Jnurf 13

Рис. 3. Электрофореграмма продуктов амплификации и дифференциация образцов лука репчатого по наличию/отсутствию гена 
устойчивости Pd1 с использованием маркера DMR1. Каждый образец представлен двумя дорожками

Рис 2 Электрофореграмма продуктов амплификации и дифференциация растений

Рис 3 Электрофореграмма продуктов амплификации и дифференциация образцов лука репчатого по наличию/отсутствию гена
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цессивному аллелю pd соответствует 
фрагмент размером 438 п. н.Условия 
ПЦР были следующими: 95 °C – 4 мин; 
10 циклов денатурация при 95 °C –30 
сек; отжиг при 65 °Cсуменьшением 
в каждом цикле на 0,8 °C– 30сек, син-
тез при 72 °C –1 мин; 35 циклов 95 °C– 
30 сек; 57 °C – 30 сек; 72 °C – 1 мин; 
10 мин – 72 °C. ПЦР-продукты разде-
ляли в 1,5% агарозном геле и визуа-
лизировали при окрашивании GelRed 
в проходящем УФ-излучении.

ПЦР с маркером DMR1 показал, 
что у гибрида F1 Santero ген устой-
чивости находится в гетерозиготном 
состоянии, у сортов Денсити и Кенди 
присутствует фрагмент длиной 438 
п. н., что соответствует рецессивному 
аллелю в гомозиготном состоянии. 
В потомствах растений Sx (SxДенс) 
(258, 253, 261) и Sx (SxКенди) (163, 
160) наблюдалось расщепление 
на устойчивые и восприимчивые 
(рис. 3). Среди устойчивых растений 
в потомстве Sx (SxДенс) присутс-
твовали растения (253 и 260) с дву-
мя фрагментами 505 п. н. и 437 п. н., 
что свидетельствует об их гетерози-
готности, и растение № 258 с фраг-
ментом длиной 505 п. н. – гомози-
готности по доминантному аллелю. 
В потомстве Sx (SxКенди) выявле-
но, что растение № 163 является до-
минантной гомозиготой, а растение 
№ 160-гетерозиготой.

Таким образом, показано, что ген 
устойчивости Pd1 стабильно переда-
ется гибридному потомству, а мар-
кер DMR1 четко выявляет его гомо- 
или гетерозиготное состояние и мо-
жет быть эффективно использован 
в селекции для отбора устойчивых 
к пероноспорозу растений.
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Summary. The studies were conducted in 
2016–2018 in the laboratory of genetics, 
breeding and biotechnology of vegetable 
crops of the RSAU – MTAA. The aim of the 
research is to assess the effi ciency of known 
molecular markers orfA501 и 5» cob to gen-
otype a type of onion (Allium cepa L.) male 
sterility inducing cytoplasm’s, CMS- (S) and 
CMS- (T) and normal (N) cytoplasm, to gen-
otype restorer fertility and maintainer steril-
ity alleles Ms/ms of a nuclear gene, marker 
of onion downy mildew resistance gene. The 
use of these two marker systems (orfA501 
и 5» cob) confi rmed the type of cytoplasm 
of all screened male sterility onion plants. 
Six onion accessions had CMS-S type of cy-
toplasm, four accessions – CMS-T and two 
accessions had normal N-cytoplasm. The 
effi ciency of recommended DNA-marker 
JnurF13 to genotype restorer fertility (Ms) al-
lele and maintainer sterility (ms) allele of a 
nuclear gene was confi rmed using a set of 
different onion accessions. The use of mo-
lecular marker Jnurf 13 helps to genotype 
the onion plant in relation to allelic state of 
the sterility maintainer allele (ms) in plants 
with N-cytoplasm and shortens the pro-
cess of developing sterility maintainer lines. 
Allium roylei is completely resistant to downy 
mildew which is controlled by a single dom-
inant Pd1 gene. Marker DMR1 of onion 
downy mildew resistance gene was stud-
ied using an accessions of Timofeev’s plant 
breeding station (RSAU – MTAA) involved in 
a breeding programs and commercial culti-
vars of foreign companies.
Keywords: onion (Allium cepa L.), cyto-
plasmic male sterility, DNA markers, downy 
mildew, resistance gene, restorer fertility, 
maintainer sterility

Рис 4. Выделение ДНК стандартным методом СТАВ


