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ПЛР-АНАЛІЗ ПОЛІМОРФІЗМУ ЛОКУСІВ, ЩО ВПЛИВАЮТЬ 
НА ЯКІСТЬ ЗЕРНА ПШЕНИЦІ М’ЯКОЇ (Тгііісит аезііїит І..)

У Південному біотехнологічному центрі в рослинництві НААН (ПБЦ) 
у період 2002-2012 рр. досліджували молекулярно-генетичний 
поліморфізм у локусах СІІ-А1, ОІІ-В1, 04-01 і ОІи-АЗ, за генами пу- 
роіндолінів Ріпа-01 та РіпЬ-01, що контролюють ознаку «твердо- 
зерність», а також за генами И/х, які зумовлюють вміст амілози в 
крохмалі ендосперму зерна пшениці м ’якої, із застосуванням ПЛР- 
аналізу. Зіставлено результати визначеного генетичного полімор
фізму методом ПЛР з алель-специфічними праймерами до локусів 
у-гліадинів, з даними, отриманими електрофорезом запасних біл
ків зерна пшениці. Рівень визначеного ПЛР поліморфізму був ниж
чий від виявленого електрофорезом запасних білків. ПЛР-аналізом 
генів Ріпа-Э1 та РіпЬ-01 у більшості досліджених українських сортів 
пшениці були детектовані алелі, характерні для твердозерних сор
тів, лише три сорти мали алелі, що властиві м ’якозерним пшени
цям. Серед досліджених українських пшениць-носіїв нуль-алелів за 
Ш-генам и не виявлено.

Ключові слова: пшениця м ’яка, ПЛР-аналіз, локуси СН-А1, ОІІ-В1, 
0И-01 іСІи-АЗ, гени Ріпа-01 та РіпЬ-01, И/х-гени.

Вступ. У зв’язку з розробкою у відомих наукових центрах світу нових 
методів дослідження генетичного поліморфізму, зокрема за допомогою 
полімеразної ланцюгової реакції (ПЛР), яка дозволяє виявляти зміни в ну- 
клеотидній послідовності генів, що викликані мутаціями, або відстежува- 
ти зчеплене успадковування алелів генетичних локусів, що косегрегують 
з генами, які визначають прояв господарсько цінних ознак сільськогоспо
дарських культур, у Південному біотехнологічному центрі в рослинництві 
НААН (ПБЦ) на початку 2000-х років Ю. М. Сиволапом та С. В. Чеботар 
були ініційовані дослідження локусів геному пшениці м ’якої, що вплива
ють на якість зерна. Зокрема: 1) спільно з аспіранткою А. М . Поліщук про
ведено молекулярно-генетичний аналіз сортів та майжеізогенних ліній



СІі- та 6/и-локусів, а у дослідженнях з фахівцями відділу генетичних основ 
селекції СГІ н. с. О. М. Благодаровою і завідувачкою лабораторії еколо
гічної генетики і біотехнології к. б. н. Н. 0. Козуб та с. н. с. і. О. Созіновим 
з Інституту захисту рослин НААН зіставлено визначені алелі СІі- та СІи- 
локусів за ПЛР з алельними варіантами блоків гліадинів, що спостеріга
ються за електрофорезом у ПААГ [1, 2]; 2) ідентифіковано алельний стан 
генів пуроіндолінів вітчизняних сортів пшениці м ’якої та спільно із тодіш
нім завідувачем лабораторії наукових досліджень інтелектуальної влас
ності, маркетингу інновацій та сортовивчення к. с.-г. н. О. М. Хохловим 
проведено зіставлення з фізичними показниками твердозерності, визна
ченими за методом Ы1Я [3, 4]; 3) з аспіранткою І. В. Петровою здійснено 
ПЛР-детекцію алелів і/Ух-генів у сортах та проведено добір селекційних 
ліній пшениці, що мають нуль-алелі за УИх-генами, спільно з завідувачем 
відділу генетичних основ селекції СГІ д. б. н. О. І. Рибалкою; оцінено ефек
ти впливу функціональних алелів за І/Ух-генами на вміст амілози в крохма
лі зерна генотипів пшениці, що розрізняються за алелями вказаних генів у 
спільних дослідженнях з к. с.-г. н. О. М. Хохловим [5, 6].

Хлібопекарські властивості сортів пшениці визначаються фізичними 
властивостями клейковинного комплексу зерна, який складають білки: 
мономерні гліадини та високополімерні глютеніни. Генетичний контроль 
білків клейковини пшениці здійснюється мультиалельними СІи-/СІі- 
локусами, локалізованими в хромосомах гомеологічних груп 1 та 6, алелі 
кожного з яких вносять певний позитивний чи негативний вклад в озна
ки технологічної та хлібопекарської якості борошна [7-10]. Слід звернути 
увагу, що значення глютенінів у формуванні хлібопекарських властивос
тей пшениці оцінюється науковцями (Раіпе еХ аі. [11], О. М. Благодарова 
та ін. [9]) як визначальне. Але поліморфізм культурних сортів за локусами 
НМ\/\/ (високомолекулярних) глютенінів досить низький. За даними [9], 
сорти України мають по три алелі локусів СІи-А 1 і СІи-В1, і, окрім 1-2 %, 
не відрізняються за локусом СІи-01. У ПБЦ було розпочато дослідження
з визначення алелів генів запасних білків за молекулярними маркерами. 
Ставилось завдання: вивчити, чи може ПЛР-аналіз генів запасних білків 
на рівні нуклеотидних послідовностей дати нову інформацію про різні 
алельні стани окремих генів з кластерів генів запасних білків. Проводи
лося порівняння і зіставляння систем класифікації алельних станів генів 
гліадинів та глютенінів за даними ДНК-маркерів та за даними електро
форезу білків [2].

Твердозерність/м’якозерність — також одна з найважливіших ха
рактеристик зерна пшениці, яка має стосунок до помелу зерна, замісу 
тіста та виготовлення хлібобулочних виробів. Борошно твердозерних 
пшениць Тгіїісит аезімит  І. використовують в хлібопекарській промис
ловості. М ’якозерна пшениця Т. аезімит  І_. більш підходить для виготов
лення печива та бісквітів у кондитеоській галузі [12].

локалізовані у На (Нагсіпезз) локусі на короткому плечі хромосоми 
50. Ці гени кодують три поліпептиди, з яких складається білок фріабі- 
лін: пуроіндоліни а (Ріпа-й1) і Ь (РіпЬ-01) та Сгаіп ЗоПпез Ргоіеіп (С5Р1) 
[13,14].

Градація ознаки «твердозерність» зерна пшениці значною мірою 
зумовлена різноманітними сполученнями алелів пуроіндолінових генів 
Ріпа-01 та РіпЬ-01. Дикий тип м ’яких пшениць має м ’яку текстуру ен
досперму, це пов’язано з алелями Ріпа-01 а та РіпЬ-01 а. У твердозерних 
пшениць Т. аезімит  І. перший або другий пуроіндоліновий ген або оби
два мають мутації, досить повна характеристика яких наведена у робо
тах [4,15].

Коливання вмісту амілози з тенденцією до зниження (від 20 до 0 %) 
також суттєво впливає на технологічні якості крохмалю та борошна пше
ниці. Ключовим ферментом синтезу амілози у крохмальних гранулах є 
фермент СВ381 (дгапиІе-Ьоипб зІагсГі зупІЇїазе), який ще називають Ш -  
протеїном (молекулярна маса 60 кДа). \А/х-протеїни кодуються генами, 
що були ідентифіковані у пшениці [16] як Ш -А1 (7АЗ), Ш -В1  (4АІ_), Ш - 
Ш  (708). Як повідомлено І. В. Петровою із співавторами [5], зазначені 
гени мають функціональні і нефункціональні (нуль) алелі. Для локусу Ш - 
А1 функціональними є алелі И/х-А1а, Ш -А1с, нефункціональним нуль- 
алель — Ш-А1Ь. Локус Ш -В 1 у Тгііісит аезімит  І_. має Ш -В1а, И/х-В1с, 
Ш-В1е, Ш -В /^функціональні алелі та нефункціональний алель Ш-В1Ь. 
Локус Ш -01  відрізняється алельним складом від попередніх наявністю 
двох нуль-алелів — Ш -01Ь, Ш -01є  та функціональних Ш -01а, Ш -01с, 
Ш -01 б, Ш -й1 ї. Всі три нуль-алелі не рівноцінні за впливом на вміст амі
лози в крохмалі. Найсуттєвіше зниження вмісту амілози, у порівнянні з 
дією нефункціональних алелів генів И/х-А1 та Ш -01, спричинює нуль- 
алель гена И/х-81.

Метою нашої роботи було з ’ясування генетичного поліморфізму за 
локусами ОІІ-А1, СИ-В1, СІі-01 та СІи-АЗ, Ріпа-01, РіпЬ-01 та Ш -А  1, Ш - 
В1, Ш -01  у вітчизняних сортів м ’якої пшениці; зіставляння результатів 
визначення алелів за локусами СН-А1, СІІ-В1, СІі-01 та СІи-АЗ, ідентифі
кованих за допомогою ПЛР та електрофорезу гліадинів у ПААГ.

У нашій роботі [2] підкреслено, що важливість ПЛР ідентифікації але
лів запасних білків пов’язана: по-перше, зі складністю білкових спектрів, 
коли електрофореграми містять одночасно продукти експресії декількох 
локусів (7 для гліадинів, по 3 для І_М\/\/ і НМ\А/ глютенінів), що робить пе
рехід до їхньої ідентифікації в автоматичному режимі неможливим; по- 
АРуге, тільки так буде можливо ідентифікувати алелі, що розрізняються 
За кількістю копій генів; і, по-третє, можливо поліпептиди з однаковою 
Рухливістю при їхньому поділі за масою (303-електрофорез) і за показ- 
нИком маса + заряд (кислий електрофорез) будуть все ж відрізнятися 
Послідовністю нуклеотидів кодуючих їх генів.
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Матеріали та методи. У роботі з вивчення генетичного полімор
фізму генів запасних білків використано сорти м ’якої пшениці: Лузанів- 
ка одеська, Зустріч одеська, Струмок, Одеська 267, Знахідка одеська, 
Любава одеська, Фантазія одеська, Прима одеська, Лада одеська, За
става одеська, Вікторія, Альбатрос одеський; шість майжеізогенних ліній 
м ’якої пшениці, що були запропоновані та надані для дослідження к. б. н.
Н. О. Козуб і с. н. с. І. О. Созіновим, зокрема лінії СИ -01-5, СІ.І-В1-3, 
ЄИ-В1-4, СИ-А1-1, Си -01 -4 , 0и-В1-12, що відрізняються за певними 
алелями гліадинових локусів. Зазначені лінії створено д. б. н. М. М. Ко- 
пусем [17] на основі сорту Безоста 1 в результаті шести бекросів та до
бору за гліадиновими маркерами. Донорами алельних варіантів локусів 
запасних білків при схрещуванні з сортом Безоста 1 (генетична формула 
СІі-А 1Ь СІи-В1Ь С!и-01Ь) є сорти Кримка місцева (алелі СІ і-О 7у, СІі-А 1т), 
Левент (СІІ-ВІО), 2д2689/74 (ОІі-В1д), Тріумф (СІі-В1д), Аврора (СІІ-В1І). 
Також використано вихідний сорт Безоста 1 і сорт Одеська червоноколо- 
са та лінію Б -16, яка несе транслокацію 1В5.1ВІ..

Зернівки досліджуваних сортів було поділено на дві частини. Та, що з за
родком, використовувалась для пророщування і виділення ДНК, а друга — 
для електрофорезу запасних білків. ДНК виділяли відповідно методичним 
рекомендаціям [18]. Ампліфікацію проводили за допомогою алель-специ- 
фічних праймерів до алелів СІіА-1.1, ОІіА-1.2, СІіВ-1.1, СІіВ-1.2, СІЮ-1.1, 
С Ю -1.2, згідно 2(іапд еі аі. [19] та алель-специфічних праймерів СІи-АЗа, 
СІи-АЗе, ОІи-АЗас, ОІи-АЗб, ОІи-АЗі і СІи-АЗд [20]. Продукти ампліфікації 
розділяли в 8 % неденатуруючому ПААГ. Для візуалізації продуктів амплі
фікації використовували забарвлення за допомогою АдГ\Ю3 [21].

Електрофорез запасних білків виконувався науковим співробітником 
відділу генетичних основ селекції СГІ О. М. Благодаровою за методи
кою Ф. О. Поперелі [7]. Для аналізу брали по три зерна кожного сорту. 
Алелі гліадинів позначено за каталогом Е. В. Метаковського [22].

Для визначення алелів генів Ріпа-й1 та РіпЬ-01 використовували: 
спрямовану ПЛР з праймерами до гена Р/'ла-Ш [23], які дозволяють тес
тувати Р/'ла-Ша алель, та з парами праймерів алель-специфічними до 
РіпЬ-йІа та до Р/'лЬ-О/Ь алелів [24]. ПЛР виконували у 20 мкл реакційної 
суміші, яка містила 1х Ноїзїаг буфер, 1х НоМаг О розчин, 100 нг ДНК,
4 нмоль сИЧТР, по 10 пмоль прямого та зворотного праймерів, 1 II Ноізїаг 
Гад полімерази (Оіадеп, Ніїсіеп, Німеччина). Використовували такі умови 
ампліфікації: первинна денатурація — 95 °С 5 хв, потім 35 циклів: 94 °С —
0,5 хв; 60 °С — 0,5 хв; 72 °С — 0,75 хв; заключна елонгація -72 °С — 7 хв. 
Продукти ПЛР розділяли у 2 % агарозному гелі, візуалізували із забарв
ленням бромистим етидієм за стандартною процедурою.

Відносні показники твердозерності у зерні сортів пшениці були ви
значені методом МІВ (інфрачервоний коефіцієнт відбиття) на приладі 
ІпїгарісІ 61 (комп’ютеризована версія; І_аЬог МІМ, Угорщина), а також на 
приладі Спектран-119М (ЛОМО Фотоніка, Росія) як описано [4].
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Аналізували 46 сортів та лінії Мх-15, \Л/х-12 за допомогою алель-спе- 
цифічних праймерів до И/х-А1а [5, 6, 25], праймерів \Л/х98Р1 і \Л/х98П1 до 
Ш -В 1 та праймерів \Л/хй 1Ы  Р і Ш 0 1Ы  И до локусу Ш -01  [26].

Проводили маркерний добір селекційних ліній з популяції Р5 від 
схрещування сорту Куяльник (носій а-алелів за трьома локусами Ш -А 1, 
И/х-В1, Ш -01) та лінії Ш - 12 (носій Ь-алелів за трьома локусами Ш-А1, 
Ш -В 1, Ш -й  1) (популяція створена завідувачем відділу генетичних основ 
селекції СГІ д. б. н. О. І. Рибалкою) та здійснювали спектрофотометричне 
визначення вмісту амілози в крохмалі зерна відібраних ліній за допомо
гою спектрофотометру Сагу \л/іп ІІ\/ «\/агіап» (Австрія) за методикою, що 
наведена [28].

Результати та обговорення. За результатами ПЯР-аналізу з алель- 
специфічними праймерами, що розроблені 2ґіапд еі аі. [19], як було 
показано в нашій роботі [2], досліджені сорти розділилися на 4 групи 
(табл. 1). Перша група — сорти з алелями ОН-А1.1, ОИ-В1.1, СІі-01.2: 
Лузанівка одеська, Зустріч одеська, Знахідка одеська, Любава одеська, 
Фантазія одеська, Альбатрос одеський. Друга група — сорти з СІІ-А1.1, 
ОИ-В1.1, СІі-01.1: Одеська 267, Вікторія. Третя група — сорти з СІі-А 1.1, 
0И-В1.2, СІі-01.1: Прима одеська і Застава одеська. Четверта група — 
сорти з СІІ-А1.2, СН-В1.1, СІі-01.2: Струмок і Лада одеська. За локусом 
(ЗІи-АЗ сорт Зустріч одеська мав алель СІи-АЗї, Застава одеська — Сій- 
АЗа, Струмок і Лада одеська — СІи-АЗд, а інші сорти мали алель СІи-АЗс.

За даними електрофорезу запасних білків, поліморфізм гліадинів у 
досліджуваних сортів був набагато більшим. Так, за локусом СН-А1 ви
явлено 4 алельні варіанти блоків гліадинів, їм відповідало тільки 2 алеля 
згідно ПЛР-аналізу. Генотипи з блоками гліадинів ОІІ-А1Ї, ОІі-АІЬ і ОІі- 
А1с мали єдиний алель СНА1.1, заданими ПЛР. Як зауважено О. М. Бла- 
годаровою та наведено у [2], що, згідно каталогу алельних варіантів 
блоків гліадинів Ф. О. Поперелі [27], ОІі-АІЬ і ОІі-А1с представлені бло
ками компонентів білків, близьких за рухливістю при електрофорезі в 
ПААГ, а алельні варіанти ОІІ-А1Ї і ОІі-А1о — дуже відрізняються блоками 
компонентів білків один від одного і від ОІі-АІЬ і ОІі-А1с. У дослідженій 
групі сортів за допомогою ПЛР-аналізу можна було диференціювати ге
нотипи з алельним варіантом блоків гліадинів ОІІ-А1 о — алель СІі А 1.2 за 
даними ПЛР.

При аналізі електрофореграм гліадинів за локусом СІі-В1 у досліджу
ваних сортів виявлені 3 алельні варіанти блоків запасних білків — ОІі-В 1Ь, 
СІІ-ВІСІ, ОІі-В1е, згідно ПЛР-аналізу, першим двом блокам відповідає 
алель СН-В1.1, а третьому — СН-В1.2. Оскільки алельний варіант гліади- 
ну ОІІ-ВІЄ значно впливає на якість борошна, можливість його іденти
фікації за допомогою ПЛР-аналізу має бути підтверджена на більшому 
наборі сортів.
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За локусом С//-07 не вдалося виявити відповідності між алельними 
варіантами блоків гліадинів на електрофорезі білків і за продуктами П/1Р- 
реакції.

Таблиця 1
Алельний стан локусів СН-А1, СИ-В1, 0//-07 та СІи-АЗ у генотипах сортів 

та майже ізогенних ліній пшениці за даними алель-специфічної ПЛР та алельні
варіанти блоків гліадинів

Сорт
Але

П
злі за даними 
ЛР-аналізу

Алельні варіанти 
блоків гліадинів

Алелі
локусу

СИ-А1 6ІІ-В1 вИ-01 СИ-А 1 СІІ-В1 СП-01 СІи-АЗ
Лузанівка од. 1 1 2 Ь б д с
Зустріч од. 1 1 2 і ь X і
Знахідка од. 1 1 2 Ь ь \ с
Любава од. 1 1 2 ь Ь, сі ь, і с
Фантазія од. 1 1 2 ь ь І с
Альбатрос од. 1 1 2 ь ь і с
Одеська 267 1 1 1 ь ь д с
Вікторія 1 1 1 ь ь і с
Прима од. 1 2 1 с е с
Застава од. 1 2 1 ь е і а
Струмок 2 1 2 0 6 ь б
Лада од. 2 1 2 0 ь і с/

Майжеізогенні лінії пшениці, вихідний сорт та окремі донори апелів
СИ-01-5 1 1 1 ь ь д с
си -в і-з 1 - - 2 ь І ь с
СИ-В1-4 1 2 2 ь д ь с
СЫ-А1-1 2 1 2 т ь ь е
еи-о і-4 1 1 2 Ь ь і с

СИ-В1-12 1 Н о ви й

алель 2 Ь 0 ь с

Безоста 1 1 1 2 Ь Ь ь с
Б-16 1 - - 2 X І і с
Одеська
червоноколоса

1 2 2 д с і с

За результатами ПЛР-аналізу локусу ОІи-АЗ визначені алелі а і с, 
присутні в генотипах, для яких детектований алель СІІ-А1.1. СІи-АЗа і 
СІи-АЗс алелі виявлені у сортів з алельними варіантами блоків гліадинів 
СІі-АІЬ і ЄІІ-АІС. Алель СІи-АЗс! чітко відповідає алельному варіанту глі- 
адина СІІ-АІО і ПЛР-алелю СИ-А1.2. Алель СІи-АЗї представлений тільки 
у генотипі сорту Зустріч одеська (для цього сорту характерний алельний 
варіант блоку гліадинів (СІі-АИ). Але цей сорт не відрізняється від усіх ін
ших сортів, крім Струмка і Лади одеської, за ПЛР-аналізом локусу СН-А1.

При дослідженні методами ПЛР та електрофорезу запасних білків 
алельного складу локусів, що кодують запасні білки у майже ізогенних 
ліній, а також у лінії Б16 і сорту Одеська червоноколоса, нами виявлено
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у лінії ОИ-В1-12 новий алель, якому відповідає продукт ампліфікації роз
міром 399 п. н., ще не описаний в літературі [1,2]. При ПЛР-аналізі у ліній 
з житньою транслокацією продуктів ампліфікації не виявлено, тому що 
праймери, використані у роботі, розроблені до нуклеотидних послідов
ностей СІі-1 локусів, які не містяться у житніх транслокаціях; отримані за 
ПЛР дані узгоджуються з даними електрофорезу запасних білків.

У результаті молекулярно-генетичного аналізу за допомогою прай
мерів до локусу СІи-АЗ майже у всіх лініях виявлено алель СІи-АЗс. Тільки 
лінія ОІ.І-А1-1 мала СІи-АЗе. Отримані результати узгоджуються з дани
ми про наявність ПЛР-алеля СІІ-А1.2 у цієї лінії. За даними 2ґіапд еі аі. 
[20], наявність цього алеля збігається з присутністю алелів СІи-АЗб і СІи- 
АЗе для локусу СІи-АЗ. Слід звернути увагу на наявність у цієї лінії блоку 
компонентів гліадинів СІі-АІт за даними електрофорезу запасних білків.

Отже, у виконаних у ПБЦ спільних дослідженнях була показана мож
ливість диференціювати ПЛР-методом генотипи м ’якої пшениці з алель- 
ними варіантами блоків гліадинів СІі-А1т і СІі-А1о, які мають за ПЛР 
алель СІІ-А1.2, від генотипів з варіантами блоків гліадинів ОІІ-А1Ї, ОІі- 
АІЬ, ОІі- А1с, СІІ-АІХ, ОІІ-А1 д; а також генотипи з варіантами блоків гліа
динів ОІі-В1е, ОІі-В1д і ОІі-В1с, які, заданими ПЛР, маютьСІі-В 1.2алель, 
від генотипів з алельними варіантами блоків гліадинів ОІі-В1Ь і ОІі-В1сІ і з 
алелем СН-В1.1. за ПЛР.

За допомогою молекулярних маркерів до генів пуроіндолінів а і Ь, що 
контролюють якісну ознаку зерна м ’якої пшениці — твердозерність, ви
значено алелі генів Ріпа-01 та РіпЬ-01 у генотипах українських сортів, 
створених селекційними установами різних кліматичних зон (табл. 2). 
Досліджено також три російські сорти, що були свого часу широко роз
повсюджені в Україні. За результатами аналізу два сорти — Миронівська 
33 і Мирлебен та лінія Б16рр характеризувалися алелями Ріпа-01 а та 
РіпЬ-й1а, які розповсюджені у світі серед м ’якозерних сортів. Це знахо
диться у повній відповідності з їхнім фенотипом, визначеним методом 
N10 [4, 15]. 93 % сортів належить до найбільш розповсюдженого у світі 
твердозерного типу сортів та має алелі Ріпа-01 а; РіпЬ-01 Ь.

Згідно даних аналізу ознаки твердозерність, визначеної для 85 сор
тів пшениці м ’якої методом ІМІВ (рис.1), чітко вирізняються дві групи 
сортів; умовно виділена група значень до 45 одиниць відповідає групі 
м’якозерних сортів, група значень від 50 одиниць і вище — групі твер
дозерних сортів. Показник х2 свідчить про те, що розподіл за ознакою 
твердозерність відрізняється від нормального (через очевидну бімо- 
дальність).

Як ми вже зазначали [4], невелика різниця у твердозерності для сор
тів з однаковим алельним станом генів пуроіндолінів а і Ь може поясню
ватися різними умовами вирощування, значна ж різниця може зумов
люватися впливом інших генів, у тому числі таких, які досі остаточно не 
визначені.
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Таблиця 2
Параметри твердозерності та алельний стан генів пуроіндолінів, 

визначений у досліджених сортів згідно [4]

Текстура ендосперму 
зерна за класифікацією 

МІІІІатз (1998)

Твердо-
зерність

Алелі 
генів пуроін

долінів
Сорти /лінії

\/ЄГу 50ЇЇ 20-30 Ріпа-й1а 
РіпЬ-01 Ь

Фарандоль

Зой 33,6-38,6 Ріпа-01а 
РіпЬ-01 а Миронівська 33, Б16рр

Месііит ІіагсІ 50-65 Ріпа-01а 
РіпЬ-01 Ь

Дальницька, Знахідка одесь
ка, Володарка, Порада, 
Вдала, Застава, Світанок, 
Вимпел, Федорівка, Струмок, 
Батько, Сирена, Фантазія, 
Василина, Диканька, Ніконія, 
Селянка, Вікторія одеська, 
Леля, Веснянка

Нагсі 65-78 Ріпа-01а 
РіпЬ-01 Ь

Б16 дд, Одеська 51, Лада, 
Либідь, Білосніжка, Красуня, 
Одеська 132, Тіра, Херсонська 
остиста, Апогей луганський, 
Одеська 133, Донецька 46, 
Писанка, Любава, Одесь
ка 265, Ренан, Землячка 
одеська, Одеська 162, Обрій, 
Українка одеська, Альбатрос 
одеський, Дончанка 3, Су
путниця, Краснодарська 99, 
Фаворитка, Ясочка, Победа 
50, Золотоколоса, Станична, 
Білоцерківська напівкарлико- 
ва, Прима, Зустріч

Уегу ИагсІ 78,8-90,0 Ріпа-01 а 
РіпЬ-01 Ь/с

Донський сюрприз, Лузанівка 
одеська, Мирхад, Миронів
ська 27, Мирич, Циганка

Ехіга ґіагсі 93 ? Миронівська 65

За локусом Ш-А1 у всіх сортів виявлено алель Ш-А1а, нуль-алелі 
Ш -В1Ь  і И/х-01Ь не виявлені [5,6]. Для ліній Ш -15 і \/\/х-12 тестовані И/х-В1Ь 
і И/х-й1Ь алелі і не отримано специфічний продукт ампліфікації для Мх-А 1а.

Отримані нами дані узгоджуються з характеристикою українських 
сортів м ’якої пшениці, що мають нормальний вміст амілози — 20-30 %. 
У той же час проведені дослідження є необхідним етапом для введен
ня маркерної селекції за №х-генами у селекційні програми СГІ. Так, в 
СГІ д. б. н. О. І. Рибалкою були створені популяції Р4-Р 5 рекомбінант- 
них інбредних ліній від схрещування сорту Куяльник (Ш-А1а\/\/х-А1а,
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Твердозерність

Рис. 1. Розподіл за ознакою твердозерність у зерні сортів пшениці, 
що визначені методом Ы1Р х2=24,52 (сІЇ=6, р=0,00042) згідно [4]

Ш -В1аШ -В1а, Ш -01аШ -01а) х лінія \Л/х-12 (Ш -А1ЬШ -А1Ь,
т-віьш-віь, ш-оіьш-оіь).

Ми застосували алель-специфічні праймери для гібридологічного 
аналізу популяції Р5> де виявлено розщеплення, що відповідає теоретич
но очікуваному — 15: 2:15 за локусом Ш -А 1 (х2 = 5,05; 0,20> Р> 0,05), за 
локусом Ш -В1  (х2 = 7,65; 0,05> Р> 0,01), за локусом Ш -01 (у} = 2,352;
0,50> Р> 0,20) [6]. Відібрано 10 селекційних форм носіїв — алелів 
Ш-А1ЬШ-А1Ь, Ш -В1ЬШ -В1Ь, Ш -01ЬШ -01Ь , які пропонуються для 
подальшого використання при створенні вітчизняних сортів з низьким 
вмістом амілози. Визначено ефекти впливу алельного стану І/Ух-локусів 
на вміст амілози в крохмалі зерна генотипів гібридної популяції. Показа
но неповне відтворення И/х-фенотипу за наявності нуль-алелів за локу
сами Ш-А1, Ш -В1, Ш -й  1 у селекційних форм (рис. 2).

Визначено непропорційний характер ефектів впливу активних але
лів И/х-генів на вміст амілози в крохмалі досліджених генотипів та відхи
лення від адитивності, спричинені ефектом компенсації алелів цих генів. 
Мінімальна абсорбція спостерігалася у гібридів з трьома нуль-алелями 
за локусами Ш -А 1, Ш -В1, Ш -01. За наявності лише одного функціо
нального алеля «а» у будь-якому з трьох локусів абсорбція в середньому 
підвищувалась на 0,138 одиниці. Генотипи з трьома алелями «а а а» мали 
рівень абсорбції, характерний для батьківської форми — сорту Куяльник. 
У селекційних форм із повним набором мутантних алелів Ш -А 1Ь, Ш -В  1Ь, 
Ш -01Ь  спектри абсорбції були помітно вищі, ніжу батьківської лінії\Л/х-12.

Неповне відтворення Мх-фенотипу за наявності нуль-алелів за локу
сами Ш-А1, Ш -В1, Ш -01  може зумовлюватися додатковими чинника
ми, які впливають на вміст амілози в крохмалі зерна пшениці м ’якої.
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Рис. 2. Порівняння ефектів впливу алельного стану И/х-локусів (Ш-А1, И/х-В1, 
ИІх-01) на вміст амілози в крохмалі генотипів, обчислених за адитивною модел
лю взаємодії генів із фактичними даними абсорбції згідно [28]: а -функціональ
ні алелі М'х-локусів, Ь — нуль-алелі ІМе-локусів. По осі ординат дані абсорбції

при довжині хвилі 600 нм

Висновки.
Отже, науковцями ПБЦ спільно з провідними фахівцями СГІ та Інсти

туту захисту рослин НААН досліджено поліморфізм низки генетичних 
локусів, які детермінують якісні показники зерна пшениці м ’якої. Визна
чено алельний стан українських сортів пшениці за СН-А1, ОІІ-В1, 0Н-01 
та ОІи-АЗ локусами. Зіставлено генетичний поліморфізм, визначений із 
застосуванням ПЛР-аналізу за зазначеними вище локусами, та полімор
фізм, який детектується за допомогою електрофорезу гліадинів у ПААГ 
(тобто, звичайним методом оцінки селекційного матеріалу пшениці за 
спектром запасних білків — гліадинів, що використовують у відділі гене
тичних основ селекції СГІ-НЦНС уже протягом 40 років з успішним ви
ходом на практичну селекцію).

Порівняльними дослідженнями показано, що рівень генетичного по
ліморфізму за ОІі-1 та ОІи-АЗ локусами, які детектували у ПЛР з прайме
рами, розробленими 21іапд еіаі. [19,20], нижчий, ніж спектр спостережу
ваного різноманіття алельних варіантів блоків гліадинів. Це пояснюється 
тим, що використані у дослідженні алель-специфічні праймери, розро
блені 2Мапд еі аі. [19, 20] на основі попередньої детекції однонуклео- 
тидних замін в послідовності ОН-1 та ОІи-АЗ локусів. Тобто, використану 
панель праймерів необхідно доповнювати іншими ПЛР-маркерами, які 
дозволять детектувати поліморфізм за нуклеотидною послідовністю в ін
ших сайтах генних кластерів гліадинів.

Застосування ПЛР-аналізу алельного стану генів пуроіндолінів 
у генотипах вітчизняних сортів дозволило визначити, що переваж
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на більшість сортів має алелі Р/ла-Ша та РіпЬ-01 Ь, які характерні для 
твердозерних пшениць, але у сортів з зазначеними алелями фізичний 
показник твердозерності значно варіює. Тому припускаємо, що, окрім 
генів пуроіндолінів, на ознаку твердозерність впливають й інші генетичні 
детермінанти, які потрібно вивчати. Також доцільно було б виявити сор
ти пшениці, показники тердозерності яких відповідають вищим хлібопе
карським технологічним властивостям, якщо також враховувати для цих 
сортів алельний стан локусів ОІі-1 та СІи-АЗ та алельні варіанти блоків 
гліадинів.

За результатами аналізу виконаних робіт з дослідження поліморфіз
му И/х-генів показано, що переважна більшість українських сортів пше
ниці не має нуль-алелів за І/Ух-генами. Залучення у селекційні програми 
сортів-донорів нуль-алелів за ІУх-генами може бути ефективно контро
льовано та прискорено за маркерною селекцією на основі застосування 
ПЛР-аналізу І/Ух-генів, зокрема для добору селекційних ліній з низьким 
вмістом амілози у зерні.
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СНеЬоіаг 5. V., ВІадосіагоуа О. М., КогиЬ N. О., Зогіпоу І. О. РІапї 
Вгеесііпд апсі Оепеїісз ІпзІІМе — ІЧаїіопаї Сепїег ої ЗеесІ апсі Сиїїіуаг Іп- 
уезїідаїіопз

РСП-АЫА1У515 ОР РОІ-УМОРРНІЗМ ЮСІ АРРЕСТЮС ТНЕ СМАІ.ІТУ 
СНАШ5 ОР ВНЕАЭ УУНЕАТ (Тгііісит аезііуит І..)

Іп 5оиШ РІапІ ВіоіесИпоІоду Сепїег МААЗ сіигіпд Міе 2002-2012 Шеге 
\л/еге саггіесі оиї РСП-апаїузіз ої тоїесиїаг депеїіс роїутогрМзтз іп Іосі СП
АЇ, СН-В1, СІі-01 апсі ОІи-АЗ, Ріпа-01 апсі РіпЬ-01 депез ої ригоіпсіоііпез, 
їііа ї сіеїегтіпе «Ііагсіпезз», аз \меІІ аз депез Ш , \л/ИісИ йеїегтіпе їИе соп- 
їепї ої атуїозе іп зїагсії о ї №е епсіозрегт ої Ьгеасі \л/їіеаі ТИеге \л/еге сіопе 
сотрагізоп ої Ше іє ує і о ї  їґіе депеїіс роїутогріїізпп їИаї Иауе Ьееп геуеаіесі 
Ьу РСР \л/іІН аііеіе-зресіїіс ргітегз їог у-дііасііп Іосі апсі Ше роїутогр іїізтз 
ої зіогаде ргоїеіпз ої \л/Пеаї. Тґіе іє у є і о ї  роїутогрґіізт Шаї Иауе Ьееп сіе- 
їесіесі Ьу РСР маз Іо\л/ег ІЇіап роїутогрґіізт ої зїогаде ргоїеіпз. РСР-апаІу- 
зіз ої депе Ріпа-01 апсі РіпЬ-01 Ііауе сіеїесїесі аііеіез \л/МсІі аге зресіїіс їог 
«НагсІ» апсі «уегу Ііагсі» \л/їіеаї уагіеїіез тоз їіу  атопд іпуезїідаїесі ІІкгаіпіап 
уагіеїіез, опіу їог їе\л/ уагіеїіез Ііауе Ьееп ісіепїіїіесі аііеіез їИаї аге зресіїіс їог 
«зоЙ мііеаї». Атопд Ше їезїесі Укгаіпіап мйеаї \л/еге пої їоипсі пиіі аііеіез ої 
И/х-депез.

УДК 577:2:633.11:575

Чеботарь С. В., Благодарова Е. М., Козуб Н. А., Созинов И. А.

ПЦР-АНАЛИЗ ПОЛИМОРФИЗМА ЛОКУСОВ, ВЛИЯЮЩИХ 
НА КАЧЕСТВО ЗЕРНА ПШЕНИЦЫ МЯГКОЙ (Тгііісит аезііуит І.)

В Южном биотехнологическом центре в растениеводстве НААН в 
период 2002-2012 гг. с помощью ПЦР проводились исследования мо- 
лекулярно-генетического полиморфизма в локусах ОН-А1, ОН-В1, СН-01 
и С1и-А3 по генам пуроиндолинов Ріпа-01 и РіпЬ-01, контролирующим 
признак «твердозерность», а также по генам И/х, обусловливающим со
держание амилозы в крахмале эндосперма пшеницы мягкой. Проведе
но сопоставление результатов ПЦР-определения генетического поли
морфизма с аллель-специфичными праймерами к локусам у-глиадинов 
с данными, полученными методом электрофореза запасных белков 
зерна пшеницы. Уровень выявленного полиморфизма с помощью ПЦР 
был ниже, чем детектированного с помощью электрофореза запасных 
белков. Методом ПЦР-анализа генов Ріпа-01 и РіпЬ-01 в большинстве
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исследованных украинских сортов пшеницы были определены аллели, 
характерные для твердозерных сортов, только в трех сортах обнару
жены аллели, присущие мягкозерной пшенице. Среди исследованных 
украинских пшениц не было обнаружено носителей нуль-аллелей по 
И/х-генам.


