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ВОЗНИКНОВЕНИЕ OGURA-ПОДОБНОЙ ЦМС В РАСТЕНИЯХ BRASSICA 
ПРИ ОТДАЛЕННОЙ ГИБРИДИЗАЦИИ
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В ранее нами проведенном исследовании в потомстве BC1 от межвидового скрещи-
вания тетраплоидной фертильной B. oleracea с аллотетраплоидной фертильной B. carinata 
было обнаружено одно растение с мужской стерильностью, БКБю3. Мужская стерильность 
проявлялась в формировании аномально развитых тычинок и отсутствии фертильной пыль-
цы, остальные части цветка развивались и функционировали нормально. Единообразное про-
явление мужской стерильности у растений второго беккроссного поколения (BC2) от скре-
щивания растения BC1 с фертильной линией диплоидной капусты белокочанной указывало 
на стабильность проявления и цитоплазматический характер ее наследования. Для уста-
новления типа спонтанно возникшей цитоплазматической мужской стерильности потом-
ства BC1 и BC2 проведен молекулярно-генетический анализ с использованием orf138-маркера 
и установлено, что данная ЦМС является ogura-подобной. В результате ПЦР-анализа фер-
тильных линий B. carinata, B. oleracea, а также фертильных растений BC2-потомства 
и частично фертильного межвидового гибрида (B. oleracea × B. carinata) выявлено наличие 
амплифицируемого фрагмента размером около 600 п.н. Присутствие данного фрагмента 
у фертильных генотипов может свидетельствовать о химерности их митохондриальных 
геномов и сопряжено с появлением ogura-подобной ЦМС в цитоплазме С генома B. oleracea 
потомства от межвидовой гибридизации.

Ключевые слова: цитоплазматическая мужская стерильность, ЦМС, Оgura, межви-
довая гибридизация, Brassica, ПЦР-анализ

Введение

Цитоплазматическая мужская стерильность (ЦМС) – это более надежная и эф-
фективная, по сравнению с самонесовместимостью, система биологического контроля 
опыления в производстве F1-гибридов капусты белокочанной. В семействе Brassicace-
ae известны три основных типа цитоплазмы, обуславливающих цитоплазматическую 
мужскую стерильность – ogura polima, и napus [6]. Наиболее изученной, стабильной 
в своем проявлении и широко распространенной в селекции и семеноводстве капуст-
ных культур является аллоплазматическая ogura-ЦМС. Ogura-ЦМС интродуцирована 
в основные экономически значимые виды Brassica, в том числе в капусту белокочан-
ную (B. oleracea L.), посредством отдаленной гибридизации и технологии спасения за-
родышей из дайкона (Raphanus sativus L. ssp. acanthiformis (Morel) Stankev), в котором 
она впервые была обнаружена [6]. Молекулярно-генетическое изучение факторов, вы-
зывающих ogura-ЦМС, показало, что она сопряжена с наличием химерного митохон-
дриального гена orf138, который в настоящее время секвенирован и маркирован [7].

В литературе, кроме работ, описывающих процесс интродукции ЦМС по-
средством отдаленной гибридизации и совершенствования ogura-ЦМС-системы 
посредством слияния протопластов, встречаются работы, описывающие возникно-
вение ogura-подобной ЦМС, выявляемой соответствующими ДНК-маркерами, в по-
томствах от межвидовой и межродовой гибридизации Brassica при использовании 
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фертильных отцовских и материнских растений, ogura-ЦМС которых не выявляется 
молекулярными маркерами [3, 4].

Нами в ранее проведенных исследованиях был получен частично фертильный 
(фертильность пыльцы 33,3%) межвидовой гибрид (БК) от скрещивания фертильной 
тетраплоидной линии Бю-1 капусты белокочанной (B. oleracea, 2n = 36, геномная 
формула СССС) и фертильной инбредной линии PI199947 аллотетраплоидной гор-
чицы эфиопской (B. carinata, 2n = 34, геномная формула BBCC) [1]. В беккроссном 
потомстве этого гибрида при опылении диплоидной фертильной инбредной линией 
Бю3 капусты белокочанной (B. oleracea, 2n = 18, геномная формула СС) обнаружено 
одно растение, обозначенное БКБю3, с мужской стерильностью.

С целью изучения типа цитоплазматической мужской стерильности, обнару-
женной у потомств от отдаленной гибридизации капусты белокочанной (B. oleracea) 
и горчицы эфиопской (B. carinata), нами проведен молекулярно-генетический анализ 
растений этих потомств с использованием ДНК-маркера ogura-цитоплазмы orf138.

Материалы и методы

Растительный материал: фертильные инбредные линии Цв9, Пр3 и Тен капусты 
белокочанной (B. oleracea); фертильная инбредная линия PI199947 горчицы эфиоп-
ской (B. carinata); частично фертильный (33%) межвидовой гибрид БК от скрещивания 
B. oleracea (учетверенногаплоидной, 2n = 4х, линии Бю-1, произведенной в культуре 
изолированных микроспор) и B. carinata (аллотетраплоидная, 2n = 4х, инбредная линия 
PI199947); фертильные растения BC1 БюБК1, БКБю9, БКЗм10; линии капусты белоко-
чанной с ogura-ЦМС Зму7мс и Гэс2мс (ogura-ЦМС передана из коммерческих гибридов 
капусты белокочанной французского происхождения); BC1-растение БКБю3 со спон-
танно возникшей мужской стерильностью, обнаруженное в первом беккроссном по-
томстве межвидового гибрида БК; 4 растения BC2-потомства (БКБю3)×Цв9 (1–4), 
унаследовавших спонтанно возникшую в BC1 мужскую стерильность.

Общую ДНК выделяли из молодых листьев каждого растения CTAB-методом 
[5]. Митохондриальный ген orf138 амплифицировали с использованием праймеров 
orf138–5’ 5’-GTCGTTATCGACCTCGCAAC-3’ и orf138–3’ 5’-CAATTGGGTTCA-
CAAAGCAT-3’ [4]. Реакционную смесь для ПЦР готовили как описано в [2], амплифи-
кацию проводили по следующей программе: начальная денатурация – 94°C в течение 
4 минут, далее 30 циклов: денатурация – 94°C, 1 мин; отжиг праймеров – 60°C, 1 мин; 
элонгация – 72°C, 1 мин; и завершающая элонгация – 72°C, 5 мин. Продукты ампли-
фикации разделяли электрофорезом в 1,5%-м агарозном геле. Визуализировали в про-
ходящем УФ-свете трансиллюминатора при окрашивании ДНК флуоресцирующим 
красителем GelRed.

Результаты

В беккроссном потомстве BC1 при опылении межвидового гибрида БК (B. ol-
eracea × B. carinata) диплоидной фертильной инбредной линией Бю3 капусты бело-
кочанной (B. oleracea) наблюдали широкое разнообразие по морфологическим при-
знакам и числу хромосом, которое варьировало от 18 до 26 (рис. 1).

При этом было обнаружено одно растение, обозначенное БКБю3, с мужской сте-
рильностью. Стерильность проявлялась в виде редукции и некротизации пыльников, 
отсутствия фертильной пыльцы, при этом морфология и функциональность остальных 
элементов цветка, включая выработку нектара и завязываемость семян при перекрест-
ном опылении, соответствовали цветкам фертильных растений (рис. 2).
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Рис. 1. Метафазные пластинки клеток корневых меристем растений первого 
беккроссного потомства (BC1) (B.oleracea, CCCC × B.carinata, BBCC) × B.oleracea, CC: 

А) БКБю3 (2n = 18), Б) БКБю2 (2n = 26)

Растение имело фенотип капусты 
белокочанной и обладало характерным для 
данного вида числом хромосом, 2n = 18.

Наследование мужской стерильно-
сти всеми растениями второго беккросс-
ного поколения (BC2) от скрещивания 
растения BC1 БКБю3 с инбредной ли-
нией Цв9 диплоидной капусты белоко-
чанной указывало на стабильность про-
явления и цитоплазматический характер 
ее наследования. Хромосомные аберра-
ции как возможная причина проявления 
стерильности потомства при отдаленной 
гибридизации у 3-х выборочно проанали-
зированных растений BC2 отсутствовали. 
В связи с известными фактами обнаруже-
ния мужской стерильности в потомствах от отдаленной гибридизации фертильных 
представителей Brassica других исследователей данная спонтанная мужская стериль-
ность в беккроссном потомстве межвидового гибрида (B.oleracea, CCCC × B.carinata, 
BBCC) была принята нами за новый тип стерильности.

Скрининг стерильного BC1-растения БКБю3 со спонтанно возникшей муж-
ской стерильностью и четырех растений BC2-потомства (БКБю3)×Цв9 (1–4), унас-
ледовавших данную мужскую стерильность, частично фертильного межвидового ги-
брида БК (B. oleracea × B. carinata), его родительской линии PI199947 (B. carinata), 
а также коллекции фертильных инбредных линий и мужскистерильных линий капу-
сты белокочанной с известным ogura-типом цитоплазмы с использованием праймер-
комбинации (orf138–5’, orf138–3’) на участок мтДНК, содержащий ген orf138 [4], 
дал следующие результаты: амплификация ожидаемого фрагмента (~500 пар нукле-
отидов) у образцов с ogura-цитоплазмой Зму7мс и Гэс2мс (№ 3 и 4 на рис. 3) и его 
отсутствие у фертильных линий капусты Цв9, Пр3 и Тен (№ 1, 2 и 15 на рис. 3) сви-
детельствовали об адекватности используемой маркерной системы для дифференци-
ации стерильных и фертильных образцов капусты.

BC1-растение БКБю3 (№ 10 на рис. 3) со спонтанно возникшей мужской сте-
рильностью и четыре проанализированных растения BC2-потомства (БКБю3) ×Цв9 
(№ 11–14 на рис. 3) содержали амплифицированный фрагмент, свидетельствующий 

Рис. 2. Редуцированные, 
некротизированные пыльники растения 
второго беккроссного поколения (BC2) 

БКБю3Цв9 ((B.oleracea, CCCC × 
× B.carinata, BBCC) × B.oleracea, CC)) × 

× B.oleracea, CC с мужской стерильностью
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о наличии в них митохондриальной ДНК химерного гена ogura-ЦМС orf138. На ос-
новании данных результатов можно сделать заключение о том, что данные стериль-
ные растения BC1 и BC2-потомства содержат ogura-подобную ЦМС. В то же время 
ПЦР-анализ фертильных растений потомства BC1 БюБК1, БКБю9, БКЗм10 (№ 7, 
8 и 9 на рис. 3), частично фертильного межвидового гибрида БК (№ 6 на рис. 3) и его 
отцовской родительской линии PI199947 (№ 5 на рис. 3) выявил слабо проявляющий-
ся на электрофореграмме фрагмент размером около 600 п.н., при ожидаемом отсут-
ствии маркера ogura-ЦМС. Какую нуклеотидную последовательность содержит в себе 
этот фрагмент, может показать только его секвенирование. Но вопрос о том, каким 
образом и на каком этапе сформировался выявляемый используемым маркером ген 
orf138 в мтДНК потомств межвидовых гибридов, остается открытым. Неотчетливо 
проявляющийся на электрофореграмме фрагмент ~600 п.н. у фертильных растений 
межвидового гибрида БК (B. oleracea × B. carinata), отцовской родительской линии 
PI199947 (B. carinata), потомства BC1 (БюБК1, БКБю9, БКЗм10) и в том числе у ин-
бредной линии капусты белокочанной Цв9 может свидетельствовать о наличии у вы-
шеперечисленных образцов в незначительном количестве мтДНК с геном orf138 или 
вариантом этого гена, т.е. о химерности цитоплазмы проанализированных растений. 
Соответственно, появление растений с мужской стерильностью в потомстве от межви-
довой гибридизации в условиях нарушений нормального хода митотического деления 
клеток спорофита и мейотического деления при формировании мегаспор возможно 
в результате случайного расхимеривания цитоплазмы и формирования растений-по-
томков, у которых преобладают митохондрии, содержащие мтДНК с геном orf138.

Рис. 3. ПЦР-анализ наличия/отсутствия специфичного для ogura-ЦМС orf138-гена 
с использованием пары праймеров orf138–5’ и orf138–3’: 

линия 1 – Цв9, 2 – Пр3, 3 – Зму7мс, 4 – Гэс2мс, 5 – PI199947, 6 – БК, 7 – БюБК1, 
8 – БКБю9, 9 – БКЗм10, 10 – БКБю3, 11–14 (БКБю3×Цв9) (1–4 растения), 15 – Тен, 

16 – контроль H2O, 17 – маркер размера ДНК-фрагментов «100 bp», п.н. – пар нуклеотидов

Заключение

Обнаруженная нами у беккроссного потомства (BC1) межвидового гибрида 
(B.oleracea × B.carinata) ogura-подобная ЦМС не передавалась из известных доно-
ров, но возникла спонтанно. Эту ogura-подобную ЦМС рекомендуем использовать 
в селекционных программах по созданию F1-гибридов капусты.
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INTERSPECIFIC HYBRIDIZATION AS AN INDUCING FAC TOR 
OF OGURA-TYPE CMS IN BRASSICA PLANTS
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Russian State Agrarian University – Moscow Timiryazev Agricultural Academy, 
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Abstract. In our recent study the one male sterile plant BKBu3 has been found in BC1-progeny 
from interspecific crossing of tetraploid fertile B. oleracea and allotetraploid fertile B. carinata lines. 
The flowers of male sterile plant had reduced, necrotic anthers, and no fertile pollen was observed. 
However, other organs of flowers were phenotypically and functionally normal. No segregation in ste-
rility/fertility morphology of the BC2 progeny plants indicated a cytoplasmic mode of male sterility 
inheritance. To determine the type of the found cytoplasmic male sterility (CMS), the authors conducted 
a molecular-genetic analysis using orf138-specific primers. The PCR analysis indicated that the found 
cytoplasmic male sterility is of an Ogura-type. Screening the fertile lines of B. carinata, diploid B. olera-
cea, and fertile plants of BC2 progeny of interspecific cross and a partially fertile B. oleracea-carinata 
hybrid revealed ~600 bp amplicons that are not matched to the orf138-marker fragment. It was suggest-
ed that the presence of ~600 bp amplicons could be an outcome of chimeric cytoplasm of male fertile 
plants, and it could also be a reason why CMS plants are formed in a progeny of interspecific hybrids.

Key words: cytoplasmic male sterility, CMS, Ogura, interspecific hybridization, Brassica, 
PCR-analysis
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