
Вступ

Тривала селекція сортів м’якої пшениці, яка 
відбувається шляхом добору найпродуктивні-
ших генотипів та знищення генотипів альтерна-
тивних, що не відповідають такій вимозі, має 
наслідком закономірне збіднення генетичного 
пулу цього виду на гени стійкості до несприят-
ливих абіотичних та біотичних факторів довкіл-
ля [1–5]. Борошниста роса сьогодні є однією з 
найбільш загрозливих хвороб м’якої пшениці у 
країнах з помірним кліматом, в тому числі й 
Україні [6–10]. Стійкість до борошнистої роси у 
пшениці контролюється генами Pm, що мають 
досить консервативну структуру та належать до 
NBS-LRR класу R-генів [7]. Зазвичай R-гени у 
геномах рослин, як дикорослих, так і таких, що 
культивуються, розташовані кластерно й успад-
ковуються блоками [3]. Це може оптимізувати 
їхню передачу від дикорослих донорів до сортів-
реципієнтів чужинних генів, якщо вдається зна-
йти молекулярний маркер такого кластера та ви-
користати його для скринування гібридних по-
пуляцій [11; 12]. Ось чому пошук молекулярних 
послідовностей, фізично зчеплених чи асоційо-
ваних із кластерами генів стійкості у геномах – 
донорів таких генів, є надзвичайно важливим 
завданням. 

Нині відомо 45 Pm генів пшениці та ще 9 
встановлених і тимчасово названих генів, біль-
шість з яких було привнесено до геному м’якої 

пшениці від її дикорослих родичів [6, с. 8–11]. 
Майже всі Pm гени, крім Pm38 та Pm39 [13], за-
безпечують вертикальну стійкість у пшениці, 
яка є специфічною стосовно конкретних генів 
авірулентності збудника й тому швидко втрача-
ється через еволюцію патогену, Blumeria graminis 
f. sp. tritici [3; 14]. Тому привнесення нових генів 
стійкості до геному культурної пшениці, а також 
накопичення різних генів стійкості у одному 
пшеничному генотипі залишається постійно ак-
туальним питанням [2; 14].

Досліджувані нами інтрогресивні (такі, що 
мають генетичний матеріал чужинного похо-
дження) лінії м’якої пшениці є похідними трьох 
геномно-заміщених форм м’якої пшениці – гек-
саплоїдних амфідиплоїдів Авролата, Авродес та 
Аврозис, стійких до борошнистої роси. ААВВ 
частина геному цих форм представлена тетра-
компонентом ААВВ сорту м’якої пшениці Авро-
ра [15], а замість субгеному D м’якої пшениці 
форми мають диплоїдний геном U від Aegilops 
umbellulata, S від Aegilops speltoides, Ssh від 
Aegilops sharonensis відповідно [16]. Всі лінії є 
стійкими до польових популяцій борошнистої 
роси, тому слід припустити, що наявні в їхніх 
геномах інтрогресії містять гени стійкості до цієї 
хвороби, оскільки сорт Аврора, реципієнт інтро-
гресій, є чутливим до борошнистої роси [1; 17; 
18]. Раніше гени стійкості в інтрогресивних ліні-
ях ми локалізували на хромосомах 3D та 6D 
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[17–19]. Тому саме ці хромосоми обрано для 
мікросателітного аналізу.

Мікросателіти або SSRs – це тандемні повто-
рювані послідовності ДНК розміром від 1 до 6 
пар основ, які дуже поширені у геномах рослин 
[6; 12]. SSRs є високополіморфними кодомінант-
ними маркерами з менделівським успадкуван-
ням [20; 21]. У геномі пшениці мікросателіти 
рясно та порівняно рівномірно розподілені на 
всіх її хромосомах, серед них багато таких, що 
характеризуються геномною чи хромосомною 
специфічністю [8; 22–24]. Це забезпечує можли-
вість їхнього використання як молекулярних 
маркерів певних локусів геному. Результатам мі-
кросателітного аналізу геномів стійких ліній 
присвячено цю статтю. 

Матеріали та методи

У дослідженні використовували такий рос-
линний матеріал: 3 лінії-похідні Аврозису, 13 
ліній-похідних Авролати, 18 ліній-похідних Ав-
родесу та їхні батьківські форми: сорт м’якої 
пшениці Аврора та відповідні амфідиплоїди. Всі 
інтрогресивні лінії є цитологічно стабільними 
гексаплоїдами [1; 4; 18].

Виділення ДНК з листя та етиольованих па-
ростків досліджуваних рослин проводили за 
модифікованою СТАВ-методикою [25]. Поліме-
разну ланцюгову реакцію (ПЛР) проводили з 
праймерами до фланкуючих послідовностей мі-
кросателітних повторів, специфічних до 3D та 
6D хромосом [22]. Було застосовано 11 пар прай-
мерів до 3D хромосоми (Xcfd9, Xcfd34, Xcfd55, 
Xcfd64, Xcfd141, Xcfd152, Xcfd201, Xcfd211, 
Xcfd223, Xwmc552, Xgdm72) та 2 пари праймерів 
до 6D хромосоми (Xbarc96, Xcfd42). Реакційна 
ПЛР-суміш об’ємом 30 мкл містила 250 нМ кож-
ного праймера, 50 нг ДНК, по 0,2 мМ кожного 
дезокситрифосфату, 1,5 мМ MgCl2, 1,2 u Taq-
полімерази (Fermentas, Литва) у рекомендовано-
му виробником буфері. Умови проходження амп-
ліфікації (30 циклів, ампліфікатор Applied 
Biosystem 27001): початкова денатурація – 94 °C, 
5 хв.; 2) денатурація – 94 °С, 30 сек.; 3) гібриди-
зація – 60 °С та 48 °С (залежно від Tm прайме-
рів), 30 сек.; 4) елонгація – 72 °С, 30 сек.; 5) кін-
цева елонгація – 72 °С, 10 хв.

Розділення продуктами ампліфікації відбува-
лось у 6 %-ому ПААГ за денатуруючих умов із 
додаванням 6М сечовини. Для електрофорезу 
брали 10–12 мкл ампліфікату і такий самий об’єм 
суміші нанесення (99 % формаміду, 0,025 М ЕД-
ТА, рН 8,0, бромфеноловий синій, ксиленціа-
нол). Зразки прогрівали 3 хв. у киплячій водяній 
бані, після чого одразу переносили на лід. По за-
кінченні електрофорезу гель фарбували за допо-
могою нітрату срібла [26].

Результати та обговорення

Спосіб розмноження інтрогресивних лінії, як і 
нативних генотипів м’якої пшениці – самозапи-
лювання [1; 18], тому лінії мають бути гомозигот-
ними, незважаючи на те, скільки інтрогресій та 
яких у наявності в їхньому геномі. Беручи до ува-
ги кодомінантну взаємодію між мікросателітни-
ми алелями, очікувалось, що генотипування ін-
трогресивних ліній пшениці виявить лише два 
генотипні варіанти: алель відповідає генотипу 
Аврори, алель відповідає генотипу геномно-
заміщеної форми. Результати аналізу виявились 
іншими (табл. 1–3). Крім вказаних варіантів гено-
типів, спостерігали нові алелі, не властиві жодній 
з батьківських форм, а також генотипи, гетерози-
готні за алелями мікросателітів (рис. 1, 3, 5).

Таблиця 1. Характеристика Аврозису та ліній, що по-
ходять від нього, за алелями мікросателітних локу-
сів1)

Мікросателітний ло-
кус та його хромосом-
на локалізація [22]

Алель, виявлений на ДНК зразків:

Аврозис2) res113 res141 res143

Xcfd152-3DS 03) 11) І1–14) І2
Xcfd55-3DS 1 І1 1 І2 
Xcfd141-3DS 0 1 1 1
Xcfd64-3DS 2 1–2 1 1
Xcfd34-3DS 0 І1–1 1 1
Xcfd201-3DS 1 1 1 1
Xcfd223-3DS 1 1 1 1
Xcfd211-3DL 2 1–2 1–2 1
Xwmc552-3DL 0 1 1 1
Xgdm72-3DL 0 1 І1 1
Xbarc96-6DS 2 І1 1 2
Xcfd42-6DL 1 0 0 І1
Примітки: в таблицях 1–3: 1) 1 – алель генотипу Ав-

рора; 2) 2 – алель геномно-заміщеної форми, якщо він 
іншій, ніж алель Аврори; 3) 0 – ДНК зразка не утворює 
амплікон із праймерами до даного мікросателіту (нуль-
алель); 4) І (іншій) – зразок має алель, що відрізняється 
від алелів 1 та 2, у різних лініях алелі І можуть бути різ-
ними (І1, І2, І3).

Порядок розташування мікросателітних ло-
кусів хромосоми 3D у таблицях відповідає їхній 
локалізації на хромосомі від термінального кін-
ця короткого плеча до термінального кінця дов-
гого плеча (рис. 2, 4, 6). Найближчими до цен-
тромери є локуси Xcfd201-3DS та Xcfd223-3DS. 
За цими локусами так само, як за Xcfd55-3DS, 
розташованим термінально, спектри Аврозису 
та Аврори не відрізняються. За локусами, роз-
ташованими на хромосомі дистально від цен-
тромери, всі лінії демонструють певні відмін-
ності хромосоми 3D від такої Аврори, хоча жод-
на з них не повторює спектр Аврозису за всіма 
вивченими мікросателітними локусами (табл. 1). 
Для трьох випадків (лінія res113 локус Xcfd64-
3DS та лінії res113, res141 за локусом Xcfd211-
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3DL) алель Аврозису наявний у гетерозиготі з 
алелем Аврори, що не є зрозумілим для гомози-
готних ліній. Крім того, за деякими локусами 
лінії характеризуються спектрами, які є відмін-
ними від обох батьків, що ініціювали створення 
ліній (рис. 1). За нашими даними щодо вивчення 
хромосомних конфігурацій у метафазі 1 мейозу 
МКП різних гібридів та характеристики ліній за 
ознаками морфології та біохімічними генами, лі-
нії res141 та res143 мають заміщення 3Ssh/3D, 
остання лінія також має або транслокацію або 
заміщення за участю хромосоми 6Ssh [27]. Лінію 
res113 цитологічно не вивчали. Отримані наразі 
дані не суперечать таким висновкам, проте й не 
дають можливість уточнити їх, спираючись тіль-
ки на результати мікросателітного аналізу. 

  
       а          б 
Рис. 1. Електрофоретичні спектри ліній-похідних Авро-
зису за мікросателітним локусом Xcfd55-3D (а) та 
Xbarc96-6D (б): Av – Аврора; As – Аврозис; номери зраз-
ків відповідають номерам стійких ліній res

Рис. 2. Схематичне зображення скринованих 3D хромо-
сом для ліній-похідних Аврозису. На рис. 2, 4, 6 верхні 
числа – номери ліній. Справа від хромосоми – назви мі-
кросателітних локусів. Шрифт написання відповідає 
алелю, яким локус представлений у геномі цієї лінії: 
Xcfd – нуль алель; Xcfd– алель Аврори; Xcfd – іншій 
алель; Xcfd – алель геномно-заміщеної форми; Xcfd – ге-
терозигота

Для ліній-похідних Авродесу, як і у поперед-
ньому випадку, локуси Xcfd201-3DS та Xcfd223-
3DS були мономорфними (табл. 2). Тільки за 
двома локусами, Xcfd34-3DS та Xcfd211-3DL, 
Авродес характеризувався специфічним алелем, 
останній локус був представлений цим алелем у 
10 ліній з 18. За іншими локусами з ДНК Авро-
десу ампліфікації не відбувалося. Найбільш по-
дібні до Авродесу за алельним складом вивче-
них мікросателітів лінії res4, res39 та f04 1112. 
Вони повністю збігаються з ним за алелями дов-
гого плеча хромосоми 3D, а за коротким плечем 
відрізняються за 1–2 локусами. Цілком можли-
во, що вказані лінії мають 3S/3D заміщення або 
транслокацію довгого плеча хромосоми 3S на 
хромосому 3D. Найподібнішими до генотипу 
Аврора за винятком одного локусу для кожної, 
виявилися лінії res53, res55 та res70. Крім алелів 
1 та 2, властивих Аврорі та Авродесу, відповід-
но, у ліній спостерігали появу трьох інших але-
лів, І1–І3 (рис. 3) Нові алелі властиві переважно 
локусам, розташованим на хромосомі дистально 
(рис. 4). Наявність одного і того ж алеля І у різ-
них ліній (як, наприклад, для локусів Xcfd64-
3DS, Xwmc552-3DL) може свідчити про його 
давнє походження у гібридному матеріалі та ста-
білізацію в геномі кількох ліній, які пішли від 
однієї й тієї самої гібридної рослини. Крім алель-
ного поліморфізму, у лініях за локусами Xcfd152-
3DS, Xcfd55-3DS, Xcfd64-3DS та Xwmc552-3DL 
спостерігали гетерозиготність за окремими але-
лями. Пояснити це явище, як і для ліній Аврози-
су, складно. Найправдоподібнішим видається 
припущення про появу стійкої гетерозиготності 
через виникнення гетерогенних дуплікацій за 
рахунок внутрішньохромосомних перебудов, які 
відбувалися під час становлення рослинних лі-
ній. Таку стійку гетерозиготність ми спостеріга-
ли раніше при вивченні ліній Аврозису за спек-
трами бета-амілази [28]. 

Серед ліній-похідних Авролати локуси 
Xcfd201-3DS та Xcfd223-3DS знову виявилися 
майже мономорфними за винятком наявності 
нуль-алеля для деяких ліній (табл. 3). Проте на-
явність нуль-алеля може бути лише опосередко-
ваним свідченням генетичних особливостей, 
оскільки чинником відсутності ампліфікації мо-
же бути не тільки зміни у нуклеотидній послі-
довності. За набором алелів жодна лінія не від-
повідає хромосомі 3U Авролати, тому стверджу-

Рис. 3. Електрофоретичні спектри ліній-похідних Авродесу за мікросателітним локусом Xcfd152-3D: Av – Аврора; 
Ad – Авродес; номери зразків відповідають номерам стійких ліній res
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вати наявність заміщення 3U/3D, спираючись 
лише на результати мікросателітного аналізу, не 
можна. Всі поліморфні локуси мають принаймні 
два нові алелі, а три з них (Xcfd64-3DS, Xcfd34-
3DS та Xwmc552-3DL) – по три (рис. 5, 6). Жодна 
лінія за набором алелів не була подібною геноти-
пу Аврора, що свідчить про значну зміну тієї 
хромосоми 3D, яка належить до складу геному 
інтрогресивних ліній, стосовно однойменної 
хромосоми прабатьківського генотипу. Порівня-
но з лініями-похідними Авродесу лінії-похідні 
Авролати виявилися більш різноманітними що-
до відсутності подібності до однієї з батьків-
ських форм ініціального гібриду (табл. 2, 3).

Хромосому 6D вивчено лише за двома мікро-
сателітними локусами: по одному на кожне пле-
че на лініях-похідних Аврозису та Авролати і за 
одним – на лініях Авродесу (табл. 1–3). Серед 
трьох ліній Аврозису жодна не повторювала 

Рис. 5. Електрофоретичні спектри ліній-похідних Авролати за мікросателітним локусом Xcfd211-3D: Av – Аврора; 
Al – Авролата; номери зразків відповідають номерам стійких ліній res, що походять від Авролати

Таблиця 2. Характеристика Авродесу та ліній, що походять від нього, за алелями мікросателітних локусів

Мікросателітний локус та його 
хромосомна локалізація [22]

Алель, виявлений на ДНК зразків:
Авродес res3-св res3-т res4 res7 res12-1 res25 res33-2 res38 res39

Xcfd152-3DS 0 І1 І2 0 1 1 1 1 І2 0
Xcfd55-3DS 0 І1–1 0 0 І2 І1 0 1 0 1

Xcfd141-3DS 0 1 1 0 0 1 1 1 0 0
Xcfd64-3DS 1 І1–1 1 1 І2 1 І2 1 1 1
Xcfd34-3DS 2 1 1 0 2 І1 1 0 І1 0

Xcfd201-3DS 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Xcfd223-3DS 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1
Xcfd9-3DL 0 1 0 0 1 0 0 1 1 0

Xcfd211-3DL 2 1 2 2 1 1 2 1 2 2
Xwmc552-3DL 0 І1 І1 0 1 І1 І1 І1 0 0
Xgdm72-3DL 0 1 1 0 І1 1 0 1 1 0
Xbarc96-6DS 1 1 1 0 1 1 1 1 1 0

Мікросателітний локус та його 
хромосомна локалізація [22] res53 res55 res70 res83 1105-1 1092 1106 1112 1114

Xcfd152-3DS 1 1 1 І2 1 0 1 0 І3–1
Xcfd55-3DS 1 1 1 0 І2 І2 І2 0 І1–1

Xcfd141-3DS 1 1 1 0 0 1 1 0 1
Xcfd64-3DS 1 1 1 1 І3 І3 І3 І3 1
Xcfd34-3DS 2 1 І2 2 1 2 І1 2 0

Xcfd201-3DS 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Xcfd223-3DS 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Xcfd9-3DL 1 1 1 1 1 1 1 1 1

Xcfd211-3DL 2 1 1 1 2 2 2 2 І1
Xwmc552-3DL І1 1 1 0 1 І1 1 0 І2–1
Xgdm72-3DL 1 І2 1 0 1 1 0 0 1
Xbarc96-6DS 0 1 1 0 1 1 1 І1 І2–1

Рис. 4. Схематичне зображення скринованих 3D хромо-
сом для ліній-похідних Аврозису
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алельний склад Аврори або Аврозису за вивче-
ними локусами. Отже, хромосома 6D в геномі 
стійких ліній відрізняється від нативної хромо-
соми 6D генотипу Аврори, проте не є хромосо-
мою 6Ssh. За локусом Xbarc96-6DS Аврора та 
Авродес мають однаковий алель, п’ять ліній із 
18 мають інший алель: у трьох зареєстровано 
нуль-алель, в одній – інший І1 та одна лінія є 
стійкою гетерозиготою за участю І2. Це дає під-
стави припустити, що хромосома 6D у таких лі-
ніях задіяна в інтрогресивних перебудовах. Се-
ред 13 ліній-похідних Авролати дві, res215 та 
res217, не відрізняються від Аврори, проте жод-
на за обома локусами не подібна до Авролати. За 
локусом Xcfd42-6DL (довге плече) до Авролати 

подібні 3 лінії. Решта 8 ліній характеризуються 
алелями І за одним чи обома локусами. Такі ре-
зультати показують, що хромосома 6D може бу-
ти задіяною в інтрогресивних перебудовах у всіх 
вивчених лініях. 

Висновки

Рівень алельної мінливості за вивченими мік-
росателітними локусами хромосом 3-ої та 6-ої 
гомеологічної групи пшеницевих виявився одна-
ковим для трьох досліджених груп інтрогресив-
них ліній. Алельний поліморфізм серед ліній ви-
ходить за межі батьківських форм ініціальних 
гібридів, тому не може бути пояснений лише 
прямою інтрогресією чужинного хроматину до 
геному м’якої пшениці. Чинником виникнення 
нових алелів мікросателітних локусі можуть бу-
ти внутрішньохромосомні перебудови у геномі 
гібридних росли, які фіксувалися під час стабілі-
зації інтрогресиних ліній пшениці. Результати 
мікросателітного аналізу мають обмежене зна-
чення для доказу факту інтрогресії цілої хромо-
соми, її плеча або частини плеча без даних ви-
вчення хромосомних конфігурацій у М1 мейозу 
гібридів між інтрогресивною лінією та нативним 
генотипом м’якої пшениці (Аврора). Отримані 
результати є підставою для скринування популя-
цій, що розщеплюються, від схрещування ліній, 
стійких до борошнистої роси, з генотипом Авро-
ра для пошуку зв’язку між генами стійкості до 
борошнистої роси та певним мікросателітним 
локусом, який у такому випадку слугуватиме мо-
лекулярним маркером гену стійкості. 

Таблиця 3. Характеристика Авролати та ліній res, що походять від неї, за алелями мікросателітних локусів

Мікросателітний локус та його 
хромосомна локалізація [22]

Алель, виявлений в ДНК зразків:
Авролата 166 190 206 207 212-2 215 216-3 217 221-1 221-2 222 254 2599

Xcfd152-3DS 0 І1 1 1 І1 І2 1 1 1 1 1 І1 І1 І2
Xcfd55-3DS 1 І1 1 І1–1 1 І1 1 І1 1 І1 І1 І1 0 І1

Xcfd141-3DS 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Xcfd64-3DS 0 1 1 І1 1 1 1 1 І2 1 1 І3 І1 1
Xcfd34-3DS 0 1 І1 І1 І2 0 1 І1 1 0 І1 1 І3 0
Xcfd201-3DS 1 0 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 0
1Xcfd223-3DS 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

Xcfd9-3DL 0 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 1 1 0
Xcfd211-3DL 2 1 І1 2 1 І1 2 1 2 1 1 1 2 1

Xwmc552-3DL 2 І1 1 1 І1 1 1 І2 1 І2 І3 І2 І2 1
Xgdm72-3DL 0 І1 І1 1 1 1 І2 1 І2 1 1 1 І2 1
Xbarc96-6DS 0 І1 1 1 І1 1 1 І1 1 І1 1 І1 І1 І2
Xcfd42-6DL 0 0 0 0 0 0 1 І1 1 0 І2 І1 0 І2

Рис. 6. Схематичне зображення скринованих 3D хромо-
сом для ліній-похідних Авролати
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T. Shtefyuk, M. Antonyuk, T. Ternovska

MICROSATELLITE ANALYSIS OF COMMON WHEAT INTROGRESSIVE LINES, 
RESISTANT TO POWDERY MILDEW

The results of polymorphism analysis of microsatellite loci of resistant to powdery mildew wheat intro-
gressive lines are presented. These lines are developed from genome substitution forms of common wheat 
(Aurosis, Aurodes and Aurolata) and contain in their genomes small but different amounts of alien genetic 
material from Aegilops species. Recurrent genotype Aurora is susceptible to powdery mildew; therefore, 
resistance of introgressive lines must be associated with introgression of genes for resistance to powdery 
mildew from the genomes of Aegilops species into the genome of common wheat Aurora. Screening of wheat 
introgressive lines for allele composition at microsatellite loci specifi c to 3D and 6D chromosomes give a 
possibility to identify introgressive rearrangements in the genomes of plants. 

Keywords: common wheat, powdery mildew, introgressive lines, microsatellite analysis.
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