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Аллельные варианты генов VRN и темпы развития изогенных линий мягкой пшеницы
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Переход растений пшеницы от вегетативно-
го развития к генеративному является важней-
шим этапом онтогенеза, детерминирующим мно-
гие хозяйственно ценные признаки. Ключевыми 
в этом процессе являются гены VRN (vernalization 
response) и PPD (photoperiod response), опре-
деляющие реакцию пшеницы на яровизацию и 
длину дня, а также гены VRD, которые опреде-
ляют продолжительность яровизационного пе-
риода и комплекс генов EPS-earliness per se (ско-
роспелость как таковая) [1–3]. Эти гены, влияя 
на скорость развития растений [4], определяют 
также ряд других хозяйственно ценных призна-
ков: структуру урожая, морозо- и зимостойкость, 
устойчивость к заболеваниям [5]. Роль этих ге-
нетических систем в контроле перехода расте-
ний пшеницы от вегетативного к генеративно-
му развитию неодинакова. Большинство иссле-
дователей считает, что главной среди данных ге-
нетических систем является система генов VRN 
(три-пять локусов), которая влияет на сроки пе-
рехода к колошению и, соответственно, на об-
щую продолжительность вегетационного перио-
да [6–8]. Реакция на яровизацию у пшеницы кон-
тролируется, по меньшей мере, пятью генами. 
Три основных гена Vrn-A1, Vrn-B1 и Vrn-D1, ло-
кализованы соответственно в хромосомах 5А, 5В 
и 5D. Озимый тип развития растений проявляет-
ся только в том случае, если эти три основных 
гена рецессивные. При этом присутствие только 
одного доминантного гена Vrn-A1 обеспечивает 
полную нечувствительность растений к ярови-
зации, доминантные гены VrnB1 и Vrn-D1 лишь 
частично снижают потребность в ней. Гены VRN 
активно исследуются на молекулярно-генети-
ческом уровне, они клонированы и в последние 
годы для пшеницы описано несколько их аллель-
ных вариантов [9, 10]. Показано, что гены Vrn
A1a и VrnB1a являются транскрипционными 
факторами [8]. Ген Vrn-А1 кодирует MaDS-box 
транкрипционный фактор, локус Vrn-В1 содер-
жит два тандемно дуплицированных гена, коди-
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рующих подавляющий цветение фактор ZCCT, а 
Vrn-D1 кодирует белок, схожий с ингибиторами 
raf-киназ [9]. Изучение молекулярно-генетиче-
ских механизмов функционирования VRN генов 
проводилось преимущественно на моделях сор-
тов или замещенных линий пшеницы яровой, не-
сущих один из генов VRN в доминантном или ре-
цессивном состоянии [11, 12]. Однако для более 
глубокого понимания закономерностей проявле-
ния фенотипических эффектов важно изучение 
аллельных вариантов всех трех главных генов, 
совмещенных в одном генотипе (генофоне), как 
целостной системы генетического контроля раз-
вития пшеницы мягкой. Для этой цели наиболее 
адекватными моделями могут служить моноген-
нодоминантные почти изогенные линии, которые 
несут в определенном сочетании (доминантное/
рецессивное) все три главных гена VRN. 

Целью данной работы было проведение 
молекулярно-биологического анализа аллель-
ных вариантов генов VRN у почти изогенных по 
этим генам линий двух сортов мягкой пшеницы 
и выявление их роли в детерминации темпов раз-
вития растений. 

Материалы и методы
В работе использованы почти изогенные 

(NILs) моногенодоминантные линии ярового 
типа развития, созданные в генофонах озимых 
сортов Мироновская 808 (М 808) и Ольвия. Ли-
нии различаются по состоянию (доминантное/
рецессивное) аллелей всех трех генов VRN [1, 3].

ДНК выделяли из 5-ти зерновок с исполь-
зованием набора реактивов «Diatom Prep 100» 
(Изоген, Россия) по методике производителя 
(метод сорбции). Для изучения аллельного со-
стояния генов использовали аллель специфиче-
ские праймеры в соответствии с данными Grain 
Gene Mass Wheat (табл. 1). ПЦР проводили по 
стандартным условиям для данных праймеров 
(табл. 2). Распределение продуктов ПЦР осуще-
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ствляли путем электрофореза в течение 90–120 
минут в 1 % и 2 % агарозном геле. 

Определение продолжительности перио-
да всходы – колошение (ПВК) исследовали в по-
левых условиях на экспериментальном участ-
ке кафедры физиологии и биохимии растений и 
микроорганизмов ХНУ имени В.Н. Каразина и в 
условиях вегетационного опыта в течении 2013–
2014 годов.

Таблица 1
Праймеры для идентификации различных аллелей генов у гексаплоидной пшеницы (Grain Gene Mass Wheat)

Локус Аллель Праймер Последовательность Размер продукта (п.н.)

VrN- a1

Vrn-a1a
VrN aF VrN-

INT1r
GaaaGGaaaaaTTCTGCTCG
GCaGGaaaTCGaaaTCGaaG

965 + 876
Vrn-a1b 714
Vrn-a1c 734
vrn-a1 734

Vrn-a1a
VrN aF 
VrN1r

Gaa aGGaaaaaTTCTGCTCG
TGCaCCTTCCCCCGCCCCaT

750 + 650
Vrn-a1b 480
vrn-a1 500

Vrn-a1c 500

VrN- a1 Vrn-a1c Intr1/a/F2 
Intr1/a/r3

aGCCTCCaCGGTTTGaaaGTaa
aaGTaaGaCaaCaCGaaTGTGaGa 1170

VrN- a1 vrn-a1 Intr1/ C/F Intr1/
aB/r

GCaCTCCTaaCCCaCTaaCC 
TCaTCCaTCaTCaaGGCaaa 1068

VrN- B1 Vrn-B1 Intr1/B/F Intr 
/B/r3

CaaGTGGaaCGGTTaGGaCa
CTCaTGCCaaaaaTTGaaGaTGa 709

VrN- B1 vrn-B1 Intr1/B/F Intr 
/B/r4

CaaGTGGaaCGGTTaGGaCa
CaaaTGaaaaGGaaTGaGaGCa 1149

VrN- D1 Vrn-D1 Intr1/D/F Intr1/D 
/r3

GTTGTCTGCCTCaTCaaaTCC 
GGTCaCTGGTGGTCTGTGC 1671

VrN- D1 vrn-D1 Intr1/D/F 
Intr1/D/ r4

GTTGTCTGCCTCaTCaaaTCC
aaaTGaaaaGGaaCGaGaGCG 997

Таблица 2
Условия проведения ПЦР с аллель-специфичными праймерами

Праймеры
Условия ПЦР

начальная денату-
рация, t° (мин)

число ци-
клов

денатурация,
t° (с)

отжиг,
t° (с)

элонгация,
t° (с)

финальная 
элонгация, t° (мин)

VrN aF //  
VrN-INT1r

94 (10) 38 94 (45) 55 (45) 72 (60) 72 (5)

VrN aF //  
VrN1r

94 (7) 40 95 (30) 60 (30) 72 (60) 72 (10)

Intr1/C/F //  
Intr1/aB/r

94 (7) 38 94 (30) 57 (30) 72 (45) 72 (7)

Intr1/a/F2 // 
Intr1/a/r3

94 (7) 38 94 (30) 60 (30) 72 (45) 72 (7)

Intr1/B/F //  
Intr/B/r3 //  
Intr/B/r4

94 (10) 44 (Touch-
down)

94 (45) 58-63  
(45)

72 (69) 72 (10)

Intr1/D/F //  
Intr/D/r3//  
Intr/D/r4

94 (10) 44 (Touch-
down)

94 (45) 63-65  
(45)

72 (90) 72 (10)

Результаты и обсуждение
Результаты определения ПВК в полевом и 

вегетационном опыте показали существенные 
различия по этому признаку между линиями 
обоих сортов, которые различаются по комбина-
ции доминантных и рецессивных локусов генов 
VRN (табл. 3). Между собой изолинии по темпам 
развития можно разделить на контрастные груп-
пы – быстроразвивающиеся и переходящие к ко-
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ванием праймеров Intr1/B/F и Intr/B/r4 и дли-
ной амплификационного фрагмента 1149 п.н. со-
ответственно (рис. 1 б). 

Аллельный анализ локуса Vrn-D1 показал 
присутствие только рецессивного аллеля vrn-D1 
(997 п.н.) при использовании праймеров Intr1/
D/F и Intr1/D/r4 у всех исследуемых генотипов 
обоих сортов (рис. 1 в). 

В работах многих исследователей показа-
но, что у яровых сортов пшеницы, произрастаю-
щих в Европе, практически отсутствует аллель 

Таблица 3
Продолжительность периода всходы – колошение (ПВК) у изогенных по генам VRN линий пшеницы при выра-
щивании в условиях вегетационного и полевого экспериментов (2013–2014 гг.)

Сорт Изолиния
ПВК, сутки в опыте

вегетационном полевом

М 808
Vrn 1 89 ± 2 57 ± 1
Vrn 2 99 ± 3 75 ± 2
Vrn 3 72 ± 2 51 ± 1

Ольвия
Vrn 1 68 ± 1 47 ± 1
Vrn 2 89 ± 3 61 ± 2
Vrn 3 76 ± 2 50 ± 1

Рис. 1. Выявление доминантных Vrn-A1a, Vrn-B1, Vrn-D1 и рецессивных vrn-A1, vrn-B1, vrn-D1 аллелей у изо-
генных линий пшеницы сортов Мироновская 808 и Ольвия (1 – сорт М 808, 2 – изолиния Vrn 1, 3 – изолиния 

Vrn 2, 4 – изолиния Vrn 3; изолинии сорта Ольвия 5 – Vrn 1, 6 – Vrn 2, 7 – Vrn 3)

а б в

лошению через 47–57 суток (линии Vrn1 и Vrn 3) 
и медленно развивающиеся, которые колосятся 
через 61–73 суток от появления всходов (Vrn2). 
Эти данные позволяют предположить, что темпы 
развития пшеницы мягкой детерминируются не 
доминантным состоянием отдельного гена, а вза-
имодействием рецессивных и доминантных ал-
лелей генов VRN.

Аллели локуса VRN-A1 изучали с использо-
ванием VrN aF и VrN-INT1r праймеров. Ожи-
даемый размер амплификационного фрагмента с 
использованием этих праймеров для самого ра-
спространенного доминантного аллеля Vrn-A1a 
– 965 и 876 п.н., для рецессивного аллеля vrn-A1 
составляет 734 п.н. Среди проанализированных 
генотипов рецессивный аллель vrn-A1 обнару-
жен у сорта Мироновская 808 и изолиний Vrn 2 
сортов М 808 и Ольвия (рис. 1 а). Остальные изо-
линии (Vrn 1 и Vrn 3) обоих сортов несут доми-
нантный аллель Vrn-A1a. 

Анализ локуса VRN-В1 показал наличие до-
минантных аллелей VrnB1 (709 п.н.) у изолиний 
Vrn 2 сортов М 808 и Ольвия, выявленных при 
использовании праймеров Intr1/BF и Intr/B/r3. 
У остальных исследованных генотипов обна-
ружен рецессивный аллель vrnB1 с использо-

Рис. 2. Выявление доминантных Vrn-A1a аллелей у 
изогенных линий пшеницы сорта Мироновская 808 
(1 – изолиния Vrn 1, 2 – изолиния Vrn 3) и сорта 

Ольвия (3 – изолиния Vrn 1, 4 – изолиния Vrn 3)



20 ISSN 2219-3782. Фактори експериментальної еволюції організмів. 2015. Том 17

Аксентьева О.А., Шулик В.В., Жмурко В.В.

но, это связано с рецессивным состоянием всех 
генов PPD у сорта Мироновская 808, что опре-
деляет его более высокую фотопериодическую 
чувствительность, чем сорта Ольвия, у которо-
го доминантен ген PPD-D1. Вместе с тем, линии 
Vrn 1 и Vrn 3 обоих сортов переходили к коло-
шению раньше, чем линия Vrn 2. Это свидетель-
ствует о ведущей роли генов VRN в детермина-
ции темпов развития пшеницы мягкой. Однако 
не исключено, что в ней гены VRN взаимодей-
ствуют с генами PPD генофона сорта, в котором 
созданы изолинии. У быстроразвивающихся изо-
линий показано наличие в генотипе доминантно-
го аллеля Vrn-A1a , выявленного с помощью двух 
пар праймеров VrN aF VrN-INTIr и VrN aF 
VrN1r (продукт амплификации 965 п.н. и 750 
п.н. соответственно), и рецессивных аллелей 
vrnB1 и vrn-D1 при использовании праймеров 
Intr1/B/F Intr/B/r4 (1149 п.н.) и Intr1/D/F Intr1/D/
r4 (997 п.н.). У изолиний, развивающихся мед-
ленными темпами, в генотипе присутствует до-
минантный аллель VrnB1 – праймеры Intr1/B/F 
и Intr/B/r3 (709 п.н.).

Результаты позволяют предполагать, что де-
терминация темпов развития пшеницы мягкой 
генами VRN осуществляется путем взаимодей-
ствия их аллелей. 

Авторы благодарны д.б.н. В.И. Файту заве-
дующему отделом генетики Селекционно-гене-
тического института – Национального центра се-
меноведения и сортоизучения НААН Украины за 
предоставленные для исследования изогенные 
по VRN линии пшеницы. 

Авторы выражают благодарность ООО 
«АГРОГЕН» г. Харьков за помощь в проведении 
молекулярно-генетических исследований. 

Работа выполнена в рамках госбюджетной 
темы «Исследование физиолого-биохимических 

Vrn-D1 [4, 10, 12]. Исследованные изогенные ли-
нии созданы в генотипе озимых сортов, но пред-
ставляют собой формы с яровым типом разви-
тия. Наши исследования также подтверждают 
выявленную закономерность – отсутствие доми-
нантного аллеля Vrn-D1 у изолиний мягкой пше-
ницы с яровым типом развития.

Поскольку ген Vrn-A1 является основным в 
детерминации потребности или нечувствитель-
ности к яровизации [6, 8], то для исследования 
его аллельного состояния используют значитель-
ное количество праймеров (табл. 1). Анализ ал-
лельного состояния гена Vrn-A1 с использова-
нием праймеров VrN aF и VrN1r у изогенных 
линий сорта Мироновская 808 показал присут-
ствие доминантного аллеля Vrn-A1a (750 п.н.) у 
всех изучаемых генотипов (рис. 2). При этом ал-
лели Vrn-A1b, vrn-A1, Vrn-A1c не были обнару-
жены (рис. 2).

Использование праймеров VrN aF и VrN-
INT1r позволяет выявить различия аллеля 
vrn-A1 от аллелей Vrn-A1a и Vrn-A1b, но не улав-
ливает различий между vrn-A1 и Vrn-A1с – об-
разуется амплификационный фрагмент длиной 
734 п.н., который может соответствовать vrn-A1 
и Vrn-A1с (табл. 1). В дальнейших исследованиях 
мы использовали праймеры Intr1/a/F2 и Intr1/a/
r3, а также Intr1/ C/F и Intr1/aB/r (рис. 3). В ходе 
проведенных анализов обнаружен рецессивный 
аллель vrn-A1 у сорта М 808 и изолиний Vrn 2 
обоих сортов (рис. 3).

Выводы
Независимо от аллельных вариантов генов 

VRN все изолинии, созданные в генофоне сор-
та Мироновская 808, развивались медленнее, 
чем изолинии сорта Ольвия (табл. 3). Вероят-

Рис. 3. Выявление аллелей Vrn-A1c и vrn-A1 у изогенных линий пшеницы сортов Мироновская 808 и Ольвия 
(1 – сорт М 808, 2 – изолиния Vrn 1, 3 – изолиния Vrn 2, 4 – изолиния Vrn 3; изолинии сорта Ольвия 5 – Vrn 

1, 6 – Vrn 2, 7– Vrn 3)
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GENES VRN ALLELIC VARIANTS AND PACES OF DEVELOPMENT IN SOFT WHEAT 
ISOGENIC LINES
Aims. The molecular biological analysis of VRN genes allelic variants of soft wheat near-isogenic lines and its role in 
the determination of plant paces development were investigated. Methods. In cultivars Myronovskaya 808 and Olvia 
isogenic by genes VRN of the paces development control the speed of the transition to earing was determined in the field 
and pot experiment. The allelic variants of VRN genes were identified by PCr using allele specific primers (Grain Gene 
Mass Wheat). Results. Both varieties VrN1 and VrN3 isogenic lines passed to earing on 11–25 days earlier than the 
VrN2 isogenic line. In fast-growing isogenic lines the genotype of two dominant alleles of genes Vrn-A1a (965 bp and 
750 bp) and recessive alleles vrnB1 (1149 bp) and vrn-D1 (997 bp) were identified. Dominant allele VrnB1 (709 bp) 
and recessive allele vrn-A1 (1068 bp) were detected in slow-growing isogenic lines genotype. However, dominant allele 
Vrn-D1 wasn’t identified. Conclusion. The studied lines differ in speed of transition to earing depending on the allelic 
variants of VRN genes. apparently, the soft wheat paces of development are determined in the interaction of VRN genes 
which is determined by the allelic state.
Keywords: Tritucum aestivum L., genes VRN, NILs, PCr markers, allelic state, paces of development.
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