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Предложена система оценки уровня гибридности семян F, огурца, включающая 
в себя оптимизированный метод экспресс-выделения ДНК для массовых анализов и 
SSR-ПЦР с визуализацией результатов методом гель-электрофореза в 3%-м агароз
ном геле.

Ключевые слова: гибриды огурца, полимеразная цепная реакция (ПЦР), ДНК- 
маркеры, SSR-маркеры.

Огурец посевной (Cucumis sativus L.) — один из самых древних и наиболее 
популярных видов овощных культур, а его мировое производство составляет более 
23 млн т. в год [7]. В России огурец является самой распространенной овощной куль
турой защищенного грунта, занимая около 70% площадей. В открытом грунте огурец 
занимает третье место по площади после капусты и томата [3].

Рост производства этой ценной овощной культуры тесно связан с использо
ванием гетерозисных гибридов. В настоящее время подавляющее большинство ис
пользуемых в производстве семян огурца, выращиваемых как в открытом, так и за
щищенном грунте, — это гибриды Fj. Растения таких гибридов более однородны 
и выровнены по своим биологическим и морфологическим признакам, чем сорта. 
Учитывая потребности рынка семян, селекционеры ежегодно создают новые гибрид
ные комбинации с различными качественными характеристиками. В 2011 г. в Го
сударственном реестре селекционных достижений, допущенных к использованию, 
зарегистрировано 790 гибридов Fj огурца и 53 сорта [2].

Поддержание генетической чистоты линий и высокого (близкого к 100%) уров
ня гибридности является необходимым условием для успешного производства ком
мерческих гибридных семян [8]. Существующий для определения генетической чи
стоты метод грунтового контроля семян энергозатратен, получаемая оценка — субъ
ективна, а главное — требует длительного времени.

Наиболее удобными для характеристики генотипов являются маркеры, осно
ванные на полиморфизме нуклеотидных последовательностей ДНК (ДНК-маркеры). 
С помощью данных маркеров можно проводить оценку гибридной чистоты партий 
семян, как части процесса их сертификации.

Современные технологии, основанные на применении систем на базе ДНК- 
маркеров (RAPD, SSR, ISSR), успешно применяются для молекулярно-генетической 
характеристики гибридов и их родительских форм. Все вышеуказанные маркеры 
успешно применялись для характеристики молекулярно-генетического полимор
физма селекционных линий огурца [1]. Наиболее надежными и воспроизводимыми
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являются SSR-маркеры, основанные на полиморфизме длины коротких (2-6 нуклео
тидов) повторов (микросателлитов), распределенных по всему геному [5]. Приме
нение SSR-маркеров по сравнению с другими методами обеспечивает высокую на
дежность и воспроизводимость. Кодоминантный характер проявления этих маркеров 
позволяет отличать гомо- и гетерозиготные растения, что имеет большое значение 
для раннего выявления гибридов и существенно экономит время при создании новых 
селекционно-значимых исходных форм. Исследования генома огурца с использова
нием SSR-маркеров показали относительно высокий уровень их полиморфизма (око
ло 30%) (более 2 аллелей/локус) [9].

Цель данной работы — создание эффективной системы оценки чистоты ги- 
бридности гетерозисных гибридов F1 огурца на основе молекулярно-генетического 
полиморфизма микросателлитных локусов ДНК.

Материалы и методы

В работе был использован следующий растительный материал: семена огур
ца 36 инбредных линий и 9 гибридов между ними, обозначаемых в тексте гибрид
ными комбинациями под соответствующими номерами ГК1 — ГК9, а также гибри
ды Fj под номерами 46, 47, 49, 50, 54, 57, 58, 59, 60, 61, 68, 98 и 99 селекционно
семеноводческой фирмы «Манул»; гибриды F,: Кураж, Атлет, Аббат, Циник, Амир, 
Раис, Аль-Бируни, Карим и Айкас селекционно-семеноводческой фирмы «Гавриш». 
Семена проращивали в чашках Петри при температуре 24°С. ДНК выделяли из се
мядолей 4-5-дневных проростков огурца. Экстракцию ДНК для SSR-анализа прово
дили по следующим методам: 1 — [4] с модификациями; 2 — [10] с модификациями; 
3 — [6]. Качество и количество выделенной ДНК определяли по выходу ПЦР- 
продукта с помощью спектрофотометра Nanodrop 1000.

Для микросателлитного анализа были использованы 19 пар SSR-праймеров 
[9], синтезированных в ЗАО «Синтол» (Москва). ПЦР осуществляли по следующей 
программе: предварительная денатурация — 94°С, 3 мин; 30 циклов при 94°С по 
30 с, отжиг — 55-65°С (в зависимости от праймера), 30 с, элонгация — 72°С, 30 с, 
завершающая элонгация — 72°С, 7 мин на амплификаторе «DNA Engine Tetrad 2» 
(«Bio-Rad», USA). Продукты амплификации разделяли электрофорезом в 3%-м ага
розном геле с бромистым этидием. Результаты документировали в системе Gel-Doc 
(«Bio-Rad», USA). Для определения длины фрагментов ДНК использовали маркер 
молекулярной массы «100 bp DNA-Ladder» (Fermentas).

Для проведения фрагментного анализа при постановке ПЦР вместо одного из 
праймеров добавляли аналог, меченный флуорофором 6-FAM. Разделение продуктов 
ГТЦР осуществляли на секвенаторе ABI 3130x1 («Applied Biosystems») согласно ин
струкции фирмы-производителя, используя маркер длины фрагментов GeneScan 500 
LIZ. Анализ размера фрагментов проводили с помощью программного обеспечения 
Gene Mapper 3.0.

Результаты и их обсуждение

При проведении массовых анализов методика выделения ДНК должна обеспе
чивать надежность и воспроизводимость результатов, а также высокую пропускную 
способность. В таблице 1 приведены результаты выделения ДНК одних и тех же кон
трольных образцов огурца.

Как видно из таблицы 1, выделение наиболее очищенной ДНК обеспечивает 
использование метода 1. Исследуемые образцы, полученные по этому методу, имели
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следующие близкие к оптимальным пока
затели: отношение А 260/280 = 1,96, отно
шение А 260/230 = 2,21.

Выделенную тремя разными мето
дами ДНК использовали для проведения 
S SR-ПЦР. На электрофоре граммах была 
выявлена четкая амплификация микроса- 
теллитных фрагментов у образцов ДНК, 
выделенных по методам 1 и 2. Эти резуль
таты указывают на то, что несмотря на на
личие большего количества загрязняющих примесей в ДНК, выделенной по второму 
методу по сравнению с первым, их наличие не вызывает ингибирование ПЦР. Так как 
метод 2 [10] (с собственными модификациями) менее трудоемкий и менее затратный, 
а также позволяет за минимальное время получить качественную ДНК из большего 
числа образцов, в количестве, достаточном для проведения ПЦР-анализа, он был вы
бран для дальнейших исследований.

С целью снижения затрат для микросателлитного анализа использовали ага
розный гель-электрофорез ДНК. В результате проведенного анализа с использо
ванием 19 маркеров были получены четкие электрофоретические профили у всех 
67 образцов огурца. Профили электрофоретического разделения продуктов ампли
фикации ДНК гибридов сравнивали с родительскими. Число аллелей по локусам 
варьировало от 1 (маркеры 2AS, 7С, I2A, I2C, СТ23, LK02, AGOl, ASOl, G06, 
AGT04, CT12Z, AG13C, СТЗЗ, TG10, АСС01) до 2 (маркеры F03, IS, FLK1, GA09). 
Наиболее полиморфные фрагменты (2 из 2) были получены с использованием прай
меров трех маркеров IS, FLK1 и GA09. Данные маркеры выявляют полиморфизм у 
исходных родительских форм, амплифицируя по одному фрагменту разного разме
ра, что позволяет идентифицировать их гибридное потомство по сумме выявленных 
фрагментов в агарозном геле. Так, с использованием SSR-маркера 1S амплифици- 
ровалось по одному фрагменту размером около 180 и 220 п.н. у родительских форм 
гибридных комбинаций ГК1, ГК2 соответственно и оба этих фрагмента у гибридов 
между этими формами.

Праймеры SSR-маркера GA09 амплифицировали два фрагмента размером 
около 300 и 330 п.н. у гибридов под номерами 60 и 61, а также у гибридов F1 Карим и 
Айкас. Праймеры SSR-маркера FLK амплифицировали два фрагмента размером око
ло 310 и 340 п.н., у гибридов F1 Кураж, Атлет, гибридов под номерами 47, 50, 57, 58,

59, 68, 98, а также у гибридов в комбинаци
ях ГК1, ГК2, ГКЗ. У родительских форм ги
бридных комбинаций 1 и 2 (ГК1, ГК2) было 
получено по одному фрагменту (рис. 1).

Для подтверждения надежности по
лученных результатов использовали высо
коразрешающий фрагментный анализ на 
основе капиллярного гель-электрофореза. 
Результаты высокоразрешающего фраг- 
ментного анализа полностью совпали с 
данными, полученными при использовании 
агарозного гель-электрофореза ДНК. Был 
выявлен полиморфизм между исходными 
родительскими формами и гибридная при-

Рис. 1. Электрофореграмма продуктов ам
плификации SSR-маркеров FLK: 1-3 — 
гибридная комбинация 1 (ГК1), где 1 — ро
дительская форма (РФ)♀, 2 — РФ ♂, 3 — 
гибрид между ними, 4-6 — ГК2, 4 — РФ♀, 
5 — РФ♂, 6 — гибрид между ними. М — 

маркер размеров «100 bр»

Метод
Среднее 

количество 
ДНК, ng/ul

А 260/280 А 260/230

1 335,44 1,96 2,21
2 420,92 1,61 2,40
3 465,37 1,57 0,76
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рода растений Fj (рис. 2). Как видно из рисунка 2 В, у гибрида Кураж амплифициро- 
вались 2 фрагмента размером 306 п.н. и 344 п.н., характерных для исходных роди
тельских форм (см. рис. 2 А, В), что указывает на гибридную природу образца.

При проведении массовых анализов применение протестированных нами мар
керов позволяет оценивать уровень гибридности семян Fj в течение семи дней (про
ращивание семян, выделение ДНК, ГЩР, гель-электрофорез, документирование ре
зультатов), что значительно быстрее, чем при проведении традиционного грунтового 
контроля (2-3 мес.). Пример проведения массового анализа семян Fj представлен 
на рисунке 3.

Рис. 2. Фрагментный анализ SSR-маркера FLK: А и Б — исходные роди
тельские формы гибрида F., Кураж (В). Желтые пики — маркер размеров, 

синие пики — продукты амплификации SSR-маркера FLK
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Рис. 3. Электрофореграммы продуктов амплификации маркера FLK:
А — все образцы гибриды; В —стрелками указаны негибридные образцы

Таким образом, на основе полученных данных показана эффективность 
SSR-маркеров F03, FLK01, IS, GA09 для оценки уровня гибридности семян Fj при 
использовании агарозного гель-электрофореза.

Заключение

Создана надежная система оценки чистоты гибридов, включающая в себя оптимизиро
ванные методы: экспресс-выделение ДНК для массовых анализов и SSR-ПЦР с визуализаци
ей результатов в 3%-м агарозном геле.

Предложенная система эффективна для мониторинга чистоты гибридных семян огур
ца, а также может быть использована для защиты авторских прав селекционеров при созда
нии новых гибридных комбинаций.

Работа выполнена при финансовой поддержке Министерства образования и науки Российской 
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SUMMARY

A system for evaluation of genetic purity of FI hybrid seed of cucumber was developed. 
The system is based on simple sequence repeat (SSR) markers and includes an optimized method 
of rapid DNA extraction for mass analysis and SSR-PCR with visualization of the results by gel 
electrophoresis in 3% agarose gel.

Key words: FI cucumber hybrid, PCR, DNA-markers, SSR-markers.
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