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правило, относится к фальсифицированной (уст-
ное сообщение). 

В зарубежных странах вопрос генетической 
чистоты семян регулируется рядом норматив-
но-правовых документов, которые учитывают 
современные технологии в генетике и селекции 
растений [1, 2]. Так, в 2015 году Международной 
организацией стандартизации (ISO) издано два 
стандарта по определению типичности кукуру-
зы и подсолнечника с помощью ДНК-маркеров 
[3, 4]. В Украине типичность семян большин-
ства сельскохозяйственных культур нормирует-
ся по морфологическим признакам в устаревшем 
ГСТУ 2240-93 [5]. По подсолнечнику в 2008 году 
издан новый ГСТУ 6068:2008, в котором типич-
ность семян нормирована по морфологическим 
признакам и запасным белкам [6]. Утвержден-
ные нормативные документы по определению 
типичности сельскохозяйственных культур с по-
мощью ДНК-маркеров, в том числе подсолнеч-
ника, в Украине отсутствуют.

Учитывая вышесказанное, а также переход 
Украины на европейские стандарты с 2016 года, 
очевидно, что введение и стандартизация совре-
менных методов анализа генетической чистоты 
семян являются особо актуальным вопросом оте-
чественной генетики и селекции сельскохозяй-
ственных растений.

В связи с этим целью наших исследований 
стало изучение генетической чистоты семян ги-
бридов подсолнечника согласно стандарту ISO/
TR 17622:2015 и сравнение полученных данных 
с типичностью образцов гибридов в полевых ус-
ловиях.

Материалы и методы
В исследования были вовлечены 9 об-

разцов семян гибридов подсолнечника украин-
ской и зарубежной селекции. Выбор данных об-
разцов обусловлен значительным отличием по 
типичности их семян, идентифицированным 

Под генетической чистотой или типич-
ностью семян понимают процент соответствия 
партии семян эталонному образцу сорта, гибри-
да и (или) его родительским формам. Контамина-
ция партии семян другими сортами, гибридами 
или видами растений неминуемо сказывается на 
качестве конечной продукции. Особо присталь-
ное внимание обычно уделяется генетической 
чистоте гибридных семян перекрёстноопыляю-
щихся культур, поскольку их создание связано 
с влиянием многих внешних факторов, которые 
потенциально могут снижать посевные качества 
семян и конечной продукции. 

На территории Украины среди гибридов 
сельскохозяйственных культур, безусловно, пре-
валирует подсолнечник в связи с его привлека-
тельной экономической составляющей. Так, в 
реестре сортов растений Украины 2016 года за-
регистрировано более 500 гибридов этой куль-
туры, представленных более чем 60 отечествен-
ными и зарубежными оригинаторами. Вместе с 
тем, получение семенного материала подсолнеч-
ника с высоким уровнем типичности связано с 
определенными сложностями, поскольку дан-
ная культура требует значительной простран-
ственной изоляции для семеноводческих посе-
вов, которую достаточно непросто выдержать в 
связи с обширными площадями товарных посе-
вов на территории Украины. Кроме того, высокая 
стоимость семян подсолнечника по сравнению с 
другими сельскохозяйственными культурами ча-
сто становится причиной создания неподлин-
ных партий гибридных семян. Так, по данным 
украинской лаборатории ООО «Агроген», кото-
рая предоставляет услуги по анализу генетиче-
ской чистоты семян по ДНК-маркерам, в более 
чем 50% образцах подсолнечника, передаваемых 
для анализа генетической чистоты, выявляется 
низкая типичность, а также их несоответствие 
заявленным образцам, и такая партия семян, как 
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цию результатов анализа осуществляли с помо-
щью электрофореза продуктов амплификации в 
3% агарозном геле в буфере с низкой ионной си-
лой [7]. Электрофореграммы документировали с 
помощью фотографирования. Полученные элек-
трофоретические спектры экспериментальных 
образцов сравнивали со спектрами родитель-
ских форм и (или) эталонных образцов гибридов, 
выявляли типичные и нетипичные генотипы.

Для анализа типичности гибридов в по-
левых условиях образцы подсолнечника высева-
ли по 5 рядов на площади 26,25 м2 с междурядья-
ми 70 см в двухкратной повторности на экспери-
ментальных полях Института растениеводства 
им. В.Я.  Юрьева НААН [8]. Краевые ряды в ана-
лизе не учитывали. Регистрировали такие мор-
фологические признаки: образование пыльцы в 
период цветения; форма корзинки, ветвление и 
высота растений в период налива зерна [9]. Ти-
пичными считали однокорзиночные растения с 
фертильной пыльцой. Типичной формой корзин-
ки принимали ту, которая встречалась в образце 
наиболее часто. Нетипичные по высоте растения 
выявляли с помощью статистического алгоритма 
анализа выбросов [10]. Выбросами принимали 
такие значения высоты растений, которые выхо-
дили за пределы 1,5 межквартильных расстояний 
[10].

Расчёт типичности образцов подсолнечника 
по SSR-маркерам и морфологическим признакам 
осуществляли путем деления типичных геноти-
пов (растений) на общее количество проанализи-
рованных растений с последующим выражением 
полученного значения в процентах.

Анализ взаимосвязи лабораторной и поле-
вой типичности образцов подсолнечника оцени-
вали с помощью коэффициента корреляции Пир-
сона, который рассчитывали в программе Excel.

по результатам предварительного анализа по 
ДНК-маркерам. 

Определение типичности образцов по 
ДНК-маркерам проводилось согласно стандарту 
ISO/TR 17622:2015 [4]. Шестнадцать пар микро-
сателлитных праймеров к SSR-локусам, предло-
женных в стандарте для анализа генетической 
чистоты подсолнечника, были объединены нами 
в 5 мультиплексов в зависимости от темпера-
туры отжига и размеров продуктов амплифика-
ции (табл. 1). Две пары SSR-праймеров не вошли 
в мультиплексы и использовались для амплифи-
кации отдельно.

ДНК выделяли из 50 отдельных семянок 
каждого образца подсолнечника, а также из сме-
си 30 семян родительских линий и (или) эталон-
ного образца гибрида (F1) подсолнечника с по-
мощью набора реактивов «Diatom Prep100» про-
изводства ООО «Лаборатория Изоген» (Россия). 
Затем готовили смеси ДНК экспериментальных 
образцов путем объединения аликвот из 10 семя-
нок в одной пробирке, то есть получали пять про-
бирок со смесью ДНК по каждому из образцов. 
Далее проводили амплификацию по пяти муль-
типлексам и двум парам праймеров, которые не 
вошли в мультиплексы. По результатам анали-
за смесей ДНК экспериментальных и эталонных 
образцов выбирали наиболее информативную 
систему, которую далее использовали для анали-
за типичности ДНК из 50 отдельных семянок.

Для амплификации ДНК использовали сле-
дующую программу: начальная денатурация – 
10 мин. при 94  0С с последующими 33–40 ци-
клами (в зависимости от SSR-праймеров) в та-
ком режиме: денатурация – 30 с при 94 0С, отжиг 
30 c при температуре отжига соответствующего 
праймера, элонгация 30 с при 72 0С, а затем ко-
нечная элонгация 10 мин при 72  0С. Визуализа-

Таблица 1
SSR-локусы, использованные в анализе

Мультиплекс Праймер Тип ПЦР Температура
отжига (Tm), 0С

Multiplex I ORS 307, ORS 329, ORS 342 touchdown 60 0С –1 0С каждый цикл – 5 циклов, 
56 0 С – 30 циклов

Multiplex II ORS 407, ORS 309 touchdown 58 0С –1 0 С – 3 цикла, 
56 0С – 30 циклов

Multiplex III ORS 613, ORS 432, ORS 502
Multiplex V ORS 510, ORS 547, SSL 003
Multiplex VI ORS 621, ORS 605, SSL 171 touchdown 60 0С –1 0 С каждый цикл – 5 циклов, 

56 0С – 30 циклов
– ORS 811 классический 59 0С – 40 циклов
– SSL 283 классический 57 0С – 40 циклов
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и форма корзинки. В образцах гибридов № 5–9 
выявлен значительный процент стерильных ра-
стений, что, предположительно, может быть свя-
зано с биологическим или механическим засоре-
нием родительских линий. По признаку форма 
корзинки у гибридов № 1–3, 8 данный признак 
проявлялся в виде двух, у гибридов № 4 и 6  – 
трех, а у гибридов № 5, 7, 9 – четырех градаций.

Ветвистость и высота растений характе-
ризовались высоким уровнем выравненности у 
всех изученных образцов гибридов подсолнеч-
ника (табл. 2, рис. 2). Минимальное значение 
типичности по признаку ветвистость составило 
99%, а по признаку высота растений – 96%. 

Для расчета среднего значения полевой ти-
пичности образцов подсолнечника использо-
вали только полиморфные морфологические 
признаки. С помощью коэффициента корреля-
ции определена высокая положительная корре-
ляция между генетической чистотой семян по 
SSR-маркерам и полевой типичностью, оценен-
ной по полиморфным морфологическим призна-
кам (рис. 3).

В частности, высокая положительная корре-
ляция выявлена между генетической чистотой и 
типичностью по признакам фертильность пыль-
цы и форма корзинки. Низкой отрицательной 
взаимосвязью характеризовались генетическая 

Результаты и обсуждение
С помощью 16 пар микросателлитных прай-

меров, рекомендованных в международном стан-
дарте ISO/TR 17622:2015, путем анализа и срав-
нения электрофоретических спектров роди-
тельских линий и (или) эталонных образцов 
гибридов с экспериментальными образцами 
были подобраны информативные SSR-локусы 
для анализа генетической чистоты семян каж-
дого образца: для гибридов № 1, 3 – multiplex I; 
№ 4, 5 – multiplex II; № 6 – multiplex III; № 7–9  – 
Multiplex V; № 2  – ORS 811 (рис. 1).

По результатам анализа исследованные об-
разцы гибридов подсолнечника были объединены 
в три условные группы по уровню генетической 
чистоты – с высокой типичностью 99–92% (ги-
бриды № 1–3); средней типичностью – 66–48% 
(гибриды  №  4–6) и низкой типичностью  – 44–
24% (гибриды № 7–9) (табл. 2). 

В полевых условиях в группе образцов с вы-
сокой генетической чистотой изученные морфо-
логические признаки также характеризовались 
высоким уровнем выравненности. В группах об-
разцов со средним и низким уровнями генетиче-
ской чистоты проявлялась значительная вариация 
морфологических признаков (табл. 2). Так, наи-
большей изменчивостью в этих группах харак-
теризовались признаки фертильность пыльцы 

Рис. 1. Электрофогреграммы продуктов амплификации SSR-локусов в образцах гибридов подсолнечника. ♀ – 
материнская линия; ♂ – отцовская линия; F1 – эталонный образец гибрида. А – гибрид № 4, multiplex I: 1, 16 – 
нетипичные генотипы; 2–15, 17–20 – типичные генотипы. Б – гибрид № 6, multiplex III: 1, 3, 5–7, 11, 12, 15, 

18–20 – нетипичные генотипы; 2, 4, 8–10, 13, 14, 16, 17 – типичные генотипы

Таблица 2
Типичность образцов гибридов подсолнечника по морфологическим признакам и SSR-маркерам

Образцы гибридов 
подсолнечника

Типичность по морфологическим признакам, % 
Типичность по 

SSR-маркерам, %образование 
пыльцы ветвление форма кор-

зинки
высота ра-

стения
среднее по полимор-

фным признакам

№ 1 100 100 93 96 95 99
№ 2 100 100 96 98 97 95
№ 3 99 99 98 98 99 92
№ 4 100 99 45 100 72 66
№ 5 52 100 62 97 70 58
№ 6 87 100 69 96 84 48
№ 7 43 99 65 100 69 44
№ 8 38 100 60 99 66 36
№ 9 34 100 46 99 60 24
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зультатов необходимо разработать допустимые 
нормы генетической чистоты гибридных семян 
подсолнечника для разных типов гибридов с по-
следующим утверждением их на государствен-
ном уровне.

чистота по SSR-маркерам и ти-
пичность по признакам ветви-
стость и высота растений. 

Следует отметить, что 
для адекватной оценки типич-
ности посевов необходимо 
выявить полиморфный при-
знак (если такой имеется) и 
провести мониторинг в опре-
деленный период вегетации 
растений, когда данный при-
знак проявляется и его можно 
легко и правильно идентифи-
цировать. При этом SSR-мар-
керы нечувствительны к ха-
рактеру загрязнения семян и 
позволяют провести достовер-
ный анализ генетической чи-
стоты семян еще до посева.

Выводы
С помощью 16 пар SSR- 

праймеров, рекомендованных 
в стандарте ISO/TR17622:2015, 
нам удалось подобрать ин-
формативные микросателлит-
ные локусы, которые позво-
лили проанализировать гене-
тическую чистоту 9 образцов 
гибридов подсолнечника. По-
лученные в лабораторных ус-
ловиях данные характеризова-
лись высокой положительной 
корреляцией с полевой ти-
пичностью образцов, что сви-
детельствует о значительных 
перспективах использования 
SSR-маркеров для установле-
ния генетической чистоты се-
мян подсолнечника.

Для развития данного во-
проса в нашей стране счита-
ем необходимым утверждение 
стандарта ISO/TR17622:2015 в 
Украине. Приоритетной зада-
чей ближайших исследований 
считаем определение мини-
мального значения генетиче-
ской чистоты семян подсолнеч-
ника, которое обеспечивает по-
левую типичность на уровне 95–97%. Также, по 
нашему мнению, важно исследовать взаимосвязь 
генетической чистоты семян с данными устой-
чивости к гербицидам, определенной методом 
ґрунт-контроля для гербицидоустойчивых гибри-
дов подсолнечника. На основе полученных ре-

Рис. 2. Оценка типичности образцов гибридов подсолнечника по высоте 
растений с помощью анализа выбросов

Рис. 3. Взаимосвязь генетической чистоты семян подсолнечника по 
SSR-маркерам с полевой типичностью по морфологическим признакам: 
1  – фертильность пыльцы, 2 – ветвистость, 3 – форма корзинки, 4 – вы-
сота растений, 5 – среднее по полиморфным морфологическим признакам
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GENETIC PURITY OF SEEDS – ACTUAL QUESTION OF MODERN GENETICS  
AND PLANT BREEDING
Aim. The genetic purity of hybrids of sunflower seeds according to the standard ISO/TR 17622:2015 and correlation 
of the obtained data with plant uniformity in the field were studied. Methods. The genetic purity of sunflower hybrid 
samples using SSR-markers according to ISO/TR 17622:2015 was evaluated. Morphological traits during vegetation 
period in the field were registered. Statistical analysis of the obtained data was used. Results. Sixteen pairs of SSR-
primers were allowed to analyze the genetic purity of 9 samples of sunflower hybrids. The laboratory data was highly 
positive correlated with plants uniformity in the field. Conclusions. Based on the obtained results it is necessary to 
approve ISO/TR17622:2015 in Ukraine and to develop threshold of genetic purity of sunflower seeds on the state level.
Keywords: genetic purity of seeds, sunflower, SSR-markers, morphological traits, international standards.


