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В работе показана возможность использования молекулярных маркеров для анализа 
чистоты партий семян сортов однодомной конопли южного типа и среднерусской селекции. 
Для этой цели протестировано три ДНК-маркера половой принадлежности растений ко
нопли посевной. Показано, что амплификация маркеров у однодомных сортов соответству
ет женскому типу. Предложено использование MADC2 маркера как наиболее эффективного 
для анализа семян однодомных сортов конопли посевной на наличие засорения двудомными 
формами.
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Конопля посевная (Cannabis sativa L.) — одна из старейших сельскохозяйст
венных культур. Ее возделывание началось около 10000 лет назад [18]. Волокно 
конопли используют для изготовления бумаги, пеньки, веревок, тканей, а из семян 
получают масло, широко используемое в лакокрасочной и пищевой промышленно
сти. Высокие показатели биомассы (6-12 т/га) позволяют рассматривать коноплю как 
перспективную культуру для получения биотоплива [4, 15].

В норме конопля — двудомное растение с половым диморфизмом, что опре
деляет особенности ее агротехники. Мужские растения (посконь) отличаются от 
женских (матерка) не только по наличию андроцейных/гинецейных цветков, но 
и по общему габитусу, срокам цветения и созревания. Мужские растения зацветают 
в среднем на 8-10 дней раньше женских и к моменту созревания женских прекра
щают вегетацию. При этом качество волокна значительно снижается. В связи с этим 
перспективным является получение и выращивание равномерно созревающих и при
годных для механизированной уборки однодомных сортов [4, 9, 15].

В Российской Федерации активно ведется селекция на однодомность. Из 
23 сортов и гибридов конопли, находящихся в Государственном реестре селекцион-
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ных достижений, допущенных к использованию, 21 сорт является однодомным [1]. 
При всех преимуществах однодомных сортов их семеноводство затруднено, посколь
ку такие сорта весьма неустойчивы, и в случае появления в популяции мужских ге
нотипов как результата спонтанной гибридизации с двудомными формами растений, 
возвращение к двудомности может происходить уже за два поколения [13]. Таким 
образом, требуется постоянный контроль за наличием примеси мужских генотипов 
в семенном материале однодомных сортов конопли. Традиционно наличие таких 
примесей можно оценить после проведения грунт-контроля семенного материала, 
что требует материальных затрат и приводит к потере времени (один календарный 
год). Альтернативой грунт-контролю может служить использование молекулярных 
маркеров. Для многих культур оценка качества семян осуществляется с использо
ванием ДНК-маркеров, показывающих достоверную воспроизводимость и высокую 
степень надежности [2, 3].

Двудомность конопли определяется XY системой половых хромосом, где 
генотипы, несущие XX хромосомы являются женскими, a XY — мужскими [7]. 
ДНК-маркеры пола, сцепленные с Y-хромосомой мужских генотипов, разрабо
таны для ряда двудомных видов растений и показали свою высокую эффектив
ность [5, 6, 11, 19]. На конопле также разработаны молекулярно-генетические мар
керы, позволяющие успешно определять половую принадлежность растений на 
ранних этапах онтогенеза [9, 10, 12, 13, 14, 16, 17, 20]. При этом в ряде исследова
ний было показано, что однодомные растения конопли демонстрируют амплифика
цию ДНК-маркеров по женскому типу, что косвенно свидетельствует об отсутствии 
Y-хромосомы в их генотипах [9]. Таким образом, с использованием ДНК-маркеров 
возможно выявлять наличие примеси мужских (генотипов) растений в семенном 
материале.

В нашей работе проведена оценка эффективности использования ранее раз
работанных полоспецифичных ДНК-маркеров конопли посевной, выявлен наиболее 
эффективный маркер и предложено его использование в семеноводстве для опреде
ления чистоты семян однодомных сортов на наличие примесей мужских генотипов.

Материалы и методы

В работе использовали однодомные и двудомные сорта конопли южного 
и среднерусского типов, предоставленные Краснодарским научно-исследовательским 
институтом сельского хозяйства имени П.П. Лукьяненко (двудомный сорт Зеница 
и однодомные сорта Кубанка и Мария южного типа) и ГНУ «Чувашский научно- 
исследовательский институт сельского хозяйства» (двудомный сорт Игоркин и одно
домные сорта Диана, Диман и Юлиана среднерусского типа). Для подтверждения 
эффективности ДНК-маркера использовали партии семян однодомного сорта Кубан
ка с известным по фенотипическим данным соотношением полов.

Выделение ДНК проводили из индивидуально пророщенных семян по ме
тодике Doyle and Doyle с небольшими модификациями [8]. Буфер для экстрак
ции содержал 100 мМ Трис-НС1 (pH 8,0), 20 мМ ЭДТА (pH 8,0), 2 М NaCl, 1,5% 
СТАВ, 1,5% PVP и 0,2% Р-меркаптоэтанола. Очистку выделенной ДНК проводили 
в 70%-м этаноле. Для определения пола использовали три SCAR-маркера: MADC2 
(5-GTGACGTAGGTAGAGTTGAA-3', 5-GTGACGTAGGCTATGAGAG-3) [12], 
SCAR 119 (5 -TCAAACAACAACAAACCG-3', 5 - GAGGCCGATAATTGACTG-3 ) и 
SCAR323 (5' -GAGCGGACATCATTGCCT-3', 5' -ATCACCCCACCGTTTAGG-3') [20|.
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Праймеры синтезированы в ЗАО «Синтол» (Москва). ПЦР проводили на амплифи- 
каторе Tetrad 2 Peltier Thermal Cycler (Bio-Rad, США) в реакционной смеси объемом 
25 мкл. Условия ПЦР оптимизировали отдельно для каждой пары праймеров. Из
мененная программа для праймеров MADC2: 94°С в течение 5 мин, затем 35 циклов 
94°С — 30 с, 60°С — 1 мин, 72°С — 1 мин, конечная элонгация 72°С течение 5 мин. 
Модифицированная программа для праймеров SCAR323: 94°С в течение 2 мин, за
тем 35 циклов 94°С — 10 с, 62,5°С — 30 с, 72°С — 1 мин, конечная элонгация 72°С 
в течение 2 мин. Программа для SCAR 119: 94°С — 2 мин, затем 39 циклов 94°С — 
10 с, 52°С — 30 с, 72°С — 1 мин, после 72°С в течение 2 мин. Визуализацию результа
тов проводили в 2%-м агарозном геле с бромистым этидием в трис-боратном буфер
ном растворе (ТВЕ) с последующей документацией в системе гель-документирования 
Gel Doc XR Plus (BioRad). Размер амплифицированных фрагментов определяли с ис
пользованием маркера GeneRuler™ «100 bp plus» (Fermentas, Литва).

Результаты и их обсуждение

На первом этапе нами была оценена эффективность практического исполь
зования ранее разработанных ДНК-маркеров пола конопли (MADC2, SCAR323 
и SCAR 119). Из трех маркеров стабильную амплификацию демонстрировали два: 
маркер MADC2 [12] и SCAR323 (MADC5) [20]. У мужских растений маркер SCAR323 
(MADC5) амплифицирует участок ДНК размером 323 п.о., а у женских и однодо
мных амплификация отсутствует полностью, или же ее интенсивность значительно 
ниже (рис. 1). Это совпадает с результатами, полученными Torjek et al. (2002) [20].

6 $ 9 9 6 $2 М
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Рис. 1. Амплификация маркера SCAR323 у растений двудомного сорта Зеница:♂ —
мужские растения; ♀ —женские растения; М — маркер размера «100 bp Plus»
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Маркер MADC2 также является специфичным для мужских растений, у кото
рых наблюдается амплификация фрагмента ДНК размером около 390 п.н. У женских 
и однодомных растений амплификация этого фрагмента не наблюдается, но при
сутствуют два фрагмента размером около 560 п.о. и 870 п.о. (рис. 2).

Рис. 2. Электрофореграмма результатов ПЦР с праймерами MADC2. М — маркер размеров 
«100 bp plus», стрелками показаны мужские растения

Поскольку маркер SCAR323 не исключает получение ложных результатов 
из-за ингибирования полимеразной цепной реакции, целесообразно использовать бо
лее надежный кодоминантный маркер MADC2, дающий амплификацию фрагментов 
на ДНК мужских, женских и однодомных генотипов. Апробация маркера MADC2 
на 20 растениях показала отсутствие амплификации в образцах под номерами 2, 7, 
11 и 14 (рис. За) вследствие ее ингибирования. При использовании маркера 
SCAR323 данные образцы были бы определены как женские (рис. 36). Поэтому для 
дальнейшего анализа применялся только маркер MADC2.

Изначально этот маркер был разработан для выявления мужских и женских рас
тений у двудомных сортов и линий конопли посевной. При этом в работах Mandolino 
с соавторами (1999) [12] и Toijek с соавторами (2002) [20] было показано, что при 
использовании данного маркера на однодомных формах амплификация наблюдается 
по женскому типу. Этот результат был получен на ограниченном количестве однодо
мных генотипов родственного происхождения. В нашей работе при использовании 
маркера на однодомных сортах южного и среднерусского типов конопли посевной 
также показана амплификация маркера по женскому типу. Результаты, полученные
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нами и другими авторами на однодомных сортах конопли из разных селекционных 
центров, свидетельствуют о сходной генетической природе однодомности. Таким об
разом, наличие примесей мужских генотипов в выбранных нами однодомных сортах 
можно эффективно определять с помощью ДНК-маркера MADC2.

Для оценки эффективности маркера MADC2 были использованы две партии 
семян сорта Кубанка с наличием разного уровня примеси мужских генотипов. Нали
чие таких примесей было оценено при выращивании растений в полевых условиях. 
При проверке первой партии семян ДНК-анализ показал, что 10 из 50 семян пред
ставляют собой мужские генотипы, что составляет порядка 20%. Эти данные совпа
дают с результатами фенотипической оценки растений, выращенных в поле из этой 
же партии семян. По данным грунт-контроля, семена 2009-2010 гг. содержали до 
26% мужских растений. Во второй партии (семена 2012 г.) было выявлено менее 1% 
мужских генотипов, что также совпадало с результатами полевых испытаний. При 
анализе партий семян (проба — 50 шт.) однодомных сортов Мария, Диана, Диман 
и Юлиана характерный для мужских растений фрагмент не амплифицировался, что 
совпадает с данными оригинаторов о возможной примеси мужских генотипов в ко
личестве не более 1%. При этом в двудомных сортах Зеница и Игоркин соотношение 
мужских и женских растений было близко к ожидаемому 1:1.
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Рис. 3. Сравнение результатов амплификации маркеров пола MADC2 (а) 
и SCAR323 (б) на однодомной конопле сорта Диман: 1-20 — исследуемые об
разцы; ♂ — мужское растение (контроль); М — маркер размеров «100 bp plus». 
Стрелками показаны образцы, дающие ложноположительные результаты при 

амплификации с маркером SCAR323



Таким образом, использование ДНК-маркера MADC2 позволяет в кратчайшие 
сроки проводить оценку качества партий семян однодомных сортов конопли посев
ной, что имеет важное значение для селекции, поскольку фенотипическая оценка 
в полевых условиях приводит к потере одного вегетационного периода, а примене
ние оценок материала в теплице связано с большим объемом затрат.
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USING OF SEX LINKED DNA MARKERS FOR ASSESSMENT 
THE QUALITY OF MONOECIOUS HEMP SEEDS

O.V. RAZUMOVA1, O.S. ALEKSANDROV1, T.I. SUKHORADA2,
M.G. DIVASHUK1, S.V. DOLGOV3, G.I. KARLOV1

(' RSAU-MAA named after K.A. Timiryazev;2 P.P. Lukyanenko Krasnodar research 
and development institute of agriculture;3 Artificial climate station "BIOTRON' . 

affiliate enterprise of M.M. Shemyakin and Yu. A. Ovchinnikov 
Institute of bioorganic chemistry)

Hemp is a valuable crop, cultivated for fiber and oil. Normally it is a dioecious plant with male 
plants mature earlier than female ones, that creates some inconvenience for mechanical harvesting. 
In this regard it is very important to create and cultivate the monoecious varieties. In view of the 
fact that hemp is a cross-pollinating crop, the strict spatial isolation of monoecious varieties by seed 
growing is required in order to prevent the return to dioecious state. Methods of high-performance 
genetic control of seed impurity of monoecious varieties by male genotypes is needed as well. In our 
work, the possibility of using molecular markers to analyze the purity of seed lots of monoecious 
hemp varieties of southern or middle-Russian type is observed. For this purpose, three DNA markers 
was tested for belonging to gender of hemp seed plants. The amplification of markers in monoecious 
varieties on female type was recorded. It is proposed to use AMDC2 marker as the most effective for 
the analysis of seeds of monoecious hemp varieties for the presence of dioecious forms.

Key words: hemp, Cannabis sativa L., marker-associated selection, monoecious, seed 
production.

Разумова Ольга Владимировна — асп. Центра молекулярной биотехнологии 
РЕАУ-МСХА имени К.А. Тимирязева (127550, г. Москва, ул. Тимирязевская, 49; тел. 
(499) 977-70-01; e-mail: razumovao@gmail.com).

Александров Олег Сергеевич — к. б. н., ст. науч. сотр. Центра молекулярной био
технологии РЕАУ-МСХА имени К.А. Тимирязева (127550, г. Москва, ул. Тимирязевская, 49, 
тел. (499) 977-70-01; e-mail: olegsandrov@gmail.com).

Сухорада Татьяна Ивановна — д. с.-х. н„ зав. лабораторией селекции и семеновод
ства конопли ЕНУ Краснодарского научно-исследовательского института сельского хозяйства 
имени П.П. Лукьяненко (350012, Россия, Краснодарский край, г. Краснодар, Центральная 
Усадьба КНИЙСХ; тел. (861) 222-62-98; e-mail: hemp-kniish@inail.m).

Дивашук Михаил Георгиевич — к. б. н., ст. науч. сотр. Центра молекулярной био
технологии РЕАУ-МСХА имени К.А. Тимирязева (127550, г. Москва, ул. Тимирязевская, 49; 
тел. (499) 977-70-01; e-mail: divashuk@gmail.com).

Долгов Сергей Владимирович — д. б. н., зав. филиалом ФЕБУН Институт биоор- 
ганической химии имени академиков М.М. Шемякина и Ю.А. Овчинникова (ФИБХ РАН),

34

mailto:divashuk@gmail.com


Станцией искусственного климата «БИОТРОН» (142290, Московская обл., г. Пущино, про
спект Науки, 6; тел. (4967) 73-17-19; e-mail: fibkh@bibch.ru).

Карлов Геннадий Ильич — д. б. н., проф., руководитель Центра молекулярной био
технологии РГАУ-МСХА имени К.А. Тимирязева (127550, г. Москва, ул. Тимирязевская, 49; 
тел. (499) 977-70-01; e-mail: karlovg@gmail.com).

Razumova Olga Vladimirovna — PhD student of the Centre for molecular biotechnolo
gy, RSAU-MAA named after K.A. Timiryazev (127550, Moscow, Timiryazevskaya street, 49; tel. 
(499) 977-70-01; e-mail: razumоvaо@gmai1.соm).

Aleksandrov Oleg Sergeevich — PhD in Biology, senior researcher of the Centre for mo
lecular biotechnology, RSAU-MAA named after K.A. Timiryazev (127550, Moscow, Timirya
zevskaya street, 49; tel. (499) 977-70-01; e-mail: olegsandrov@gmail.com).

Sukhorada Tatyana Ivanovna — Doctor of Agricultural Sciences, P.P. Lukyanenko Kras
nodar Research and Development Institute of Agriculture (350012, the Russian Federation, Krasno
dar-12, Tsentralnaya Usadba KNIISKH; tel. (861) 222-62-98; e-mail: hemp-kniish@mail.ru).

Divashuk Mikhail Gergievich — PhD in Biology, senior researcher of the Centre for mo
lecular biotechnology, RSAU-MAA named after K.A. Timiryazev (127550, Moscow, Timirya
zevskaya street, 49; tel. (499) 977-70-01; e-mail: divashuk@gmail.com).

Dolgov Sergey Vladimirovich — Doctor of Biological Sciences, head of the affiliate enter
prise of M.M. Shemyakin and Yu. A. Ovchinnikov Institute of bioorganic chemistry of the Russian 
Academy of Sciences (Moscow region, Pushchino, Avenue of Science, 6; tel. (4967) 73-17-19; 
e-mail: fibkh@bibch.ru).

Karlov Gennadiy Iliych — Doctor of Biological Sciences, professor, head of the Centre 
for molecular biotechnology, RSAU-MAA named after K.A. Timiryazev (127550, Moscow, Timi
ryazevskaya street, 49; tel. (499) 977-70-01; e-mail: karlovg@gmail.com).

35

mailto:fibkh@bibch.ru
mailto:karlovg@gmail.com
mailto:olegsandrov@gmail.com
mailto:hemp-kniish@inail.ru
mailto:divashuk@gmail.com
mailto:fibkh@bibch.ru
mailto:karlovg@gmail.com

