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identification of cyto�lasm ty�es with the use 
of molecular mar�ers enables to sim�lify the �arent 
line �air selection for hybrid develo�ment based 
on cMS. Forty accessions of the family Brassicaceae 
(Brassicaceae Burnett� were analyzed with 22 
�airs of Pcr �rimers ta�en from �revious research. 
Seven ty�es of cyto�lasm (Ogura�� Ogu-NWSUAF�� 
nap�� pol�� cam�� rad�� ole� were observed among 
breeding accessions using standard and multi�lex 
Pcr technique. The sequence of Pcr �roducts that 
differentiated different ty�es of sterile cyto�lasm 
confirmed the �resence of three genes�� orf138�� orf222�� 
and orf224�� in mitochondrial DnA associated with 
exhibition of cMS. The accession of na��a cabbage 
(Brassica rapa Pe�inensis Grou�� had two genes�� 
orf138 and orf222�� which corres�onded to cyto�lasm 
Ogu-NWSUAF. All accessions carrying Ogura cyto�lasm 
had the 41� b� fragment�� which was 100 % identical 
to the mitochondrial orf138 gene sequence corres-
�onding to Ty�e � (formerly nine sequence Ty�es�� 
from A to i�� had been identified�. An exce�tion was 
the accession of white head cabbage Te�ila F1 with 
a new allelic variant of orf138 gene�� which combined 
the 39-b� deletion ty�ical of the Ty�e F orf138 
sequence and two nonsynonymous substitutions�� 
A→ T and G→A�� at �ositions 95 and 99�� res�ectively.

Key words�� Brassicaceae Burnett; mitochondrial DnA 
(mtDnA�; cyto�lasmic male sterility (cMS�; cMS Ogura; 
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Идентификация типа цитоплазмы с испол��зованием молекуляр-
ных маркеров позволяет упростит�� от�ор пар для скрещивания 
при создании ги�ридов на основе цитоплазмати�еской мужской 
стерил��ности (Ц�С�. На 40 о�разцах семейства ��апустные 
(Brassicaceae Burnett� для определения типа цитоплазмы �ыли 
протестированы 22 пары уже известных праймеров�� ото�ранных 
из литературных исто�ников. С испол��зованием стандартной 
и мул��типлексной �ЦР �ыли идентифицированы � разли�ных 
типов цитоплазмы (Ogura�� Ogu-NWSUAF�� nap�� pol�� cam�� rad�� ole� 
у коллекционных о�разцов. Расшифровка нуклеотидной после-
довател��ности продуктов�� дифференциру�щих разли�ные типы 
стерил��ности цитоплазмы�� подтвердила нали�ие в митохондри-
ал��ной ДН�� (мтДН��� исследуемых стерил��ных о�разцов локусов 
генов orf138�� orf222�� orf224�� связанных c проявлением признака 
Ц�С. у стерил��ного о�разца капусты пекинской в мтДН�� 
присутствовало сразу два гена�� orf138 и orf222�� �то соответствовало 
типу Ogu-NWSUAF. у всех о�разцов�� несущих цитоплазму Ogura�� 
в мтДН�� присутствовал у�асток 41� п. н.�� на 100 % гомологи�ный 
с митохондриал��ным геном orf138 – типа � (всего ранее выделяли 
9 типов гена orf138 – от A до i�. Искл��ение составил о�разец 
капусты �елоко�анной F1 Te�ila�� у которого �ыл выявлен новый 
аллел��ный вариант гена orf138�� характеризу�щийся нали�ием 
делеции в 39 п. н.�� но в отли�ие от orf138 – типа F�� для которого 
также характерна делеция в 39 п. н.�� у него присутствовали две 
несиноними�ные замены�� A→T по 95-й позиции и G→A по 99-й 
позиции.

��л��евые слова�� Brassicaceae Burnett; митохондриал��ная ДН�� 
(мтДН���; цитоплазмати�еская мужская стерил��ност�� (Ц�С�; Ц�С 
Ogura; Ц�С Ogu-NWSUAF; orf138; �ЦР.
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Цитоплазматическая мужская стерильность (ЦМС) – 
это наследуемый по материнской линии признак, 
кодируемый митохондриальной ДНК, при котором 

растение не способно производить жизнеспособную 
пыльцу, а фертильность женского гаметофита сохра-
няется. Этот признак широко используется в селекции 
при создании гибридов первого поколения, поскольку 
позволяет контролировать процесс опыления пыльцой 
отцовских форм. На данный момент нет четкой класси-
фикации основных типов цитоплазмы, определяющих 
мужскую стерильность важнейших культивируемых 
видов растений семейства Капустные (Brassicaceae 
Burnett). Наиболее полная классификация предложена 
T. Shiga в 1980 г. на основе обобщения исследований 
разных авторов (Shiga, 1980; Бунин, 2002). ЦМС-формы, 
относящиеся к определенному типу стерильности, ха-
рактеризуются своим типом мтДНК и системой ядерного 
генетического контроля. Большинство митохондриальных 
генов, обусловливающих ЦМС у капустных культур, 
имеет химерную природу и создает новые открытые 
рамки считывания, такие как orf222, orf224, orf138, orf125, 
orf263, кодирующие цитотоксические белки (Tanaka et al., 
2012). В зависимости от генетического происхождения 
стерильности, выделяют: 1) внутривидовые вариации 
(спонтанные мутации в митохондриальном геноме, обна-
руженные de novo); 2) аллоплазматические стерильности, 
образовавшиеся в результате межвидовых и межродовых 
скрещиваний; 3) ЦМС, индуцированные слиянием со-
матических клеток (Yamagishi, Bhat, 2014). Основные, 
описанные в литературе, типы цитоплазмы, встречаю-
щиеся при различных типах ЦМС у культурных растений 
семейства Brassicaceae Burnett, – Ogura (несколько типов), 
nap, pol, cam, rad/rap, tour/jun. 

ЦМС типа Ogura является одной из самых распро-
страненных и наиболее часто использующихся для про-
изводства гибридов F1 у сельскохозяйственных культур 
семейства Brassicaceae во всем мире. Этот тип ЦМС был 
описан Х. Огурой (�gura, 1968) у неидентифицированного 
сорта японского подвида R. sativus L. – дайкона. Было 
установлено, что данный тип стерильности индуцируется 
при взаимодействии гомозиготного ядерного гена rfogrfog 
и стерильной цитоплазмы Ogura (ogu). Сорта дайкона, рас-
пространенные в Японии, отличаются от этой стерильной 
формы не только наличием нормальной цитоплазмы (rad 
или rap), но и отсутствием доминантных генов-восстано-
вителей фертильности (RfogRfog), в отличие от европейских 
сортов R. sativus, в которых они часто встречаются (Бунин, 
2002). Позже была проведена целая серия скрещиваний 
стерильного дайкона с редисами, относящимися к ев-
ропейскому подвиду R. sativus, позволившая получить 
гибриды редиса F1 на основе цитоплазмы Ogura (Bonnet, 
1977). Кроме того, цитоплазма Ogura была успешно пе-
ренесена в растения рода Brassica, относящиеся к видам 
B. oleraceaea, B. rapa, B. napus, B. juncea, посредством 
межродовых скрещиваний и серий последующих беккрос-
сов (Bannerot et al., 1974; Heyn, 1976). Методом слияния 
протопластов были получены гибриды с улучшенными 
характеристиками ЦМС (ogu-INRA), у которых отсут-
ствовал недостаток хлорофилла и низкая секреция нектара 
(Pelletier et al., 1983). В результате изучения гена orf138, 

ответственного за проявление стерильности Ogura, было 
выделено 9 его вариантов, обозначаемых от А до �� (англ.), 
включая orf138-тип F, для которого характерна делеция 
39 п. н. Этот тип еще называют Kosena (по названию 
сорта редиса, из которого выделили стерильную линию 
kosCMS) (Yamagishi, Terachi, 2001). Рапс с цитоплазмой 
Kosena был получен из гибридов между R. sativus kosCMS 
и B. napus сорта Wester (Sakai, ��mamura, 1994).

Еще одним распространенным типом ЦМС у капуст-
ных культур является Polima-ЦМС (pol CMS). Этот тип 
стерильности был обнаружен и описан у одноименного 
польского сорта рапса в 1972 г. (Fu, 1981). Pol CMS сте-
рильные линии по чувствительности проявления мужской 
стерильности к температуре делят на три типа: высоко-
температурные, низкотемпературные и стабильные ЦМС-
линии. В соответствии с этим для получения гетерозисных 
гибридов на основе pol-цитоплазмы используют как трех-
линейную, так и двухлинейную схему (Yang et al., 1995). 
Тип Shaan 2A CMS, обнаруженный в 1976 г. в потомстве от 
скрещиваний селекционных линий рапса китайского про-
исхождения (Li, 1980), в отличие от описанной ранее pol 
CMS характеризовался стабильным проявлением полной 
мужской стерильности. Последующее молекулярное изу-
чение подтвердило идентичность цитоплазмы Shaan 2A 
и Polima. У обоих типов выделялся ассоциированный 
с ЦМС orf224/ atp6 локус мтДНК, отличающийся только 
одним нуклеотидом по 398-й позиции (A→G) и, соот-
ветственно, одной аминокислотой (Asn→ Ser) (Wang et 
al., 2002). Использование метода слияния протопластов 
позволило перенести цитоплазму Polima от стерильных 
растений рапса в брокколи (Yarrow et al., 1990), а посред-
ством межвидовых скрещиваний – в капусту китайскую 
B. rapa L. ssp. chinensis (L.) Hanelt (Hu, 1997).

Nap-ЦМС известна еще как Shiga – Thompson ЦМС 
система, названная так по фамилиям авторов, описав-
ших ее в потомстве сортовой популяции европейского 
(Thompson, 1972) и японского рапса (Shiga, Baba, 1973). 
Большинство сортов рапса содержат nap-цитоплазму, но 
они фертильны, так как несут ген-восстановитель для nap-
ЦМС. Стерильные растения при повышенной температуре 
воздуха (более 30 °С) и на поздних этапах цветения могут 
формировать жизнеспособную пыльцу, что ограничивает 
широкое использование этой системы ЦМС. Проявление 
этого типа цитоплазмы связано с экспрессией orf222/
nad5c/orf139 региона мтДНК. Расшифровка нуклеотид-
ной последовательности orf222 показала 79 % сходства 
с orf224, однако расположение в мтДНК этих двух локусов 
различается (L’Homme et al., 1997). 

У рапса был описан тип стерильности Ogu-NWSUAF, 
характеризующийся присутствием в мтДНК сразу двух 
маркерных генов, orf138 и orf222. Этот тип отличается 
большой стабильностью проявления ЦМС, отсутствием 
хлороза и хорошей завязываемостью семян (Zhao et al., 
2010). 

Еще один тип, вызывающий ЦМС у представителей 
семейства Капустные, – цитоплазма tour. Иногда его 
называют jun-цитоплазма или Anand-цитоплазма. Эта 
встречающаяся в природе аллоплазматическая ЦМС 
произошла от вида B. tournefortii (Pradhan et al., 1991) 
и впервые была описана у B. juncea (Rawat, Anand, 1979). 
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Растения при типе ЦМС tour имеют в мтДНК открытую 
рамку считывания (orf263) в 3′ регионе гена atp6 (Landgren 
et al., 1996). 

Кроме типов цитоплазмы, вызывающих стерильность, 
выделяют и типы цитоплазмы, характерные для фертиль-
ных образцов различных видов, такие как cam, rad/rap, ole. 
Эти типы необходимо диагностировать для правильного 
подбора пар для скрещивания при создании гетерозисных 
гибридов на основе ЦМС. 

Классическим методом определения типа цитоплазмы 
у капустных культур является проведение анализирующих 
скрещиваний (тест-кроссы) в течение нескольких лет. 
Развитие методов ДНК маркирования позволило сделать 
процесс идентификации более точным и быстрым, поэто-
му целью исследований являлся подбор маркеров ДНК для 
эффективного метода ПЦР определения основных типов 
цитоплазмы в генетической коллекции капустных культур 
при получении гибридов на основе ЦМС. 

Материалы и методы
Растительный материал. Исследование проводилось на 
фертильных и стерильных образцах семейства Капустные 
(табл. 1).

Выделение ДНК. Из молодых листьев и/или бутонов 
экстрагировали ДНК с использованием набора реагентов 
«Сорб-ГМО-Б» («Синтол», Россия). ДНК выделялась из 
индивидуальных растений, кроме фертильных образцов, 
представляющих собой сортопопуляции, для которых со-
ставлялась выборка, объединяющая ДНК, полученную из 
8–10 индивидуальных растений каждого образца в равных 
количествах (суммарный препарат ДНК).

Амплификация ДНК. Использовали метод стандарт-
ной и мультиплексной ПЦР. Из литературных источников 
было отобрано 22 пары праймеров (табл. 2). Все праймеры 
синтезированы компанией «Синтол» (Россия). 

ПЦР проводилась в объеме 25 μl, включая 1× ПЦР 
буфер Б, 2,5 mM MgCl2, 0,25 mM каждого dNTP, 0,3 μM 
каждого праймера, 1,5 единиц SynTaq ДНК-полимеразы 
(«Синтол», Россия) и 3 μl ДНК. Первоначально ПЦР 
выполняли при условиях, описанных в литературных 
источниках (табл. 2), на амплификаторе BioRad С1000 
Touch («BioRad», США). Для некоторых праймеров из-
меняли Тотж, чтобы освободиться от неспецифических 
продуктов амплификации.

Продукты амплификации разделяли в 1,7 %-м агароз-
ном геле в 0,5 × ТВЕ-буфере. Полученные гели окраши-
вали раствором бромистого этидия и фотографировали 
с помощью системы гель-документации «Chemi�oc 
XRS+» («BioRad», США). Размеры амплифицированных 
фрагментов определяли в сравнении с маркером молеку-
лярных масс GeneRuler100 bp Plus �NA Ladder («Thermo 
scientific»).

Секвенирование продуктов амплификации, получен-
ных с праймерами �rf138-F2 и �rfB-R1, Р11 и Р12, Р21 
и Р22, Р21 и Р32, nap-5 и nap-3, TRNAFM-F и TRNAFM- R, 
TRNAFM-F и �rf138-R, проводили в научно-производ-
ственной компании «Синтол» (Москва, Россия). Для этого 
фрагменты геля с характерными видимыми полосами вы-
резали, ДНК из них элюировали, очищали и использовали 
в качестве матрицы для реамплификации. Нуклеотидные 

последовательности определяли на автоматическом сек-
венаторе «AB�� Prism 3130XL» («Applied Biosystems ��nc.», 
США). Сравнительный анализ и поиск гомологичных по-
следовательностей проводили по базе NCB�� (http://www.
ncbi.nlm.nih.gov/blast). 

Результаты и обсуждение
Для внутреннего контроля присутствия в суммарных 
препаратах ДНК митохондриальной ДНК использовали 
пару праймеров – atp9-5′ и atp9-3′. Эти праймеры являются 
специфичными для гена atp9, который присутствует в ми-
тохондриальном геноме у всех видов растений семейства 
Brassicaceae (Мotegi et al., 2003). Ампликоны размером 
200 п. н. присутствовали во всех образцах, подтверждая 
наличие мтДНК в суммарных препаратах ДНК.

Тип цитоплазмы Ogura
Для идентификации цитоплазмы типа Ogura использо-
вали 13 пар праймеров (табл. 2). Маркерные фрагменты 
присутствовали у стерильных образцов капусты белоко-
чанной, брокколи, капусты пекинской, капусты китайской, 
редиса и стерильного образца дайкона (используется 
в скрещиваниях в качестве донора стерильности Ogura). 
Необходимо отметить, что у фертильных образцов редиса 
гибридного происхождения, полученных при скрещива-
нии со стерильными материнскими формами, маркерные 
фрагменты цитоплазмы Ogura амплифицировались с та-
кой же интенсивностью, как и у стерильных образцов. 
Это свидетельствует о наличии у образцов цитоплазмы 
Ogura (табл. 1), однако отсутствие внешнего проявления 
стерильности обусловлено присутствием в ядерном ге-
номе генов-восстановителей фертильности (Rf), которые 
достаточно часто встречаются у сортов европейского 
подвида редиса. 

В основной конфигурации митохондриального генома 
orf138 локализован между генами tRNAfM и orfB (Bellaoui 
et al., 1998). В связи с этим мы включили в исследование 
и протестировали праймеры, амплифицирующие данные 
участки мтДНК. Праймеры TRNAFM-F и TRNAFM-R 
амплифицируют фрагмент 398 п. н. локуса гена tRNAfM, 
а праймеры orfBF и orfBR, orfBF′ и orfBR2, P6

+ (orfB) 
и P6

– (orfB) амплифицируют участок митохондриального 
генома, несущего ген orfB (atp 8). У всех исследуемых об-
разцов амплификация с праймерами orfBF и orfBR прошла 
с одинаковой интенсивностью, соответственно, этот ген 
присутствует и в фертильных, и в стерильных растениях. 
При амплификации с парой праймеров orfBF′ и orfBR2 
продукт 520 п. н. не обнаружен, однако выявлены различия 
между образцами, относящимися к разным родам. У всех 
образцов рода Brassica (фертильных и стерильных) выяв-
лялся фрагмент размером около 400 п. н., отсутствующий 
у всех образцов рода Raphanus.

В литературе опубликована пара праймеров P6
+ (orfB) 

и P6
– (orfB), амплифицирующих участок мтДНК гена 

orfB, различающийся по размеру у стерильных растений 
капусты цветной (фрагмент размером 300 п. н.) и у ли- 
нии-закрепителя стерильности NKC-В (фрагмент разме-
ром 600 п. н.) (Wang et al., 2006). Маркерный фрагмент 
300 п. н. присутствовал у тестируемых образцов с ци-
топлазмой Ogura, однако фрагмент размером 600 п. н. 



Определение типа цитоплазмы у растений семейства  
��апустные (Brassicaceae Burnett� с помощ��� ДН�� маркеров

е.�. Дом�лидес�� �.С. Дом�лидес��  
т.В. Зая�ковская�� л.л. Бондарева

532 Вавиловский журнал генетики и селекции • 19 • 5 • 2015

таблица 1. Идентифицированный тип цитоплазмы о�разцов семейства BrassicaceaeBrassicaceaeceae Burnett

латинское название № Название о�разца �роисхождение ��ол-во растений Диагностированный  
тип цитоплазмыS F

B. oleracea L.
convar. Capitata (L.� Alef.
var. capitata L. f. alba DC

1 Слава 1305 сорт ВНИИССО�� 0 сум ole

2 �магер 611 сорт ВНИИССО�� 0 сум ole

3 Стахановка 1513 сорт ВНИИССО�� 0 сум ole

4 �арус сорт ВНИИССО�� 0 сум ole

5 Te�ila F1 F1F11 к/о�� SyngentaSyngenta 2 0 Ogura�� orf138/orf125138/orf125orf125125*

6 S-1-1 c/о�� ВНИИССО��/о�� ВНИИССО�� 3 0 Ogura�� orf138-138-тип А

� s-4-4 с/о�� ВНИИССО�� 3 0 Ogura�� orf138-138-тип А

� s-10-10 с/о�� ВНИИССО�� 3 0 Ogura�� orf138-138-тип А

9 1�2-13 г/к�� ВНИИССО�� 3 0 Ogura�� orf138-138-тип А

10 241-13 г/к�� ВНИИССО�� 1 0 Ogura�� orf138-138-тип А

11 261-1 г/к�� ВНИИССО�� 1 0 Ogura�� orf138-138-тип А

12 51-10 г/к�� ВНИИССО�� 1 0 Ogura�� orf138-138-тип А

13 323-10 г/к�� ВНИИССО��/к�� ВНИИССО�� 1 0 Ogura�� orf138-138-тип А

14 30-13 г/к�� ВНИИССО�� 1 0 Ogura�� orf138-138-тип А

B. oleracea L.
convar. botrytis (L.� Alef.
var. italica Plenc�.

15 тонус сорт ВНИИССО��рт ВНИИССО��О�� 0 сум ole

16 1�03-2 с/о�� ВНИИССО�� 1 0 Ogura�� orf138-138-тип А

1� 1�0�-1 с/о�� ВНИИССО�� 1 0 Ogura�� orf138-138-тип А

1� 1�09-1 с/о�� ВНИИССО�� 1 0 Ogura�� orf138-138-тип А

B.rapa L. ss�. chinensis (L.� Hanelt 19 ласто�ка сорт ВНИИССО�� 0 сум cam

20 Веснянка сорт ВНИИССО�� 0 сум cam

21 4-13 с/о�� ВНИИССО�� 3 0 Ogura�� orf138-138-тип А

B. rapa L. em Metzg. 
ss�. pekinensis (Lour.� Hanelt

22 Хи�инская к/о�� ГНу ВИР/о�� ГНу ВИРо�� ГНу ВИР ГНу ВИРГНу ВИР ВИРВИР 0 сум cam

23 9-0� с/о�� ВНИИССО�� 3 0 Ogu-NWSUAF�� 
orf138-138-тип А�� orf222

B. �uncea. �uncea�uncea (L.� czern.L.� czern..� czern.czern.. 24 Волнушка сорт ВНИИССО�� 0 сум cam

25 �рима к/о�� ГНу ВИР/о�� ГНу ВИРо�� ГНу ВИР ГНу ВИРГНу ВИР ВИРВИР 0 сум cam

B. napus  
ss�. Oleifera Metzg. f. annua

26 к-4512 Tira MSTira MS MSMS к/о�� ГНу ВИР 0 5 napus�� orf222

2� Bc1 (regent A ×V 36-13�×V 36-13� V 36-13� к/о�� ГНу ВИР/о�� ГНу ВИРо�� ГНу ВИР ГНу ВИРГНу ВИР ВИРВИР 1 4 F – napus�� orf222
S – polima�� orf224

2� к-5099 Line rfLine rf к/о�� ГНу ВИР/о�� ГНу ВИРо�� ГНу ВИР ГНу ВИРГНу ВИР ВИРВИР 0 5 polima�� orf224orf224224

R. sativus L. ss�. acanthiformis 
(Morel� Stan�ev

29 MS-Gensu�e к/о�� Япония 4 0 Ogura�� orf138-тип АА

30 Ushi�i-Gensu�e к/о�� Япония 0 4 rad

R. sativus L. convar.convar. radicula 
(Pers.� Sazonova

31 �рия сорт ВНИИССО�� 0 сум rad

32 Фея сорт ВНИИССО�� 0 сум rad

33 �оховский сорт ВНИИССО�� 0 сум rad

34 Donar F1 к/о�� SyngentaSyngenta 3 0 Ogura�� orf138-138-тип А

35 Tarzan F1 F1F11 к/о�� Enza ZadenEnza Zaden ZadenZaden 3 0 Ogura�� orf138-138-тип А

36 11�-10 г/к�� ВНИИССО�� 3 3 Ogura�� orf138-138-тип А

3� 145-10 г/к�� ВНИИССО�� 2 2 Ogura�� orf138-138-тип А

3� 4�6-11 г/к�� ВНИИССО�� 3 3 Ogura�� orf138-138-тип А

39 444-13 г/к�� ВНИИССО�� 2 2 Ogura�� orf138-138-тип А

40 D-6�-13 г/к�� ВНИИССО�� 2 2 Ogura�� orf138-138-тип А

S – стерил��ные растения�� F – фертил��ные растения�� с/о – селекционный о�разец�� г/к – ги�ридная ком�инация�� к/о – коллекционный о�разец�� – стерил��ные растения�� F – фертил��ные растения�� с/о – селекционный о�разец�� г/к – ги�ридная ком�инация�� к/о – коллекционный о�разец��F – фертил��ные растения�� с/о – селекционный о�разец�� г/к – ги�ридная ком�инация�� к/о – коллекционный о�разец�� – фертил��ные растения�� с/о – селекционный о�разец�� г/к – ги�ридная ком�инация�� к/о – коллекционный о�разец�� 
сум – суммарный препарат ДН���� orf138/orf125138/orf125orf125125* – новый аллел��ный вариант.
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таблица 2. тестируемые праймеры

Название праймера тотж(°С�/тотж(°С� Размер ампликона тип цитоплазмы литературный исто�ник

13�Xba
13�Eco 60 ~� 300 300 ogurara Yamagishi�� Glimelius�� 2003�� 2003

orf13�-F13�-F1
orf13�-r 5� 512 ogura Giancola et al.�� 200�

orf13�-F23�-F2
orfB-r1 51/5�/5�* ��� ogura Giancola et al.�� 200�

ogu-5’
ogu-3’ 52/60* 600 ogura �otegi et al.�� 2003otegi et al.�� 2003

orf13�-5’
orf13�-3’ 60 51� ogura �otegi et al.�� 2003otegi et al.�� 2003

og-1
og-2 46/5�* ~� 520 520 ogura ��арлов�� 2010�� 2010 201010

F
r 5� ��0 ogura niemela et al.�� 2010

P11
P12 54 465 ogura Zhao et al.�� 2010

orfBF
orfBr 5� ~� 1 000 1 000 ogura Yamagishi�� Glimelius�� 2003

orfBF’
orfBr2 52/55/55* 520 ogura Giancola et al.�� 200�

P6
+ (orfB�

P6
– (orfB� 53/55/55* 300-s

600-m ogura wang et al.�� 2006

TrnAFM-F
TrnAFM-r 54 39� ogura Giancola et al.�� 200�

TrnAFM-F
orf13�-r 54 �00 ogura Giancola et al.�� 200�

na�-5-5
na�-3-3 52/60* 500 na�us �otegi et al.�� 2003otegi et al.�� 2003 et al.�� 2003et al.�� 2003 al.�� 2003al.�� 2003.�� 20032003

P21
P22 54 1��102 na�us Zhao et al.�� 2010

wei et al.�� 2005 20052005

�ol-5’
�ol-3’ 52/55* 550 �olima �otegi et al.�� 2003otegi et al.�� 2003

orf224f
orf224r 60/5�/5�* 600 �olima wang et al.�� 2006

P21
P32 54 �4� �olima Zhao et al.�� 2010

wei et al.�� 2005

rad-5’
rad-3’ 60 500 Нормал��ный редис �otegi et al.�� 2003otegi et al.�� 2003

FATP6
rorF263 53 �66

1 021-m tour/�un/�un�un Dieterich�� 2002

ForF263 
rorF263 53 350 tour/�un/�un�un Dieterich�� 2002

at�9-5’
at�9-3’ 60 200 ��онтрол�� мтДН�� �otegi et al.�� 2003otegi et al.�� 2003

тотж – температура отжига. * – подо�ранная нами температура отжига праймера; s – у стерил��ной формы; m – у закрепителя.

отсутствовал у закрепителя стерильности дайкона образца 
Ushiki-Gensuke.

Таким образом, из 13 протестированных пар праймеров 
только 11 можно рекомендовать для идентификации типа 
цитоплазмы Ogura у образцов семейства Brassicaceae, 

выбирая наиболее удобную пару (по Тотж и размеру амп-
лифицированного фрагмента).

Как уже упоминалось, митохондриальный ген orf138 
известен как маркерный ген цитоплазмы типа Ogura 
и используется для характеристики этого типа ЦМС. 
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Ранее было выделено 9 типов гена orf138, обозначаемых 
от А до �� (англ.) у образцов R. sativus (Yamagishi, Terachi, 
2001). Нами была произведена расшифровка последо-
вательности продуктов размером 788 п. н. (полученных 
с праймерами �rf138-F2 и �rfB-R1), 465 п. н. (полученных 
с праймерами Р11 и Р12) у стерильных образцов редиса, 
дайкона, капусты белокочанной, брокколи, капусты пе-
кинской, которая подтвердила наличие в них участка 417 
п. н. на 100 % гомологичного с митохондриальным геном 
orf138 – типа А (база данных NCB�� www.ncbi.nlm.gov). 
Несмотря на то, что имеющиеся в нашей коллекции об-
разцы имели стерильность разного происхождения (обна-
руженная спонтанно в популяции – образцы 6, 7, 8, 21, 23; 
переданная в результате скрещиваний между разновид-
ностями – образцы 16, 17, 18, 36, 37, 38 и внутривидовых 
скрещиваний – образцы 9, 10, 11, 12, 13, 14, 39, 40, а также 
коллекционных образцов зарубежной селекции – образцы 
29, 34, 35), у всех исследованных стерильных образцов 
эта последовательность была абсолютно идентичной, за 
исключением образца № 5 капусты белокочанной F1 Теки-
ла. У этого образца данная нуклеотидная последователь-
ность имела делецию в 39 п. н. Близкий к этому типу тип 
стерильности Kosena (kosCMS) имеет митохондриальный 
ген orf125, являющийся аналогом orf138-тип F с делеци-
ей в 39 п. н., однако у образца капусты белокочанной F1 
Текила был orf138-тип А, но с делецией в 39 п. н., т. е. 
было отличие по двум нуклеотидам в 95-й и 99-й позиции 
(рис. 1). Это можно рассматривать как новый аллельный 
вариант гена orf138.

Тип цитоплазмы Napus (nap)
Для идентификации цитоплазмы типа Napus использовали 
две пары праймеров, nap-5 и nap-3, а также P21и P22. При 
амплификации ДНК с парой праймеров, nap-5 и nap-3, 

которая является специфичной для митохондриальногоявляется специфичной для митохондриального 
гена atp6 при nap-ЦМС (B. napus) типе цитоплазмы 
(Мotegi et al., 2003) во всех образцах (как стерильных, 
так и фертильных), относящихся к роду Brassica, синте-
зировался описанный фрагмент размером около 550 п. н. 
У образцов, относящихся к R. sativus, данный фрагмент 
отсутствовал. Поскольку фрагмент 550 п. н. обнаружи-
вался как у стерильных, так и фертильных образцов рода 
Brassica, то он не может рассматриваться как достоверный 
при определении типа стерильности, что согласуется 
с данными, полученными Г.И. Карловым (2010), и его 
можно рассматривать только как родоспецифичный 
маркер. 

Пара праймеров, P21и P22, является специфичной для 
гена orf222 (Wei et al., 2005). Маркерный фрагмент раз-
мером 1 102 п. н. был обнаружен у стерильных растений 
капусты пекинской образца 23, у всех растений рапса 
образца 26 и у всех фертильных растений рапса образца 
27. У всех остальных тестируемых образцов наблюдался 
фрагмент размером 500 п. н., присутствующий при типах 
ogu-ЦМС, pol-ЦМС, cam-, ole- и rad-цитоплазме. Для диф-
ференцировки всех этих типов необходимо использовать 
еще дополнительные маркеры. 

Произведенная расшифровка продукта размером 
1 102 п. н., полученного с праймерами P21и P22, под-
твердила присутствие orf222 в изученных стерильных 
растениях капусты пекинской образца 23, растениях рапса 
образца 26 и у фертильных растений рапса образца 27.

Отметим также, что поскольку у капусты пекинской об-
разца 23 в митохондриальном геноме присутствует сразу 
два митохондриальных гена, orf138 и orf222, то это будет 
соответствовать типу стерильности Ogu-NWSUAF, а тип 
цитоплазмы nap был идентифицирован лишь у образца 
рапса 26 и у фертильных растений образца 27 (табл. 1).

AB055435_orf138A
Tekila_F1

AB055440.1_orf138F

AB055435_orf138A
Tekila_F1

AB055440.1_orf138F

AB055435_orf138A
Tekila_F1

AB055440.1_orf138F

AB055435_orf138A
Tekila_F1

AB055440.1_orf138F

AB055435_orf138A
Tekila_F1

AB055440.1_orf138F

AB055435_orf138A
Tekila_F1

AB055440.1_orf138F

ATGATTACCT   TTTTCGAAAA   ATTGTCCACT   TTTTGTCATA   ATCTCACTCC   TACTGAATGT   AAAGTTAGTG  70
ATGATTACCT   TTTTCGAAAA   ATTGTCCACT   TTTTGTCATA   ATCTCACTCC   TACTGAATGT   AAAGTTAGTG  70
ATGATTACCT   TTTTCGAAAA   ATTGTCCACT   TTTTGTCATA   ATCTCACTCC   TACTGAATGT   AAAGTTAGTG  70

TAATAAGTTT   CTTTCTTTTA   GCTTTTTTAC   TAATGGCCCA   TATTTGGCTA   AGCTGGTTTT   CTAACAACCA  140
TAATAAGTTT   CTTTCTTTTA   GCTTTTTTAC   TAATGGCCCA   TATTTGGCTA   AGCTGGTTTT   CTAACAACCA  140
TAATAAGTTT   CTTTCTTTTA   GCTTATTTGC   TAATGGCCCA   TATTTGGCTA   AGCTGGTTTT   CTAACAACCA  140

ACATTGTTTA   CGAACCATGA   GACATCTAGA   GAAGTTAAAA   ATTCCATATG   AATTTCAGTA   TGGGTGGCTA  210
ACATTGTTTA   CGAACCATGA   GACATCTAGA   GAAGTTAAAA   ATTCCATATG   AATTTCAGTA   TGGGTGGCTA  210
ACATTGTTTA   CGAACCATGA   GACATCTAGA   GAAGTTAAAA   ATTCCATATG   AATTTCAGTA   TGGGTGGCTA  210

GGTGTCAAAA   TTACAATAAA   ATCAAATGTA   CCTAACGATG   AAGTGACGAA   AAAAGTCTCA   CCTATCATTA  280
GGTGTCAAAA   TTACAATAAA   ATCAAATGTA   CCTAACGATG   AAGTGACGAA   AAAAGTCTCA   CCTATCATTA  280
GGTGTCAAAA   TTACAATAAA   ATCAAATGTA   CCTAACGATG   AAGTGACGAA   AAAAGTCTCA   CCTATCATTA  280

AAGGGGAAAT   AGAGGGGAAA   GAGGAAAAAA   AAGAGGGGAA   AGGGGAAATA   GAGGGGAAAG   AGGAAAAAAA  350
AAGGGGAAAT   AGAGGGGAAA   GAGGAAAAAA   AAGAGGGGAA   AGGGGAAATA   GAGGGGAAAG   AGGAAAAAAA  350
AAGGGGAAAT   AGAGGGGAAA   GAGGAAAAAA   AAGAGGGGAA   AGGGGAAATA   GAGGGGAAAG   AGGAAAAAAA  350

AGAGGGGAAA   GGGGAAATAG   AGGGGAAAGA   GGAAAAAAAA   GAGGTGGAAA   ATGGACCGAG   AAAATAA  417
AGAGG · · · · ·    · · · · · · · · · ·     · · · · · · · · · ·     · · · · · · · · · ·     · · · · TGGAAA   ATGGACCGAG   AAAATAA  378
AGAGG · · · · ·    · · · · · · · · · ·     · · · · · · · · · ·     · · · · · · · · · ·     · · · · TGGAAA   ATGGACCGAG   AAAATAA  378
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рис. 1. Сравнение нуклеотидных последовател��ностей гена orf138 типа � (�В055435 �аза данных ncBi� и orf138 типа F (�В055440.1 �аза дан-
ных ncBi� с о�разцом капусты �елоко�анной F1 текила. �озиции нуклеотидов 95 и 99 отме�ены звездо�ками.
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Тип цитоплазмы Polima
Для идентификации цитоплазмы типа Polima использова-
ли три пары праймеров: pol-5′ и pol-3′, �rf224f и �rf224r, 
P21 и P32. 

При описанных в литературе условиях амплификации 
для пары праймеров pol-5′ и pol-3′, которая является спе-
цифичной для митохондриального гена atp6 при pol-ЦМС 
типе цитоплазмы (Мotegi et al., 2003), фрагмент ДНК раз-
мером 550 п. н. амплифицировался только у стерильного 
растения образца рапса № 27 и у всех растений образца 
рапса № 28. Соответственно, изучаемые растения имеют 
тип цитоплазмы Polima. Отсутствие внешнего проявления 
стерильности у растений рапса образца 28 объясняется 
присутствием в их ядерном геноме генов-восстановителей 
фертильности RfpRfp, а присутствие фертильных растений 
у рапса образца 27 (ранее мы у них диагностировали тип 
цитоплазмы napus), возможно, связано с невыравненно-
стью образца и загрязнением селекционного материала. 
У всех остальных образцов, относящихся к роду Brassica, 
c этой парой праймеров амплифицировался минорный 
фрагмент размером 600 п. н.

Праймеры P21 и P32, которые являются специфичными 
для гена orf224, обусловливающего Polima-ЦМС (Wei et 
al., 2005; Wang et al., 2006), амплифицировали фрагмент 
747 п. н. у тех же образцов, что и праймеры pol-5′ и pol-3′, 
подтверждая тип цитоплазмы Polima. 

Не было обнаружено продуктов при амплификации 
ДНК всех исследуемых растений с праймерами �rf224f 
и �rf224r при температуре отжига 60 °С, однако при 
температуре 58 °С у всех образцов, относящихся к роду 
Brassica, c этой парой праймеров амплифицировался 
фрагмент размером 600 п. н. То есть использование дан-
ной пары праймеров для диагностики типа цитоплазмы 
Polima невозможно. 

В соответствии с расшифровкой нуклеотидной по-
следовательности фрагмента, полученного с праймерами 
P21 и P32 размером 747 п. н., был выявлен участок разме-
ром 675 п. н., полностью гомологичный orf224 (GenBank 
accession number for orf224 Polima CMS EU254235), что 
подтвердило тип цитоплазмы Polima у растений рапса об-
разца № 28 и стерильного растения рапса образца № 27.

Тип цитоплазмы tour
Праймеры F�RF263 и R�RF263, FATP6 и R�RF263 
были сконструированы на основе опубликованной в базе 
данных последовательности orf263 и использовались 
при изучении различных типов стерильной цитоплазмы 
у B.napus (�ieterich, 2002). Несмотря на то, что в нашей 
коллекции не было стерильных растений горчицы, для 
которых мог быть характерен тип стерильности цито-
плазмы tour, мы протестировали эти праймеры на наших 
образцах, куда включили и два сорта горчицы сарептской. 
Фрагмент размером 350 п. н. присутствовал у всех образ-
цов, а фрагмент 866 п. н. обнаруживался только у фер-
тильных образцов рода Raphanus. Фрагмент 1 021 п. н., 
характерный для закрепителя стерильности при типе ЦМС 
tour (�ieterich, 2002), у образцов отсутствовал. Данные 
праймеры оказались неинформативными для диагностики 
типа цитоплазмы. 

Тип цитоплазмы rad
Для ПЦР-анализа на тип цитоплазмы rad нормального ре-
диса использовали пару праймеров rad-5′ и rad-3′ (Мotegi 
et al., 2003). Известно, что тип ЦМС Ogura был передан 
культурным видам рода Brassica и европейскому редису 
от дайкона. У стерильных образцов с ЦМС Ogura рода 
Raphanus было обнаружено отличие по генам мтДНК от 
образцов с нормальным типом цитоплазмы, выявляемое 
праймерами rad-5′ и rad-3′ (Мotegi et al., 2003). У образцов 
с нормальным типом цитоплазмы обнаруживался фраг-
мент размером 500 п. н., отсутствующий у стерильных 
образцов с ЦМС Ogura. В нашем эксперименте данный 
фрагмент присутствовал у фертильного образца дайкона 
(закрепителя стерильности) и отсутствовал у стерильно-
го. У образцов редиса такой четкой закономерности не 
наблюдалось, так как у некоторых стерильных образцов 
данный фрагмент также обнаруживался. У фертильных 
и стерильных образцов, относящихся к роду Brassica, 
данного фрагмента обнаружено не было. Этот маркер 
оказался родоспецифичным для образцов Raphanus.

Тип цитоплазмы ole
Этот тип цитоплазмы характерен для фертильных расте-
ний, относящихся к B. oleraceae. Нам не удалось найти 
в литературе специфических праймеров на тип цито-
плазмы ole. Однако его наличие можно предположить 
у тех фертильных образцов (табл. 1), у которых будут 
отсутствовать маркеры на типы цитоплазмы Ogura, nap, 
pol, cam, rad/rap и будут присутствовать описанные нами 
родоспецифичные для Brassica маркеры с праймерами 
nap-5 и nap-3 (550 п. н.), pol-5′ и pol-3′(600 п. н.), �rf224f 
и �rf224r (600 п. н.).

Мультиплексная ПЦР
В 2010 г. H.X. Zhao с коллегами предложили способ 
идентификации типа цитоплазмы у образцов рапса с ис-
пользованием мультиплексной ПЦР. Этот метод позволял 
идентифицировать у B. napus сразу 5 типов цитоплазмы: 
Ogura, Ogu-NWSUAF, Nap, Pol, Cam. Комбинация про-
дуктов, полученных с использованием одновременно трех 
пар праймеров (P11 и P12, P21 и P22, P21 и P32) разме-
ром 465 п. н. и 500 п. н., была специфична для образцов 
с типом цитоплазмы Ogura, 747 п. н. и 500 п. н. – для типа 
цитоплазмы Polima, 1 102 п. н. и 800 п. н. – для типа цито-
плазмы Napus, 800 п. н. и 500 п. н. – для типа цитоплазмы 
Cam, а 465 п. н. и 1 102 п. н. – для типа Ogu-NWSUAF 
(Zhao et al., 2010). При использовании мультиплексной 
ПЦР был идентифицирован тип стерильности Ogura ЦМС 
у стерильных образцов капусты белокочанной, капусты 
китайской, дайкона, редиса и тип ЦМС Ogura NWSUAF – 
у стерильного образца 9-07 капусты пекинской (рис. 2). 
У фертильных образцов капусты пекинской, капусты 
китайской, горчицы был определен тип цитоплазмы 
cam. У фертильных образцов рапса № 26 и № 27 был тип 
цитоплазмы nap, а у рапса № 28 и стерильного растения 
образца рапса № 27 был диагностирован тип цитоплазмы 
pol. Эти данные подтвердили идентифицированные ранее 
типы у образцов с использованием стандартной ПЦР 
и позволили выделить образцы с типом цитоплазмы cam 
(табл. 1). Таким образом, ранее разработанная для рапса 
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мультиплексная ПЦР подходит для диагностики типа 
цитоплазмы и для других видов семейства Капустные.

В результате проведенной работы у тестируемых образ-
цов семейства Brassicaceae были определены 7 различных 
типов цитоплазмы: Ogura, Ogura NWSUAF, nap, pol, cam, 
rad/rap, ole. Расшифровка нуклеотидной последователь-
ности продуктов, полученных с праймерами �rf138-F2 
и �rfB-R1 и P11 и P12, показала, что у всех стерильных 
образцов с типом ЦМС Ogura в мтДНК присутствовал 
фрагмент 417 п. н., соответствующий гену orf138-типа А, 
за исключением образца капусты белокочанной F1 Tekila, 
у которого имелась делеция в 39 п. н. Этот тип гена orf138 
ранее не был описан в литературе, поскольку делеция 
в 39 п. н. наблюдалась при типе стерильности Kosena (kos 
CMS), а ассоциированный с ним митохондриальный ген 
orf125 (или orf138-тип F) являлся аналогом orf138-тип С, 
а не orf138-типа А, как в расшифрованной новой последо-
вательности, т. е. имеется отличие по двум нуклеотидам: 
A→T по 95-й позиции и G→A по 99-й позиции. Создание 
новых стерильных линий на основе этого типа цитоплаз-
мы представляет селекционный интерес также и потому, 
что образец капусты белокочанной F1 Tekila является еще 
и донором устойчивости к киле Plasmodiophora brassicae 
Woronin. У стерильного образца капусты пекинской вы-
явлен тип цитоплазмы OguraNWSUAF, который харак-
теризуется присутствием в мтДНК одновременно двух 
химерных генов – orf138 и orf222. Использование этого 
типа цитоплазмы и передача его посредством межвидовой 
и внутривидовой гибридизации другим видам и разно-
видностям позволят обогатить генетический потенциал 
источников для создания гибридов. Необходимо вовлекать 
в селекционный процесс образцы с различными типами 
цитоплазмы, так как известно, что создание гибридов на 
основе только одного типа стерильности может приво-
дить к снижению устойчивости к болезням и вредителям 
и, как следствие, – к снижению урожайности (Aldrich et 
al., 1977; Liu et al., 2012).

Анализ полученных результатов, а также данных, опуб-
ликованных другими исследователями, свидетельствует 
о сложной природе наследования и проявления признака 
ЦМС и о целесообразности дальнейших исследований по 

разработке современных методов на основе ПЦР, которые 
позволят помочь селекционерам проводить качественный 
отбор селекционного материала для создания гибридов 
на основе ЦМС. Для первоначального скрининга име-
ющегося селекционного материала капустных культур 
мы предлагаем использовать метод мультиплексной ПЦР. 
Далее для подтверждения определенного типа цитоплаз-
мы можно проводить стандартную ПЦР с одной парой 
праймеров на обнаруженный тип цитоплазмы с после-
дующей расшифровкой маркерного фрагмента для более 
точного определения подтипа. Кроме определения типа 
цитоплазмы, необходимы молекулярные маркеры для 
идентификации ядерных генов-восстановителей фертиль-
ности (Rf), в этом случае удастся создать эффективную 
схему отбора стерильных линий, линии-закрепителя 
стерильности и линии-восстановителя фертильности на 
основе ПЦР для капустных культур. 
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