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Мета. Метою було дослідження геномної спе-

цифічності праймерів для ампліфікації повних 

кодуючих послідовностей пуроіндолінових ге-

нів. Методи. Проводили ПЛР з ген-

специфічними праймерами для ампліфікації по-

вних кодуючих послідовностей пуроіндоліно-

вих генів пшениці і споріднених видів. Резуль-

тати. Пара праймерів PinaDH не є ген-

специфічною, оскільки дає два продукти амплі-

фікації генів Pina-1 і Gsp-1. Ця пара праймерів 

не є специфічною для  гена Pina-1 геному V 

D. villosum. Пари праймерів, позначені PinaCM 

та Pinb, є ген-специфічними, оскільки дають 

один продукт ампліфікації з відповідною дов-

жиною. Нами показано, що праймер PinaCM є 

також специфічним для геномів D, E i V, а пара 

праймерів Pinb не є специфічною для геному V. 

Висновки. Уточнено генну і геномну специфіч-

ність праймерів до пуроіндолінових генів. Віді-

брано праймери, придатні для подальшого сек-

венування кодуючих послідовностей пуроіндо-

лінових генів пшениці та споріднених видів. 

Ключові слова: пуроіндолін, Triticum aestivum, 

Aegilops, Dasypyrum. 

 

Пуроіндоліни (пуроіндолін а та пуроіндо-

лін b) – низькомолекулярні білки зернівки пше-

ниці Triticum aestivum L., які відіграють важливу 

роль у визначенні твердозерності, а також ма-

ють антимікробну і антигрибкову дію [1–5]. 

Твердозерність впливає на вихід борошна і його 

характеристики [3]. Особливістю цих білків є 

високий вміст триптофану та цистеїну. Довжина 

поліпептидного ланцюга зрілого білка пуроін-

доліну a складає 120 амінокислотних залишків, 

пуроіндоліну b – 119 амінокислотних залиш-

ків [1]. Гени, що кодують пуроіндоліни у T. aes-

tivum L. – пуроіндолін a (Pina-D1) і пуроіндолін 

b (Pinb-D1), зчеплені між собою і знаходяться в 

локусі твердозерності Ha на короткому плечі 

хромосоми 5D [3]. У цьому ж локусі знаходить-

ся ген, що кодує GSP-1 (grain softness protein 1), 

хоча його роль у визначенні твердозерності ста-

виться під сумнів [4, 6]. М’яка текстура зерна 

пшениці визначається присутністю обох алелів 

генів пуроіндолінів дикого типу Pina-D1a і 

Pinb-D1a. Мутація в гені Pina-D1 або Pinb-D1 

призводить до твердої текстури зерна [7]. Ко-

дуюча послідовність генів пуроіндолінів має 

довжину 450 п. н. і не містить інтронів. Гени 

Pina-D1 і Pinb-D1 мають рівень гомології 70 % 

у кодуючій ділянці і 50 % в 3’-нетрансльованій 

ділянці [5].  

Серед злаків пуроіндоліни відсутні в рису, 

кукурудзи, сорго і є в різних видах пшениці, 

егілопсів, вівса, ячменю, жита та тритикале, де 

м’яка текстура ендосперму є домінуючою ри-

сою. Гени пуроіндолінів відсутні у тетраплоїд-

них пшениць [8, 9]. У гексаплоїдної пшениці 

T. aestivum L. функціонально активні алелі, які 

контролюють ці білки, з’явилися від Ae. tauschii 

– донора геному D [9]. Для ампліфікації повних 

кодуючих послідовностей пуроіндолінових ге-

нів пшениці м’якої Pina-D1, Pinb-D1 та пуроін-

долінових генів споріднених видів Massa et al. 

[10, 11] були розроблені ген-специфічні прай-

мери. Завданням нашої роботи було досліджен-

ня геномної специфічності цих праймерів для 

подальшого секвенування кодуючих послідов-

ностей пуроіндолінових генів пшениці та інших 

видів. 

 

Матеріали і методи 

Матеріалом дослідження слугували зе-

рнівки сортів пшениці м’якої T. aestivum L. та 

зразків споріднених видів: екстра-м’якозерний 

сорт T. aestivum Білява; твердозерні сорти 

T. aestivum Антонівка, Миронівська-67, Золото-

колоса, Істра-1; сорти пшениці твердої T. durum 

Ізольда, Дельфін; тритикале сорту Волемир; 

зразки пирію Thinopyrum (за морфологічними 

ознаками попередньо визначеного як Thinopy-

rum bessarabicum, далі Thinopyrum); зразки 

Aegilops biuncialis Vis.; Dasypyrum villosum L., 
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Ae. cylindrica.  

ДНК виділяли із відібраної наважки под-

рібненого зерна масою 25 мг за стандартною 

методикою за допомогою набору NeoPrep100 

DNA_plant (Neogene). Для ампліфікації  викори-

стовували послідовності праймерів для пуроін-

долінових генів, наведені в статтях Massa et al. 

[10, 11] (табл.). ПЛР проводили на ампліфікато-

рі 2720 GeneAMP System із використанням на-

бору GenPak® PCR Core (Neogene). Умови ПЛР 

для всіх пар праймерів: початкова денатурація 

за 94°С 6 хв.; 35 циклів (денатурація – 94°С 

1 хв., відпал – 58°С 90 сек., елонгація за 72°С 

2 хв.); кінцева елонгація за 72°С 10 хв. 

Результати ПЛР візуалізували шляхом 

електрофорезу на 2 % агарозному гелі та 

1×трис-боратному буфері із додаванням у якості 

фарбника бромистого етидію [12]. Продукти 

ПЛР наносили в лунки в об’ємі 3–5 мкл. Елект-

рофорез проводили протягом 1 год. 10 хв. – 1 

год. 40 хв. за робочої різниці потенціалів 130 В. 

Гель візуалізували під ультрафіолетом за допо-

могою системи для гель-документації VISION 

Gel. 

 

Результати та обговорення 

Для ампліфікації повних кодуючих послі-

довностей пуроіндолінових генів пшениці 

м’якої Pina-D1, Pinb-D1 та пуроіндолінових ге-

нів споріднених видів були випробувані ген-

специфічні праймери, розроблені Massa et al. 

[10, 11]. За даними Massa et al. [11] ці праймери 

ампліфікують кодуючу ділянку пуроіндоліно-

вих генів довжиною 447 п. н. 

Для ампліфікації послідовності гена Pina-

D1 та гомеологічних генів спочатку використо-

вували праймери, наведені в статті Massa et 

al. [11], для зручності позначені PinaDH (табл.). 

В іншій роботі [10] ці ж праймери PinaDH наво-

дяться як специфічні для геномів D (Ae. tauschii, 

T. aestivum), Am (T. monococcum), Au
 (T. urartu), 

H (ячмінь H. vulgare), R (жито S. cereale). На. 

рис. 1 показано електрофореграму продуктів 

ампліфікації з праймерами PinaDH пшениці 

м’якої T. aestivum (м’якозерний сорт Білява та 

твердозерний сорт Антонівка) та споріднених 

видів. У результаті ПЛР було одержано по два 

амплікони у пирію Thinopyrum (геноми EE), 

двох зразків Ae. biuncialis NK 13-2-1 і NK B1-1 

(геномна формула UUMbMb), тритикале 

(AABBRR) та сортів пшениці Білява і Антонівка 

(AABBDD). У твердої пшениці T. durum 

(AABB) та у дикорослого виду Dasypyrum villo-

sum L (VV) ампліфікувався один фрагмент дов-

жиною приблизно 520 п. н. Відомо, що у твердої 

пшениці T. durum відсутні гени пуроіндолінів. 

Фрагмент довжиною близько 520 п. н., очевид-

но, є продуктом ампліфікації спорідненого гена 

– Gsp-1, що кодує білок GSP-1 – компонент фрі-

абіліну [6]. На відміну від пуроіндолінових ге-

нів, гени Gsp-1 присутні у T. durum на відповід-

них хромосомах геномів A і B – 5А і 5В. У 

T. aestivum є три гени Gsp-1 – на хромосомах 

5A, 5B, 5D [4]. Отже, за нашими результатами 

(рис. 1), праймери PinaDH ампліфікують гомео-

логічні гени Gsp-1 у всіх проаналізованих нами 

видів злаків. Нижній фрагмент довжиною приб-

лизно 490 п. н. є продуктом ампліфікації гена 

Pina-D1 і гомеологічних генів. У тетраплоїдного 

виду Ae. biuncialis цей фрагмент, можливо, охо-

плює продукти ампліфікації двох генів – Pina-

U1 і Pina-M1. 

Таким чином, пара праймерів PinaDH до-

зволяє ампліфікувати послідовність гена Pina-

D1 у T. aestivum, гомеологічних генів Pina-U1 і 

Pina-M1 у Ae. biuncialis, Pina-R1 у тритикале і 

Pina-E Thinopyrum. У той же час праймери 

PinaDH не придатні для ампліфікації послідов-

ності гена Pina-V1 D. villosum. Оскільки пара 

праймерів PinaDH дає два продукти ампліфіка-

ції Pina-1 і Gsp-1, очевидно, що вона не є ген-

специфічною і не підходить для прямого секве-

нування після очистки продуктів ПЛР без дода-

ткових маніпуляцій (вирізання відповідної сму-

ги з гелю). 

Для ампліфікації послідовності гена, що 

кодує пуроіндолін а, Pina-D1 та гомеологічних 

генів, була випробовувана інша пара праймерів 

– праймери, розроблені Massa et al. [10] як спе-

цифічні для геномів C, M, N, S, Sb, Sl, Ss, U: далі 

цю пару праймерів позначали PinaCM (табл.). 

Один продукт ампліфікації з цією парою прай-

мерів виявлено у Thinopyrum, двох зразках 

Ae. biuncialis NK 13-2-1 і NK B1-1, сортах пше-

ниці Білява, Істра-1 і Антонівка, Ae. cylindrica L. 

(геномна формула CCDD), а також D. villosum 

(рис. 2). 

Продуктів ампліфікації з праймерами 

PinaCM не одержано у T. durum і у тритикале. 

Якщо для T. durum такий результат був очікува-

ним, то у випадку тритикале можна зробити ви-

сновок, що ці праймери не є специфічними для 

геному R. Довжина одержаного продукту амп-

ліфікації у решти зразків – приблизно 500 п. н., 

що відповідає очікуваній довжині продукту ам-

пліфікації гена, що кодує пуроіндолін а.  
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Таблиця. Послідовності використаних праймерів до пуроіндолінових генів [10, 11] 

Ген Назва праймера 
Нуклеотидна послідовність 

праймера 

Pina 

PinaDH-F 5’-GGTGTGGCCTCATCTCATCT-3’ 

PinaDH-R 5’-AAATGGAAGCTACATCACCAGT-3’ 

PinaCM-F 5’-CCAAAACACACTGACAACATGA-3’ 

PinaCM-R 5’-CGCAGTGGTATGTGACAGTTT-3’ 

Pinb 
Pinb-F 5’-AATAAAGGGGAGCCTCAACC-3’ 

Pinb-R 5’-CGAATAGAGGCTATATCATCACCA-3’ 

 

                          1        2         3        4       5        6        7       8         9 
Рис. 1. Електрофореграма продуктів ПЛР з ген-специфічними праймерами PinaDH [11]: 1 – пирій 

Thinopyrum; 2 – Ae. biuncialis NK 13-2; 3 – T. durum, сорт Ізольда; 4 – Ae. biuncialis NK B1-1; 5 – маркер довжин 

100 bp DNA ladder; 6 – D. villosum L.; 7 – тритикале, сорт Волемир; 8 –  T. aestivum, сорт Білява; 9 – T. aestivum, 

сорт Антонівка. 

 

              1        2       3          4         5         6        7            8          9          10       11 
Рис. 2. Електрофореграма продуктів ПЛР з ген-специфічними праймерами PinaСМ [10]: 1 – маркер дов-

жин 100 bp DNA ladder; 2 – пирій Thinopyrum; 3 – Ae. biuncialis NK 13-2; 4 – T. durum, сорт Ізольда;  

5 – Ae. biuncialis NK B1-1; 6 – D. villosum L.; 7 тритикале, сорт Волемир; 8 – T. aestivum, сорт Білява;  

9 – T. aestivum, сорт Істра 1; 10 – Ae. cylindrica; 11 – T. aestivum, сорт Антонівка. 
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Отже, пара праймерів PinaCM дозволяє 

ампліфікувати послідовність гена Pina-D1 у 

T. aestivum, гомеологічних генів Pina-U1 і Pina-

M1 у Ae. biuncialis, Pina-D1 і Pina-С1 у Ae. cylin-

drica, Pina-E1 Thinopyrum, Pina-V1 D. villosum. 

Тому ці праймери є специфічними не тільки для 

геномів C, M, N, S, Sb, Sl, Ss, U, як зазначено у 

[10], а також для геномів D, E i V. Виявлено по-

ліморфізм довжин продуктів ампліфікації з ви-

користанням пари праймерів PinaCM. Продукти 

ампліфікації з праймерами PinaCM у Ae. 

biuncialis мають більшу довжину, ніж продукти 

ампліфікації гена, що кодує пуроіндолін а пше-

ниці м’якої, пирію, D. villosum, Ae. cylindrica. 

Для ампліфікації послідовності гена Pinb-

D1 та гомеологічних генів спочатку використо-

вували праймери, наведені в статті Massa et al. 

[11], далі ці праймери називали Pinb (табл.). Згі-

дно з Massa et al. [10, 11], цей праймер є специ-

фічним для гена Pinb-1 геномів D, Am, Au, H, R, 

C, M, N, S, Sb, Sl, Ss, U.  

У зразків пирію, T. aestivum та тритикале 

спостерігався один продукт ампліфікації 

(Рис. 3). Очікувано були відсутні продукти амп-

ліфікації у T. durum. У зразка D. villosum також 

не одержано ампліконів. Очевидно, використана 

пара праймерів Pinb не є специфічною для ге-

ному V. У зразків Ae. biuncialis виявлено полі-

морфізм за числом ампліконів – у зразка NK 13-

2-1 було два продукти ампліфікації, а у зразка 

NK B1-1 – один. У зразка NK 13-2-1 амплікони 

генів Pina-U1 і Pina-M1 мають різну довжину, 

тоді як у зразка NK B1-1 – однакову, або амплі-

фікується один ген.  

 

                  1          2         3           4         5        6          7         8          9       10 
Рис. 3. Електрофореграма продуктів ПЛР з ген-специфічними праймерами Pinb [47] (2 % агарозний гель): 

1 – пирій Thinopyrum; 2 – Ae. biuncialis NK 13-2; 3 – T. durum, сорт Ізольда; 4 – Ae. biuncialis NK B1-1;  

5 – D. villosum L.; 6 – тритикале, сорт Волемир; 7 – T. aestivum, сорт Істра-1; 8 – Ae. cylindrica; 9 – T. aestivum, 

сорт Антонівка; 10 – маркер довжин 100 bp DNA ladder. 

 

Висновки 

Уточнено генну і геномну специфічність 

праймерів до пуроіндолінових генів. Пара прай-

мерів PinaDH не є ген-специфічною, оскільки 

дає два продукти ампліфікації генів Pina-1 і 

Gsp-1. Ця пара праймерів не є специфічною для  

гена Pina-1 геному V D. villosum. Пари прайме-

рів, позначені PinaCM та Pinb, є ген-

специфічними, оскільки дають один продукт 

ампліфікації з відповідною довжиною. Нами 

з’ясовано, що праймер PinaCM є також специ-

фічним для геномів D, E i V, а пара праймерів 

Pinb не є специфічною для геному V.  
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GENOME SPECIFICITY OF PRIMERS TO PUROINDOLINE GENES 

Aim. Genome specificity of primers for amplification of complete coding sequences of puroindoline genes was studied. 

Methods. PCR with gene-specific primers was performed for amplification of puroindoline genes of wheat and related 

species. Results. The primer pair designated PinaDH is not gene-specific as it yields two products of amplification of 

the genes Pina-1 and Gsp-1. This primers pair is not specific for the Pina-1 gene of the genome V of D. villosum. The 

primer pairs designated PinaCM and Pinb are gene-specific as they produce one amplification product of respective 

length. We have demonstrated that the PinaCM primer pair is also specific for the genomes D, E and V, and the Pinb 

primer pair is not specific for the genome V. Conclusions. Gene and genomic specificity of primers for puroindoline 

genes was refined. Primers suitable for further direct sequencing of coding parts of puroindoline genes of wheat and 

related species were chosen. 

Keywords: puroindoline, Triticum aestivum, Aegilops, Dasypyrum, genome specificity. 


