
Использование маркеров
M281 и М671 для выявления 
мужской фертильности 
чеснока Allium sativum L.
РЕЗЮМЕ
Актуальность. Мужская стерильность чеснока (Allium sativum L.) ограничивает
семенное размножение культуры и существенно замедляет селекционный про-
цесс. Одним из предполагаемых молекулярных механизмов стерильности
является нарушение деградации каллозной оболочки микроспор, связанное со
снижением активности гена AsaNRF1. Цель исследования — изучить полимор-
физм промоторной области AsaNRF1 у сортов и селекционных образцов чесно-
ка и оценить применимость маркеров M281 и M671 для предварительного отбо-
ра генотипов с различным репродуктивным потенциалом.
Материал и методика. Исследована коллекция Allium sativum L., включавшая 3
сорта и 57 сортообразцов. Тотальную ДНК выделяли из молодых листьев двух-
недельных растений набором «Сорб-ГМО-Б». Наличие вставок длиной 281 и 671
п.н. определяли методом ПЦР с использованием маркера M281 и разработанной
авторами пары праймеров M671. Амплификацию проводили в течение 35 цик-
лов при температуре отжига 58 °C; продукты разделяли электрофорезом в 1%-
ном агарозном геле. Каждый образец анализировали в двух аналитических
повторностях.
Результаты. Маркер M281 выявлен у 26 образцов (43,3%), M671 – у 23 (38,3%).
Обе вставки детектированы у 17 генотипов (28,3%); только M281 – у 9 (15,0%),
только M671 – у 6 (10,0%). У 28 образцов (46,7%) исследованные вставки не
обнаружены. Сорт Император имел генотип M281-/M671+, что подтверждает
неполное перекрытие диагностических групп.
Совместное применение M281 и M671 повышает информативность предвари-
тельной молекулярной оценки, однако для надежного выявления фертильных
форм результаты необходимо сопоставлять с морфологическими и цитологи-
ческими показателями развития репродуктивных органов.
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Use of M281 and M671 markers 
for detection of male fertility 
in garlic Allium sativum L.
ABSTRACT 
Relevance. Male sterility in garlic (Allium sativum L.) restricts sexual reproduction
and slows breeding.
One proposed molecular mechanism is impaired degradation of the callose wall sur-
rounding microspores, associated with reduced activity of the AsaNRF1 gene. The
study aimed to characterize polymorphism in the AsaNRF1 promoter region in garlic
varieties and breeding accessions and to evaluate M281 and M671 markers for pre-
liminary selection of genotypes with different reproductive potential.
Material and methods. A collection of Allium sativum L. comprising 3 varieties and
57 breeding accessions was examined. Total DNA was isolated from young leaves of
two-week-old plants using the Sorb-GMO-B kit. Insertions of 281 and 671 bp were
detected by PCR with the published M281 marker and an M671 primer pair designed
by the authors. Amplification included 35 cycles with annealing at 58 °C; products
were separated in a 1% agarose gel. Each accession was analyzed in two analytical
replicates.
Results. M281 was detected in 26 accessions (43.3%), whereas M671 was detected in
23 (38.3%). Both insertions occurred in 17 genotypes (28.3%); M281 alone in 9
(15.0%), and M671 alone in 6 (10.0%). Neither insertion was detected in 28 acces-
sions (46.7%). The variety Imperator had the M281-/M671+ genotype, confirming
incomplete overlap between marker-defined groups.
Combined use of M281 and M671 improves preliminary molecular screening; howev-
er, reliable identification of fertile garlic forms requires integration of marker data
with morphological and cytological assessment of reproductive organs.
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Введение

Чеснок является важной овощной культурой,

широко используемой в свежем виде в кулина-

рии, а также в консервной, мясоперерабатывающей и

фармацевтической промышленности. 

В процессе окультуривания диких форм человеком

было создано большое разнообразие сортов чеснока,

адаптированных к различным агроклиматическим усло-

виям выращивания. Однако этот процесс привёл к тому,

что перенесенный из условий своего изначального

ареала чеснок утратил способность к половому размно-

жению и, в первую очередь, способности формировать

фертильную пыльцу и семена [1; 2]. В связи с этим в

настоящее время размножение этого вида растений

возможно только вегетативно – воздушными луковичка-

ми (бульбочками) и зубками [3]. Такой способ размно-

жения осложняет выявление новых генетических комби-

наций и замедляет селекционный процесс, направлен-

ный на создание новых сортов чеснока с улучшенными

хозяйственно ценными признаками. Поэтому неудиви-

тельно, что в последнее время усилия исследователей

и селекционеров по всему миру направлены на реше-

ние этой проблемы и получение фертильных форм чес-

нока. 

Стерильность чеснока связывают прежде всего с кон-

куренцией за метаболиты между цветками и воздушны-

ми луковичками в соцветии. Экспериментальное удале-

ние бульбочек и зубков в фазе интенсивного роста сти-

мулировало закладку семян [4, 5, 6], а формы из горных

районов Центральной Азии оказались способны давать

жизнеспособные семена [7, 8], причём направленная

селекция улучшила их завязываемость и качество заро-

дышей [9]. Отмечено также образование семян у

отдельных генотипов в контролируемых условиях [3, 10,

11, 12]. Помимо температуры и фотопериода, высоко-

горья характеризуются повышенным УФ-фоном [13], а

ультрафиолетовое излучение может служить дополни-

тельным фактором, модулирующим репродукцию чес-

нока [14, 15].

Среди нарушений андроцея ключевое место зани-

мают дефекты пыльцевой стенки [11, 16].

Высвобождение микроспор из оболочки зависит от

активности каллазы [17, 18], и её недостаток ведёт к

мужской стерильности [19]. Аномалии тапетума также

приводят к стерильности пыльцы [20], хотя получение

гибрида Allium cepa × A. sativum с помощью эмбрио-

культуры свидетельствует о жизнеспособной пыльце у

отдельных образцов [21, 22].

Что касается гинецея, репродуктивные признаки

сильно варьируют: у одних форм цветки почти не разви-

ваются, у большинства доминируют воздушные луко-

вички, и лишь изредка встречаются генотипы без буль-

бочек, с фертильной пыльцой, но без завязывания

семян. Причиной могут быть нарушения в формирова-

нии зародышевого мешка [16, 23], поэтому особый инте-

рес представляет оценка активности и периода воспри-

имчивости рылец, а также поиск линий с высокой жизне-

способностью гинецея.

Так были выдвинуты предположения, что стериль-

ность чеснока обусловлена аномалиями в развитии

тапетума, зародышевого мешка и пыльцевой стенки

[16]. В частности, аномальная деградация пыльцевых

стенок, вероятно, является основной причиной появле-

ния мужской стерильности у петунии, сорго, сои [24] и

арабидопсиса [25]. При этом основным компонентом

пыльцевой стенки является полисахарид каллоза,

состоящий из 1,3-β-глюканов. Этот полисахарид

расщепляется ферментом эндо-1,3-β-глюкозидазой или

каллазой [26, 27]. Было показано, что постмейотическое

высвобождение микроспор из пыльцевой оболочки

строго обусловлено активностью каллазы [17, 18], а

недостаток активности этого фермента может вызывать

мужскую стерильность у риса [19].

Недавно ген, кодирующий каллазу, был обнаружен у

чеснока, он получил название AsaNRF1, и было показа-

но, что у стерильных форм растений в промоторной

области этого гена имеются две вставки нуклеотидов

размером 281 п.н. и 671 п.н. соответственно [28]. Также

в данной работе было показано, что наличие вставки

281 п.н. коррелирует со снижением экспрессии гена

AsaNRF1 и нарушением деградации каллозы на крити-

ческой 7-й стадии развития пыльника, что приводит к

мужской стерильности, при этом растение, не имеющее

такой вставки, имело фертильный фенотип.

Таким образом, принимая во внимание, что выявле-

ние форм чеснока с высоким репродуктивным потен-

циалом на сегодняшний день по-прежнему представ-

ляет собой актуальную и сложную задачу, целью

настоящего исследования было изучение полиморфиз-

ма гена AsaNRF1 у селекционных образцов чеснока из

коллекции ВНИИО при помощи молекулярных маркеров

для выявления потенциальных доноров мужской фер-

тильности.

Методика

Научные исследования проведены в секторе агро-

биотехнологий в лабораторных условиях, в защищен-

ном грунте и на экспериментальном участке открытого

грунта во ВНИИО-филиале ФГБНУ ФНЦО, а также в

лаборатории ДНК маркеров растений ВНИИСБ с

использованием методик постановки и проведения опы-

тов молекулярно-генетического анализа. Лабораторные

исследования проведены с использованием современ-

ного технологического оборудования. 

Материалом для исследований служила коллекция

чеснока Allium sativum L. ВНИИО-филиала ФГБНУ

ФНЦО. В молекулярный ПЦР-скрининг были включены 3

сорта и 57 сортообразцов. 
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Для выращивания растений чеснока в защищенном

грунте сосуды Митчерлиха наполняли заранее подго-

товленной почвой, взятой с опытного участка, подготов-

ленной для выращивания чеснока в открытом грунте.

Опыты проведены на дерново-подзолистой легкосугли-

нистой почве, в которой содержание гумуса в слое 0-20

см в пересчете на сухую массу, изначально, составляло

2,9 %, реакция среды – рН солевой вытяжки 5,6.

Степень обеспеченности питательными веществами:

фосфором – очень высокая, содержание P2O5 состав-

ляло 458 мг/кг почвы (по Чирикову); калием – очень

высокая, содержание К2О – 190 мг/кг почвы (по

Масловой), азотом – низкая, содержание азота состав-

ляло 20 мг/кг почвы (по Корнфилду).

В третьей декаде октября в сосуды помещали по два

типичных зубка 12 сортообразцов массой, примерно, 5 г

каждый. После посадки сосуды в течение 80 суток

выдерживали в открытом грунте для яровизации расте-

ний. После этого сосуды были перенесены в условия

защищенного грунта – остекленной зимней теплице, в

которой поддерживали температуру около 15°C и про-

водили досвечивание лампами ДНа3/Reflux Ag 600 W

400V/Z соблюдая фотопериод 16 ч день и 8 ч ночь. 

В условиях открытого грунта выращивали все образ-

цы в период с октября 2024 г по июль 2025 г. Сема

посадки предусматривала следующее размещение

растений – расстояние между рядами 25 см, между

растениями в ряду - 10 см.

Обработка почвы в условиях открытого грунта включа-

ла  фрезерование на глубину 20-22 см и выравнивание

поверхности. Внесение удобрений осуществляли трижды:

в рядки при посадке (азофоска – 50 г/м2), в период 3-4

листьев (аммиачная селитра – 30 г/м2) и в период начала

стрелкования (азофоска – 50 г/м2). Перед посадкой прове-

дена обработка зубков препаратом Максим, КС в концент-

рации 0,3% в течение 30 минцут.

Тотальную ДНК выделяли из молодых листьев 2-

недельных растений при помощи набора реагентов

Сорб-ГМО-Б («Синтол», Россия) по протоколу фирмы-

производителя. 

Для ПЦР-амплификацы вставки в промоторной обла-

сти гена AsaNRF1 размером 281 п.н. использовали

праймеры 

M281F 5’-CAACTCCTCCAAAGTCTAAAG-3’ 

и M281R 5’-CAAAGATGGTGGGTGTAGC-3’ 

последовательности которых были взяты из статьи

Liu et al., 2024. Также на основе литературных данных

(13) о наличии в промоторной области гена AsaNRF1
инактивирующей этот ген вставки размером 671 п.н.

нами был осуществлен дизайн праймеров 

M671F 5’-GATGTTGGGAGAAGAGGTCTG-3’ и 

M671R 5’-GATTTCCTTCTTCCACAGCAAG-3’ 

для последующей ПЦР-амплификаци этой вставки у

образцов рабочей коллекции. Дизайн праймеров осу-

ществлялся на основе нуклеотидной последовательно-

сти четвертой хромосомы чеснока, содержащей ген

AsaNRF1. 

Программа амплификации включала: первичную денату-

рацию 3 мин при 94 °C; 35 циклов денатурации 30 с при 94

°C, отжиг праймера 30 с при 58 °C, элонгацию 1 мин при 72

°C и финальный синтез 5 мин при 72 °C. Объем реакцион-

ной смеси составлял 25 мкл. На одну реакцию брали 50 нг

тотальной ДНК. Для амплификации использовали прибор

GeneAmp PCR System 2700 («Applied Biosystems, Inc.»,

США). Электрофоретическое разделение продуктов ампли-

фикации проводили в 1 % агарозном геле в 1× TAE-буфере.

Молекулярный скрининг каждого сортообразца про-

водили в двух аналитических повторностях; при рас-

хождении результатов ПЦР реакцию повторяли. В

защищенном грунте биологическая повторность состав-

ляла два растения на сортообразец.

Результаты

На основании проведенного молекулярного скрининга 3

сортов и 57  сортообразцов чеснока с использованием мар-

кера M281, разработанного в исследовании Liu et al. [28] и

маркера M671, сконструированного авторами настоящей

работы, установлено, что маркер M281, ассоциированный с

наличием 281 п.н. инсерции в промоторной области гена

AsaNRF1, был детектирован у 26 образцов (43,3% от общей

Таблица. Характеристика сортообразцов чеснока по маркерам M281 и M671
Table. Characterization of garlic accessions based on the M281 and M671 markers

Генотип по маркерам Количество, шт. Доля от общей выборки, % Интерпретация

M281+/M671+ 17 28,3 детектированы обе инсерции промоторной области AsaNRF1

M281+/M671- 9 15,0 детектирована вставка 281 п.н. при отсутствии M671

M281-/M671+ 6 10,0 детектирована вставка 671 п.н. при отсутствии M281

M281-/M671- 28 46,7 исследованные вставки не детектированы

Итого 60 100,0 M281+ – 26 образцов; M671+ – 23 образца
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выборки). Согласно цитируемому исследованию, наличие

данной инсерции коррелирует со снижением экспрессии

гена AsaNRF1 и нарушением деградации каллозы на крити-

ческой 7-й стадии развития пыльника, что приводит к муж-

ской стерильности. Таким образом, образцы, показавшие

положительный результат по маркеру M281, такие как с.о.

2019-4, с.о. 2019-3, с.о. 2017, с.о. 2020-6, с.о. 2020-8 и дру-

гие, с высокой вероятностью относятся к группе с повышен-

ным риском мужской стерильности (табл.).

Маркер M671, соответствующий 671 п.н. инсерции в про-

моторной области гена AsaNRF1, был идентифицирован у

23 образцов (38,3%). Совместное наличие M281 и M671

отмечено у 17 сортообразцов (28,3% от общей выборки;

65,4% от числа M281-позитивных образцов).

Следовательно, маркеры M281 и M671 частично перекры-

ваются по диагностируемым образцам, но не являются пол-

ностью взаимозаменяемыми, что указывает на необходи-

мость их совместного использования при предварительной

молекулярной оценке репродуктивного потенциала чеснока

(рис. 1, 2).

Особый интерес представляет сорт Император, у которого

детектирован только маркер M671 при отсутствии M281.

Данный случай требует дополнительного изучения, включая

анализ полной геномной последовательности локуса AsaNRF1
и оценки уровня экспрессии гена, чтобы определить, является

ли он исключением из установленной закономерности или его

стерильность обусловлена иным молекулярным механизмом. 

Возможно, что вставки в промоторной области гена

AsaNRF1, детектируемые маркерами M281 и M671, надёжно

связаны с нарушениями мужского гаметофитогенеза, но не

являются единственной и достаточной причиной репродуктив-

ной стерильности чеснока; для точной оценки репродуктивно-

го потенциала генотипа необходима комбинированная страте-

гия, объединяющая молекулярную диагностику по AsaNRF1 и

морфолого-цитологическую оценку развития соцветий, пыль-

ников и завязей.

Рис. 2. Электрофореграмма продуктов ПЦР-амплификации тотальной ДНК образцов чеснока (Allium sativum L.) 
с праймером маркера М281: М – маркер молекулярной массы, 1 – с.о. 2024-8, 2 – с.о. 2021-6, 3 – с.о. 2024-3, 4 – с.о. 2024-2, 5

– с.о. 2019-2, 6 – с.о. 2022-7, 7 – с.о. 2023-9, 8 – с.о. 2011, 9 – с.о. 2019-5, 10 – с.о. 2015, 11 – с.о. 2024-5, 12 – с.о. 2023-4.
Fig. 2. Electropherogram of the products of PCR amplification of total DNA 

of garlic samples (Allium sativum L.) with the M281 marker primer

Рис. 1. Электрофореграмма продуктов ПЦР-амплификации тотальной ДНК образцов чеснока (Allium sativum L.) 
с праймером маркера М671: М – маркер молекулярной массы, 1 – с.о. 2019-4, 2 – с.о. 2020-1, 3 – с.о. 2019-3, 4 – с.о. 2017, 5 –
с.о. 2021-2, 6 – Гладиатор, 7 – Император, 8 – с.о. 2016, 9 – с.о. 2020-6, 10 – с.о. 2020-8, 11 – Гиппократ 2, 12 – с.о. 2020-7.

Fig. 1. Electropherogram of PCR amplification products of total DNA of garlic (Allium sativum L.) 
samples with the M671 marker primer
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