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Резюме. Делеційний аналіз промотору застосовано для картування сигналів, що 
відповідають за індукцію гену АРХ2 за умов теплового стресу. Встановлено, що промоторна 
ділянка, що контролює термозалежну індукцію гену знаходиться між 322 та 253 п.н. вище 
старт-кодону. Проте для досягнення високого рівня експресії необхідна також присутність 
проксимальної частини промотора. Гістохімічне виявлення активності сигнального гену GUS 
показало, що за умов теплового стресу АРХ2 експресуються переважно у меристематичних 
тканинах та у клітинах продихів.

Резюме. Делеционный анализ промотора использован для картирования сигналов, 
отвечающих за индукцию гена АРХ2 в условиях теплового стресса. Установлено, что 
промоторная область, контролирующая термозависимую индукцию гена находится между 
322 и 253 п.н. выше старт-кодона. Однако для достижения высокого уровня экспрессии 
необходимо также наличие проксимальной части промотора. Гистохимическое определение 
активности сигнального гена GUS показало, что в условиях теплового стресса АРХ2 
экспрессируется преимущественно в меристематических тканях и устьичных клетках.

Abstracts. Promoter deletion analysis was applied for mapping of sequence elements 
responsible for the induction of APX2 gene upon heat stress. It was found that the promoter 
elements providing heat-inducibility is located between 322 and 253 bp upstream of start-codon. 
However, for high level of expression the proximal portion of promoter is necessary. Histochemical 
staining for GUS activity of the reporter gene shows that upon heat stress APX2 is preferentially 
expressed in meiystematic tissues and in guard cells.
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SSR-АНАЛІЗ СЕЛЕКЦІЙНИХ ФОРМ М’ЯКОЇ ПШЕНИЦІ 
З НУЛЬОВИМ ВМІСТОМ АМІЛОЗИ У КРОХМАЛІ

Вступ. Важливим фактором прискорення селекційного процесу є впровадження 
новітніх технологій з використанням досягнень в галузі молекулярної генетики рослин.
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Робота селекційно-дослідних центрів спрямована на селекцію сортів озимої м’якої пшениці з 
поліпшеними якісними та технологічними показниками зерна. Окрім генетичного контролю 
запасних білків, які впливають на хлібопекарські властивості, особлива увага приділяється 
також генам, що кодують синтез амілози в пшеничному крохмалі [1,2].

Крохмаль становить близько 70 % зерна м ’якої пшениці (Triticum aestivum L.). До 
складу крохмалю входять два глюкополімери: амілоза (20 -  30 %) та амілопектин (70 -80 %), 
співвідношення яких істотно впливає на технологічні якості борошна [6, 7].

Низький вміст амілози обумовлюється рецесивними алелями Wx генів, що кодують 
фермент, який контролює синтез амілози (GBSS1).

Впровадження у виробництво сортів м ’якої пшениці, зерно яких має низький або 
нульовий вміст амілози, відкриває широкі перспективи для покращання якості продукції з 
замороженого та шарованого тіста, виробництва біоетанолу [12].

З 2000 р. в СГІ розгорнуто селекційну програму зі створення сортів пшениці з 
частково або повністю блокованим синтезом амілози у крохмалі, з залученням цінного 
генетичного матеріалу закордонної селекції та вітчизняних високопродуктивних сортів [1]. 
Однією з задач даної селекційної програми було створення високо продуктивного сорту 
озимої м’якої пшениці, з якісними характеристиками, залученого до схрещувань, сорту 
Куяльник та нульовим вмістом амілози у крохмалі, перенесеним від лінії Wx-12 
(R. Graybos\\\ .

В межах цієї програми нами з використанням молекулярних маркерів до PFx-геш в, 
добрані селекційні форми з нульовим вмістом амілози у крохмалі [3].

Метою даної роботи був мііфосате літний аналіз генотипів з нульовим вмістом амілози 
у крохмалі для добору з них таких форм, що максимально генетично подібні до вихідної 
материнської форми сорту Куяльник.

Матеріали і методи. Виділення ДНК з сухого зерна проводили згідно стандартної 
методики [4], за допомогою лізуючого буферу наступного складу: 0,1 М EDTA, 0,1 М тріс- 
НС1 pH 8,5, 0,1 М NaCl, 1 % SDS, 0,1 % Тритон Х-100. Депротеінізацію здійснювали 
сумішшю хлороформ : ізопентанол (24 : 1). ДНК розчиняли до концентрації 20 нг/мкл для 
застосування в ПЛР.

Для проведення SSR-аналізу використовували пари праймерів до мікросателітних 
локусів: Xgwm 18 (IB), Xgwm 382 (2А), Xgwm 261 (2D), Xgwm 155 (ЗА), Xgwm 389 (ЗВ), Xgwm 
186 (5А), Xgwm 179 (5A), Xgwm 156 (5A), Xgwm 304 (5A), Xgwm 595 (5A), Xgwm 408 (5В), 
Xgwm 499 (5В), Xgwm 443 (5В), Xgwm 190 (5D), Xgwm 577 (7B), Xgwm 437 (7D). ПЛР 
виконували згідно рекомендацій [8].

Продукти ПЛР-аналізу фракціонували у 10 % денатуруючому поліакриламідному гелі 
розміром 20х20 в ІхТВЕ-буфері.

Продукти ампліфікації після електрофоретичного розділення в поліакриламідних 
гелях забарвлювали сріблом згідно рекомендацій Silver sequence TMDNA sequencing System 
Technical Manual (Promega) [11].

За даними спектрів електрофоретичного розподілення продуктів ампліфікації ДНК 
було складено матрицю, де наявність у селекційних форм фрагменту ампліфікації 
характерного для сорту Куяльник позначали -  \ , для W x-лінії -  0.

Для встановлення генетичних дистанцій за даними з поліморфізму продуктів 
ампліфікації мікросателітних локусів використовували алгоритм Нея і Лі [9]. Кластерний 
аналіз генетичних дистанцій здійснювали методом UPGMA [10]. Для побудови дендрограми 
використовували програму ,,TREES”[5].

Результати та обговорення. За результатами проведеного аналізу встановлені 
алельні характеристики батьківських та селекційних форм з блокованим синтезом амілози 
(Wx-Alb, Wx-Blb, Wx-Dlb) за 16 мікросателітними локусами. Алельний склад досліджених 
генотипів за SSR - локусами наведено у табл. 1.

У всіх досліджених селекційних форм були детектовані фрагменти ампліфікації 
характерні для батьківської форми (лінія Wx-12) за локусами Xgwm 18 (192 п.н.), Xgwm 261
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(165 п.н.), Xgwm 179 (180 п.н.), Xgwm 443 (133 п.н.). За локусами Xgwm 389 (117 п.н), Xgwm 
408 (180 п.н) виявлені алелі з молекулярною вагою фрагментів ампліфікації, властивих 
материнській формі, сорту Куяльник. За локусом Xgwm 186 алель розміром 113 п.н. 
характерний сорту Куяльник мали селекційні форми 180/2, 180/3, 170/1, 170/3.
Мікросателітні локуси Xgwm 437 (131 п.н.), Xgwm 304 (203 п.н.) відрізнялися тим, що алелі 
характерні материнській формі зустрічалися лише у генотипах 180/2 та 234/1, відповідно. За 
локусами Xgwm 595 (312 п.н.) та Xgwm 382 (80 п.н.) спостерігалась наявність фрагментів 
ампліфікації властивих сорту Куяльник у генотипів 180/2, 180/3, та 65/1, 65/2. За локусом 
Xgwm 577 алель з молекулярною вагою 152 п.н. був детектований у селекційних форм 234/1, 
234/2, 234/3. Генотипи 65/2, 180/2, 180/3 за локусом Xgwm 499 мали алель 160 п.н. За 
локусом Xgwm 190 лише генотипи 180/2, 180/3, 234/3 мали алель 216 п.н. властивий лінії 
Wx-12. За локусом Xgwm 156 у всіх генотипів крім 234/1, 234/2, 234/3 був детектований 
алель з молекулярною вагою фрагменту ампліфікації 230 п.н. характерний для сорту 
Куяльник. Таким чином з проаналізованих 10 селекційних форм ми відібрали найбільш 
генетично подібні до сорту Куяльник.

На основі розрахованих генетичних дистанцій та кластерного за допомогою програми 
„TREES” побудувано дендрограму.

На представленій дендрограмі (рис.1.) генотипи розподілені у два кластери, в межах 
яких відбувається розподілення на субкластери. Найбільша генетична дистанція 
спостерігається між батьківськими формами, сортом Куяльник та лінією Wx -  12 яка 
становить 0,956. Селекційні форми 65/1 та 65/2 за результатами МС -  аналізу мають спільні 
алелі з сортом Куяльник за 6 та 7 МС локусами, відповідно. Селекційні форми під номерами 
180/2 та 180/3 мають спільні алелі з материнською формою за 7 та 8 МС локусами. Дані 
генотипи складають перший субкластер, генетична дистанція якого по відношенню до сорту 
Куяльник становить 0,319. Генотипи 170/1, 170/3 мають спільні алелі за 5 локусами з сортом 
Куяльник та формують підгрупу у другому субкластері. До цієї підгрупи входить також 
генотип під номером 170/2 (спільні алелі за 4 локусами). Генотипи 234/1, 234/2, 234/3 
становили окрему групу в другому субкластері. Генетичних дистанцій зразків 234/1 та 234/2 
виявились майже ідентичними (0,001). Між ними та генотипом 234/3 генетичні дистанції 
дорівнювали 0,111. Таким чином, генетична дистанція другого субкластеру, який об’єднував 
селекційні форми 170/1, 170/3, 170/2, 234/1, 234/2, 234/3, по відношенню до материнської 
форми (сорт Куяльник) становила 0,454.

Висновки. Проведений МС-аналіз селекційних форм носіїв трьох нуль-алелів за Wx- 
генами ( Wx-Alb, Wx-Blb, Wx-Dlb), добраних з популяції F5: отриманої від схрещування сорту 
Куяльник з лінією Wx-12, показав, що генотипи 65/1, 65/2, 180/2, 180/3 є найбільш генетично 
наближеними до сорту Куяльник. Таким чином, ці селекційні форми можуть бути 
запропоновані як вихідний селекційний матеріал для створення високо продуктивного сорту 
м’якої пшениці з блокованим синтезом амілози у крохмалі.
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Резюме. За допомогою мікросателітного аналізу селекційних форм з блокованим 
синтезом амілози генотипи: 65/1, 65/2, 180/2, 180/3, що найбільш генетично наближені до 
сорту Куяльник (генетичні дистанціі 0,319).

Резюме. С помощью проведенного микросателлитного анализа селекционных форм с 
блокированным синтезом амилозы выявлены генотипы: 65/1, 65/2, 180/2, 180/3, которые 
наиболее генетически приближены к сорту Куяльник (генетические дистанции 0,319).

Abstracts. Microsatellite analysis of breeding forms with blocked synthesis of amylose have 
shown that genotypes: 65/1, 65/2, 180/2, 180/3 are genetically very close (genetic distances 0,319) 
to variety Kuyalnik.
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