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Впроваджено молекулярні системи визначення генетичного поліморфізму для 100 сортів озимої пшениці: прове-
дено скринінг наявності цінних алелів на основі полімеразних ланцюгових реакцій; з’ясовано рівень поширення 
алелів низької та середньої активності поліфенолоксидазних ферментів та проведено валідування. Виявлено сорти 
пшениці з житніми транслокаціями 1AL.1RS, 1BL.1RS, рецесивним алелем гена Tamyb10, геном стійкості до сеп-
торіозу Stb4, зчепленим з поліморфним локусом Xgwm111. Визначено сорт ваксі-пшениці та сорти-носії нетипового 
функціонального алелю Wx-B1е. Складено характеристику 100 елітних та перспективних сортів пшениці за наявніс-
тю цінних алелів генів, які детермінують якісні ознаки зерна (гени PPO, Tamyb10-A1, Wx) та стійкість до біотичних та 
абіотичних стресових факторів (житній транслокативний матеріал, Tamyb10-A1, Stb4).

К л ю ч о в і  с л о в а: пшениця, алель, праймер, якісні характеристики зерна, полімеразна ланцюгова реакція.
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ВПРОВАДЖЕННЯ МОЛЕКУЛЯРНИХ СИСТЕМ ВИЗНАЧЕННЯ 

ГЕНЕТИЧНОГО ПОЛІМОРФІЗМУ ОЗИМОЇ ПШЕНИЦІ 

ДЛЯ ОТРИМАННЯ ВИСОКОПРОДУКТИВНИХ 

СПЕЦІАЛІЗОВАНИХ СОРТІВ

Однією з глобальних проблем сьогодення є 
питання поліпшення якості зерна пшениці. 
Пшениця м’яка (Triticum aestivum L.) — од на з 
найважливіших продовольчих зернових куль-
тур, яка займає перше місце за посівними пло-
щами та становить основу харчового раціону 
населення багатьох країн світі, в тому числі 
України. Розвиток сільського господарства і 
виробництво продуктів харчування вимагають 
створення стійких до стресів та хвороб сортів 
рослин та водночас високопродуктивних і здат-
них давати стабільно якісне збіжжя. Особливо 
це актуально для України, яка заявляє про се-
бе на світовому ринку постійним зростанням 
об’єму експортованого зерна. 

Ключовим моментом, який прискорює от-
ри мання нових сортів пшениці, є пошук генів 
стійкості як у сучасних, так і в старих сортах 
пшениці, а також у віддалених видах та гібри-
дах. Не менш важливим є використання моле-
кулярно-генетичних підходів для ідентифіка-
ції цінних генотипів та проведення скринінгу 
перенесення генів під час проведення селек-
ційних схрещувань. У зв’язку з цим метою да-
ної роботи є впровадження системи молеку-
лярного визначення ступеня генетичного по-
ліморфізму сортів пшениці та проведення мо-
лекулярно-генетичного аналізу селекційного 
і сортового матеріалу насіння озимої пшениці 
з різних селекційних центрів України і зару-
біжної селекції (див. табл. 1). 

Наявність генетичного поліморфізму послі-
довностей, які детермінують якісні характе-
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ристики зерна та стій кість до біотичних стре-
сових факторів нав колишнього середовища. 
Завдання вдосконалення ефек тивних маркер-
них систем до генів, які детермінують якісні 
показники зерна пшениці та стійкість до стре-
сових факторів зовнішнього середовища вирі-
шується в процесі проведення молекулярно-
гене тич ного аналізу.

1. ГЕНИ ПШЕНИЦІ, ЯКІ ДЕТЕРМІНУЮТЬ 

ЯКІСНІ ХАРАКТЕРИСТИКИ ЗЕРНА ТА СТІЙКІСТЬ 

ДО СТРЕСОВИХ ФАКТОРІВ ПШЕНИЦІ

Селекційна цінність сортів м’якої пшени ці, 
які містять пшенично-житню транслокацію 
1BL.1RS та транслокацію 1АL.1RS, зумовле-
на стійкістю до абіотичних та біотичних чин-
ників [1—4]. Сорти пшениці з транслокацією 

Таблиця 1
Перелік наданих для аналізу сортів пшениці

Походження Сорти

Інститут фізіології рослин і генетики НАН України, 
м. Київ

Нива Київщини, Подолянка, Фаворитка, Володарка, Ново ки-
їв ська, Ятрань 60, Київська остиста, Солоха, Чорнява, Сот ни ця, 
Полянка, Борія, Гілея, Золото України, Здобуток, Грез дів лиця, 
Доброслава, Новосмуглянка, Соломія, Щедрівка Київська

Інститут фізіології рослин і генетики НАН України і 
Миронівський інститут пшениці ім. В.М. Ремесла 
НААН України, м. Миронівка

Переяславка, Сонечко, Наталка, Пивна, Ласуня, Крижинка, 
Веснянка, Богдана, Колумбія, Золотоколоса, Смуглянка, 
Славна, Спасівка

Миронівський інститут пшениці ім. В.М. Ремесла 
НААН України, м. Миронівка

Миронівська 808, Миронівська 30, Миронівська 61, 
Миронівська 65, Українська 246 

ННЦ «Інститут землеробства» НААН України, 
м. Київ

Поліська 90

Інститут рослинництва ім. В.Я. Юр’єва НААН України, 
м. Харків

Досконала, Статна

Селекційно-генетичний інститут — Національний 
центр насіннєзнавства та сортовивчення НААН Ук-
раїни, м. Одеса

Антонівка, Господиня, Дальницька, Єдність, Заграва, Зви тя-
га, Істина, Княгиня Ольга, Косовиця, Литанівка, Мі сія, Нива 
Одеська, Служниця, Чорноброва, Лебідка од., Ластівка од., 
Писанка, Пошана, Годувальниця, Ужинок, Білява, Куяльник, 
Одеська 51, Альбатрос од., Одеська 267, Ніконія, Селянка, 
Зорепад, Лановий, Кірія, Дюк, Небокрай, Ліона, Доброчин, 
Гурт, Красень, Турунчук, Бунчук, Польовик, Отаман 

Селекційно-генетичний інститут — Національний 
центр насіннєзнавства та сортовивчення НААН Ук-
раїни, м. Одеса

Ватажок, Зміна, Подяка, Борвій, Жайвір, Супутниця, За-
по ру ка, Хист, Пилипівка, Соната, Гармонія, Софійка, Доб-
рочинна, Ліра

Білоцерківська дослідно-селекційна станція ім. О.К. Ко-
ломієць Інституту цукрових буряків НААН України, 
м. Біла Церква

Білоцерківська н/к

Донецький інститут агропромислового виробництва 
НААН України, м. Донецьк

Донецька 46, Донецька 48 

Інститут фізіології рослин і генетики НАН України та 
Фермерське господарство «Теософ», с. Розношенське, 
Ульяновський район, Кіровоградська область 

Трипільська

Краснодарський науково-дослідний інститут сільсько-
го господарства ім. П.П. Лукьяненко, м. Краснодар, РФ

Безоста 1
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1BL.1RS зазвичай містять гени, що контролю-
ють стійкість до таких грибних патогенів, як бу-
ра іржа (Lr26), стеблова іржа (Sr31), жовта іржа 
(Yr9), борошниста роса (Pm8) [5, 2, 6] та інші гени 
стійкості до хвороб та шкідників [7]. Транслока-
ція 1АL.1RS набула поширення серед комерцій-
них сортів завдяки присутності генів стійкості 
до біотипів попелиці (Gb2, Gb6), борошнистої 
роси (Pm17), кліща [8]. Рослини пшениці з жит-
ньою транслокацією більш посухостійкі, з під-
вищеною адаптаційною здатністю, вищою вро-
жайністю, вмістом білка в зе рні [9, 10]. Прояв 
генів, локалізованих у короткому плечі 1RS жи-
та, залежить від генотипу сортів пшениці [11, 12].

Білки секаліни мають виражений негатив-
ний вплив на якість борош на [13]. Для іденти-
фікації житньої 1R-хро мо соми або її короткого 
плеча 1RS у складі пше нично-житніх транслока-
цій у сортів, ліній пше ниці використовують біо-
хімічні, молекулярно-біо логічні, цитогенетичні, 
молекулярно-ге не тичні методи [11, 14—16]. 

Якість зерна пшениці характеризується рів-
нем ак тивністі поліфенолоксидазних фермен-
тів (ПФО), які призводять до небажаного по-
темніння виробів з пшеничного борошна [17—
21]. Пшениця містить багато паралогічних ге нів 
PPO, які представлені мультигенною родиною, 
розміщуються у різних місцях і виникли шля-
хом дуплікації і подальших мутацій [22—24, 5]. 
Активність поліфенолоксидази визначається, 
головним чином, алелями РРО, що знаходяться 
у хромосомах 2-ї гомеологічної групи геномів 
пшениці А і D [25—28]. Крім того, була іден-
тифікована родина генів, що складається з ге нів 
Ppo-A2, Ppo-B2 та Ppo-D2, які також впливають 
на рівень активності ПФО [29]. Для визначен-
ня активності РРО-генів ефективними вияви-
лися STS (Sequence Tagged Site)-маркери [30, 
31]. Алельний поліморфізм генів Ppo-A2, Ppo-
B2 та Ppo-D2 виявляється за допомогою сис-
тем молекулярних маркерів, основаних на по-
лімеразних ланцюгових реакціях (ПЛР) [32].

Стійкість до проростання зерен у колосі 
(ПЗК) є також важливим якісним показником 
сорту. Червонозерні сорти пшениці, як прави-

ло, більш стійкі до ПЗК, ніж білозерні. Ця асо-
ціація між стійкістю до ПЗК і червоною піг-
ментацією зерна швидше за все спричинена 
плейотропними ефектами генів, які контролю-
ють колір зерна [33—35]. Забарвлення зерна 
пше ниці контролюється генами R-1 (гени 
Tamyb10), які є транскрипційними факторами, 
що регулюють біосинтез флавоноїдів. Один 
або більше домінантних алелей R-А1а, R-В1а, 
та/або R-D1a надають зерну червону пігмен-
тацію [36, 37]. Контроль алельного стану генів 
Tamyb10 у червонозерних сортах дозволить 
прог нозувати їх стійкість до ПЗК. 

Важливим для збереження врожаю пшениці 
є її стійкість до грибних захворювань, зокрема 
до септоріозу. Гени стійкості до септоріозу (за 
Біфом) отримали назву Stb [38]. У 2004 р. розпо-
чалася робота щодо картування гена Stb4. Було 
картовано сім локусів Stb на різних хромосомах 
[39—41]. Молекулярні системи для аналізу ге-
нів Stb і зокрема гена Stb4 будуть корисними у 
відборі цінних генотипів, стійких до септоріозу.

Зміна структури крохмалю є одним із пер-
спективних напрямів селекції зернових та поді-
ляється на два принципово відмінних підходи: 
збільшення кількості амілози та збільшення кіль-
кості амілопектину [42]. Головним ферментом 
біосинтезу амілози є асоційована з гранулами 
синтазу крохмалю GBSS I з молекулярною ма-
сою близько 60 кДа, яка має назву Wх-протеїн. 
У геномі м’якої пшениці три гомеологічні гени 
кодують ізоформи ферменту GBSS I: Wx-A1, 
Wx-B1 і Wx-D1, які розташовані у плечах хромо-
сом 7AS, 4AL і 7DS відповідно [43]. У пшениці 
кожен з генів Wx має декілька алелів. Пшениця, 
у якої поєднання трьох неактивних алелів при-
зводить до повного блокування синтезу фер-
мента GBSS І та відповідно амілози, назива єть-
ся ваксі (Wx). Сорти з кількома нуль-алелями, 
які мають де що знижений синтез амілози, на-
зиваються частково ваксі (partial Waxy) [44]. 
Нуль-алелі генів Wx-A1, Wx-В1, Wx-D1 викли-
кають нерівномірний вплив на рівень синтезу 
амілози. Най більш суттєве зниження показує 
нуль-алель ге на Wx-В1 [45]. Співвідношення 
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амі лоза/амілопектин у пшеничному крохмалі 
має надзви чайно важливе значення для техно-
логічних властивостей крохмалю та борошна 
пше ниці: ваксі-борошно характеризується вищи-
ми показ никами газоутворення та підйомної 
сили тіста [13, 46]. Додавання борошна з пшени-
ці ваксі до звичайного хлібопекарського борош-
на суттєво підвищує якість хліба [13]. Зерно Wx-
культур — ефективна сировина для одержання 
етанолу завдяки кращій доступності крохмалю 
для ензимів і, відповідно, зниження витрат енер-
гії та прискорення процесу ферментації [47].

2. ПРОТОКОЛ ДЕТЕКЦІЇ ГЕНІВ, 

ЯКІ ДЕТЕРМІНУЮТЬ ЯКІСНІ ХАРАКТЕРИСТИКИ 

ЗЕРНА ТА СТІЙКІСТЬ ПШЕНИЦІ

Для розробки молекулярно-генетичних під-
ходів з метою впровадження у селекційний про-
цес нами було обрано ряд праймерів ПЛР для 
компонентів, які обумовлюють вибіркове детек-
тування цільових алелів генів (табл. 2).

В цілому було виділено загальну ДНК, спек-
трофотометрично виміряно концентрацію очи-
щеної ДНК, нормалізовано кон центрацію до 
30 нг/мкл, проведено електрофорез загальної 
ДНК у агарозному гелі. Конт роль якості виді-
леної ДНК проводився на референтні гени од-
ночасно з реакцією на цільові гени у складі 
мультиплексних ПЛР.

Виділення та очистку загальної ДНК прово-
дили з паростків та сухого матеріалу пшениці 
за загальноприйнятою методикою [47]. Для пе-
ревірки наявності загальної рослинної ДНК піс-
ля процедури виділення застосовували метод 
електрофорезу нуклеїнових кислот в агароз-
ному гелі. Для визначення розмірів фрагмен-
тів ДНК в агарозному гелі їх порівнювали з 
маркером, який містив лінійні фрагменти ДНК 
відомої довжини і кількості. Як маркер мо-
лекулярної маси використовували λ/HindIII 
(Thermo Scientific) з розміром ампліконів, п.н.: 
23130, 9416, 6557, 4361, 2322, 2027, 564, 125, 
який вносився у лунку геля в кількості 400 нг.

Вимірювання концентрації загальної ДНК 
про водили за допомогою компактного спект-

рофотометра BioPhotometer Plus (Eppendorf) 
при довжині хвилі 260 нм. Чистоту виділеної 
ДНК оцінювали за співвідношенням поглинан-
ня при довжинах хвиль 230, 260, 280 та 320 нм. 
Стандартизацію зразків, відповідно до виміря-
них концентрацій, проводили шляхом розве-
дення препаратів ДНК до 30 нг/мкл.

Для оптимізації ряду реакцій використову-
вали техніку нисхідної та градієнтної ПЛР. 

Для швидкої та надійної детекції досліджу-
ваних генів або генетичних послідовностей, які 
детермінують якісні характеристики зерна та 
стійкість до біотичних та абіотичних стресо-
вих факторів, було розроблено і оптимізовано 
методики проведення уніплексних та мульти-
плексних полімеразних ланцюгових реакцій 
(табл. 3). Ме то дика мультиплексного визна-
чення передбачає синтез в одній пробірці де-
кількох ділянок ДНК, обмежених декількома 
різними парами праймерів. Для гена або ці-
льової ділянки ДНК підбирають пари прайме-
рів, за допомогою яких проводять ампліфіка-
цію необхідних ділянок характерної довжини 
для чіткої ідентифікації.

Реакційні суміші включали: специфічні прай-
мери (Metabion) (табл. 2), по 2 мкл буфера для 
ПЛР 10хDreamTaq™ Green Buffer (Thermo Sci-
en ti fic), по 0,2 мМ кожного дезокси ри бо нук-
лео зид-3-фосфату (Thermo Scientific), 0,5 од. по-
лімерази DreamTaq™ DNA Polymerase (Ther-
mo Scientific), 30 нг сумарної ДНК, деіонізова-
ну воду Milli-Q до кінцевого об’єму 20 мкл. 

Програми ампліфікацій були такими:
1. Мультиплексна ПЛР для виявлення ти-

пу пшенично-житньої транслокації з викорис-
танням гена TaTM20 як референтного: почат-
кова денатурація 3 хв при 94 °С, 34 цикли де-
натурація 30 с при 94 °С, ренатурація 30 с при 
60 °С, елонгація 1 хв при 72 °С, фінальна елон-
гація 5 хв при 72 °С.

2. Мультиплексна ПЛР для виявлення пше-
нично-жит ньої транслокації 1AL.1RS з вико-
ристанням гена actin як референтного: почат-
кова денатурація 3 хв при 94 °С, 34 цикли — 
денатурація 30 с при 94 °С, ренатурація 30 с 
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Таблиця 2
Перелік праймерів, що використовувалися в дослідженні

№ 
пари

Нуклеотидна послідовність
Довжина фрагмента, 

який ампліфікується, п.н.
Призначення, 
специфічність

Референтні гени пшениці

1 5′-GAGGGATACACGCTTCCTCA-3′
5′-GAAAGTGCTAAGAGAGGCCAAA-3′ [36]

547 actin — кодує пшеничний 
білок актин

2 5′-AAGGGTTGCTCCTCTTCGCGATCT-TG-3′
5′-GTACATGCCAGCACCGTATGGATTG-3′ [10]

934 TaTM20 — ген білка-транс-
пор тера іонів металів пше-
ниці

Пшенично-житні транслокації

3 5′-TGACAACCCCCTTTCCCTCGT-3′
5′-TCATCGACGCTAAGGAGGACCC-3′ [52]

226 — 1AL.1RS
202 — 1BL.1RS 

SCM9 — визначення ти-
пу транслокації

4 5′-AACGAGGGGTTCGAGGCC-3′
5′-GAGTGTCAAACCCAACGA-3′ [51]

233, 338 — 1AL.1RS Жито — специфічні пов-
то ри RT73, визначення 
1AL.1RS

Ppo-A1 та Ppo-D1

5 5′-CCAGATACACAACTGCTGGC-3′
5′-TGATCTTGAGGTTCTCGTCG-3′ [31]

290 — Ppo-A1a 
481 — Ppo-A1b

Визначення алелів гена 
Ppo-A1

6 5′-TGAAGCTGCCGGTCATCTAC-3′
5′-AAGTTGCCCATGTCCTCGCC-3′ [31]

490 — Ppo-D1b Визначення алелів гена 
Ppo-D1

Tamyb10-A1

7 5′-CTATGTGGATGGCCTTGGAT-3′
5′-CTACCAGCTCGTTTGGGAAG-3′ [36]

665 — R-A1b Визначення алелю R-A1b 
(набір 1)

8 5′-TTTCAATCGAGTGGGCATAA-3′
5′-CCTGACGATGAGCTCCTCTT-3′ [36]

536 — R-A1а Визначення алелю R-A1а 
(набір 2)

Stb4

9 5′-TCTGTAGGCTCTCTCCGACTG-3′ 
5′-ACCTGATCAGATCCCACTCG-3′ [39]

210 — стійкі форми Наявність локусу 
Xgwm111 

Wx

10 5′-CCCCAAAGCAAAGCAGGAAAC-3′
5′-CGGCGTCGGG TCCATAGATC-3′ [53]

Після гідролізу рест рик-
тазою HindIII 
495+176 —Wx-A1a
652 — Wx-A1b

Визначення алелів гена 
Wx-A1

11 5′-CTGGCCTGCTACCTCAAGAGCAACT-3′
5′-GGTTGCGGTTGGGGTCGATGAC-3′ [54; 55]

778 — Wx-B1а
668 — Wx-B1b
804 — Wx-B1e

Визначення алелів 
Wx-B1а і Wx-B1e (набір 1)

12 5′-GTAGTAAGGTGCAAAAAAGTGCCACG-3′
5′-CAGCCTTATTGTACCAAGACCCATGTGTG-3′ [54; 55]

Визначення алелю 
Wx-B1b (набір 2)

13 5′-GCCGACGTGA AGAAGGTGGTG-3′
5′-CCCCTTGCGT CATTTGTTGTGT-3′ [56]

930 — Wx-D1a 
342 — Wx-D1b 

Визначення алелів гена 
Wx-D1
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при 61 °С, елонгація 24 с при 72 °С, фінальна 
елонгація 5 хв при 72 °С.

3. Мультиплексна ПЛР для виявлення але-
лів гена РРO-A1: початкова денатурація 3 хв 
при 94 °C, 34 цикли — денатурація 30 с при 
94 °C, ренатурація 30 с при 59 °С, елонгація 1 хв 
при 72 °С, фінальна елонгація 5 хв при 72 °С.

4. Мультиплексна нисхідна (Touchdown) ПЛР 
для виявлення алелів гена РРO-D1: початкова 
денатурація 3 хв при 94 °C, 8 циклів — денату-
рація 30 с при 94 °C, ренатурація 30 с при 68 °С 
(з кожним циклом температура зменшується на 
1 °С), елонгація 1 хв при 72 °С та 24 цик лів — 
денатурація 30 с при 94 °C, ренатурація 30 с при 
61 °С, елонгація 1 хв при 72 °С, фінальна елон-
гація 5 хв при 72 °С.

5. Мультиплексна нисхідна (Touchdown) 
ПЛР для виявлення домінантного алеля гена 
Tamyb10-A1 (набір праймерів 1): початкова де-
натурація 3 хв при 94 °C, 5 циклів — денатура-
ція 30 с при 94 °C, ренатурація 30 с при 67 °С 
(з кожним циклом температура зменшується 
на 1 °С), елонгація 43 с при 72 °С та 27 цик-
лів — де натурація 30 с при 94 °C, ренатурація 

30 с при 61 °С, елонгація 43 с при 72 °С, фі-
нальна елонгація 5 хв при 72 °С.

6. Мультиплексна ПЛР для виявлення реце-
сивного алеля гена Tamyb10-A1 (набір прайме-
рів 2): початкова денатурація 3 хв при 94 °C, 
34 цикли — денатурація 30 с при 94 °C, ренату-
рація 30 с при 56 °С, елонгація 35 с при 72 °С, 
фінальна елонгація 5 хв при 72 °С.

7. ПЛР для аналізу мікросателітного локусу 
Xgwm111, зчепленого з геном стійкості до сеп-
торіозу Stb4: початкова денатурація 3 хв при 
94 °C, 34 цикли — денатурація 30 с при 94 °C, 
ренатурація 30 с при 52 °С, елонгація 30 с при 
72 °С, фінальна елонгація 5 хв при 72 °С.

8. ПЛР для визначення алелів гена Wx-A1: 
початкова денатурація 3 хв при 94 °C, 34 ци-
кли — денатурація 30 с при 94 °C, ренатурація 
30 с при 58 °С, елонгація 40 с при 72 °С, фі-
нальна елонгація 5 хв при 72 °С. Після амплі-
фікації проводиться гідроліз продуктів реак ції 
ендонуклеазою HindIII.

9. Мультиплексна нисхідна (Touchdown) ПЛР 
для визначення алелів гена Wx-В1: початкова 
денатурація 3 хв при 94 °C, 6 циклів — денату-

Таблиця 3
Мультиплексні та уніплексні реакції 

з вказівкою кінцевої концентрації праймерів у реакції

№
пари

Мета реакції
Гени, які детектуються 

(концентрація праймерів)

1 Визначення транслокацій 1AL.1RS та 1BL.1RS SCM9 (0,5 мкМ) + TaTM20 (0,4 мкМ)

2 Визначення транслокації 1AL.1RS RТ73 (0,5 мкМ) + actin (0,25 мкМ)

3 Виявлення алелів гена РРO-A1 РРO-A1 (0,5 мкМ) + TaTM20 (0,25 мкМ)

4 Виявлення алелів гена РРO-D1 РРO-D1 (0,5 мкМ) + TaTM20 (0,3 мкМ)

5 Виявлення алелів гена Tamyb10-A1 (набір праймерів 1) Tamyb10-A1 (0,5 мкМ) + TaTM20 (0,3 мкМ)

6 Виявлення алелів гена Tamyb10-A1 (набір праймерів 2) Tamyb10-A1 (0,5 мкМ) + TaTM20 (0,15 мкМ)

7 Аналіз локусу Xgwm111, зчепленого з геном стійкості до 
септоріозу Stb4

Xgwm111 (0,5 мкМ)

8 Виявлення алелів гена Wx-А1 Wx-A1 (0,5 мкМ) + гідроліз ендонуклеазою HindIII

9 Виявлення алелів гена Wx-B1 Wx-B1 (набір 1, 0,75 мкМ) + Wx-B1 (набір 2, 0,75 
мкМ) + TaTM20 (0,5 мкМ)

10 Виявлення алелів гена Wx-D1 Wx-D1 (0,5 мкМ)
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рація 30 с при 94 °C, ренатурація 1 хв при 69 °С 
(з кожним циклом температура зменшується 
на 1 °С), елонгація 2 хв при 72 °С та 24 цик лів — 
денатурація 30 с при 94 °C, ренатурація 1 хв при 
62 °С, елонгація 2 хв при 72 °С, фінальна елон-
гація 5 хв при 72 °С.

10. Низхідна (Touchdown) ПЛР для визна-
чення алелів гена Wx-D1: початкова денатура-
ція 3 хв при 94 °C, 7 циклів — денатурація 30 с 
при 94 °C, ренатурація 30 с при 67 °С (з кож-
ним циклом температура зменшується на 1 °С), 
елонгація 1 хв при 72 °С та 25 циклів — дена-
турація 30 с при 94 °C, ренатурація 30 с при 
60 °С, елонгація 1 хв при 72 °С, фінальна елон-
гація 5 хв при 72 °С.

Реакції ампліфікації проводили в термоцик-
лерах Arctic Thermal Cycler (Fisher Thermo Sci-
entific) та Mastercycler gradient (Eppendorf). Піс-
ля про ведення ПЛР проводилась рестрикція 
продуктів ампліфікації послідовності гена Wx-
A1, для чого готувалась реакційна суміш із про-
дуктів ампліфікації (10 мкл), ендонуклеази 
ре стрикції HindIII (7,5 од.) та однократного 
буфера R (Ther mo Scientific, 10 мM Tris-HCl 
(pH 8,5), 10 мM магнію хлориду, 100 мМ калію 
хлориду, 0,1 мг/мл BSA). Рестрикція тривала 
1,5 год при 37 °С. От ри мані гідролізовані фраг-
менти надалі розділяли шляхом горизонтально-
го гель-елект ро форезу в агарозному гелі з бро-
мистим етидієм у SB-буфері при напрузі елек-
тричного поля 5 В/см. Для визначення розміру 
продуктів ампліфікації використовували маркер 
моле кулярної маси GeneRulerTM DNA Ladder 
Mix (роз мір ампліконів, п.н.: 10000, 8000, 6000, 
5000, 4000, 3500, 3000, 2500, 2000, 1500, 1200, 
1000, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200, 100). 
Ре зультати гель-електрофорезу візуалізували 
за допомогою трансілюмінатора ультрафіоле-
тового світла. Бро мистий етидій інтеркалює 
між азотистими основами дуплексу і комплекс 
флуо ресціює в УФ-променях. Отримане зобра-
ження обробляли за допомогою графічного ре-
дактора GIMP та MS Power Point.

Визначення активності поліфенолоксидаз-
них ферментів виконували за допомогою фар-

бу ван ня 1%-им фенолом. Наважки по 0,1 г шро-
ту зерна пшениці заливали 700 мкл 1%-го фе-
нолу, перемішували і витримували 16 год при 
кімнатній температурі (шрот з наважок пара-
лельно аналізували шляхом мультиплексної 
ПЛР для визначення алельного стану генів 
Ppo-A1 та Ppo-D1). Центрифугували 3 хв при 
6000 об./хв. Вимірю вали довжину хвилі за-
барвленого розчину при 405 нм. Як контроль 
використовували 1%-ий фенол. Під час вимі-
ру здійснювали промивку кю вети спочатку 
70%-им етанолом, потім дистильованою во-
дою. Через кожні 5 зразків для конт ролю про-
водили вимірювання 1%-го фенолу.

Для оцінки ефективності молекулярно-ге-
не тич них підходів з визначення генів Wx про-
водили фарбування зернівок розчином йоду: 
подрібнені зернівки переносили в пробірку на 
1,5 мл, ку ди додавали 700 мкл розчину йоду 
(1:10 спиртовий розчин йоду : дистильована 
вода), перемішу вали короткочасно в шейкері. 
Результати визначали візуально за зміною за-
барвлення розчину.

Аналіз гліадинової фракції запасних білків 
пшениці здійснювали методом електрофорезу 
у поліакриламідному гелі [48].

Статистичний аналіз результатів біохіміч-
них тестів виконували стандартними метода-
ми [49], які включали розрахунок середнього 
значення дисперсії S2 і стандартного відхилен-
ня S, визначення грубих похибок з використан-
ням 3S-критерію, β-критерію і критерію Ро ма-
нівського та розрахунок надійного інтервалу 
прямого вимірювання.

3. ВИЯВЛЕННЯ ПШЕНИЧНО-ЖИТНЬОГО 

ТРАНСЛОКАТИВНОГО МАТЕРІАЛУ

У ході скринінгу зібраної колекції ДНК пше-
ниці на наявність житнього інтрогресивного ма-
теріалу за допомогою підібраних маркерних сис-
тем було досліджено 100 сортів пшениці за до-
помогою праймерів до мікросателітного локу-
су SCM9 та житоспецифічних повторів R173. 
У всіх сортів був присутній амплікон 934 п.н., 
що свідчить про адекватний перебіг реакції. Для 
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сортів, які несуть транслокацію 1AL.1RS, спо-
стерігали наявність ампліконів розміром 226 п.н., 
для сортів з 1ВL.1RS — 206 п.н., для інших — 
відсутність сигналу.

Наявність пшенично-житніх транслокацій 
різних типів було виявлено у 29-и сортів. З них 
у 19-и була виявлена 1AL.1RS транслокація, а у 
10-и — 1ВL.1RS. 27 сортів належать до київ-
ського та миронівського селекційних центрів, а 
2 — до одеського. Це може свідчити про вищу 
стійкість сортів з півночі України. Транслокації 
були виявлені як у сортах, які вже десятиріччя 
вирощуються на території України, так і серед 
нових, що показує напрямки роботи в селекцій-
них центрах центральної України. Проте в но-
вих сортах одеської селекції житнього транс-
локативного матеріалу виявлено не бу ло, що 
можна пояснити значним зниженням показни-
ків хлібопекарської якості у сортів пше ниці з 
транслокаціями в умовах степового клімату Ук-
раїни [13]. Підвищення частоти виявлення сор-
тів з транслокацією 1AL.1RS пояснюється ймо-
вірно незначним її впливом на хлібопекарські 
властивості озимої пшениці м’якої [50].

Додаткове дослідження гліадинової фракції 
білків пшениці за допомогою розділення їх ме-
тодом електрофорезу дозволило підтвердити 
достовірність виявлення житньої транслокації 
та можливості використання молекулярних 
сис тем для аналізу сортового та селекційного 
матеріалу [49].

4. АНАЛІЗ СОРТОВОГО РІЗНОМАНІТТЯ 

ПШЕНИЦІ НА НАЯВНІСТЬ АЛЕЛІВ ГЕНІВ 

ПОЛІФЕНОЛОКСИДАЗНОЇ АКТИВНОСТІ

При виявленні алелів генів Ppo-A1 та Ppo-D1 
були обрані маркери PPO33 (кодомінантний 
тип, ген Ppo-A1) та РРО29 (домінантний тип, 
ген Ppo-D1). З метою отримання ефектив них 
маркерних систем для впровадження у прик-
ладну селекцію запропоновано ввести в реак-
цію праймери до референтного гена ТаТМ20. Для 
маркера PPO33 було запропоновано викорис-
тання градієнтної ПЛР (рис. 1), для РРО29 — 
техніку низхідної ПЛР (рис. 2). 

Спостерігали амплікони 391 та 582 п.н., які 
підтверджуються аналізом відповідної послі-
довності гена Ppo-A1 з Генетичного банку (Na-
tional Center for Biotechnology Information). 
Для деяких сортів (зокрема, Гурт, Заграва, Гі-
лея) спостерігали наявність обох ампліконів, 
що свідчить про гетерогенність зерна даних 
сортів.

За використання маркера PPO-29 спостері-
гали очікуваний амплікон 490 п.н., який свід-
чить про наявність алеля b гена Ppo-D1. У всіх 
сортах виявляли амплікон розміром 934 п.н., 
який свідчить про адекватність реакції. 

Скринінг вибірки 100 сортів пшениці вітчиз-
няної селекції здійснювали за допомогою роз-
роблених мультиплексних ПЛР. Алель Ppo-A1b 
було виявлено лише у сортах Єдність та Біля-
ва (український районований сорт білозерної 
пшениці), що складає 2 % від загальної вибірки. 
У 12-и сортах спостерігали гетерогенність зер-
на за геном Ppo-A1. Це було виявлено як у ста-
ровинних (Миронівська 808), так і в сучасних 
сортах. У інших сортах ідентифікували алель 
Ppo-A1а, який визначає високий рівень актив-
ності поліфенолоксидаз. У 36-и сортах вибірки 
(36 %) був визначений алель Ppo-D1a, який 
обумовлює низькоактивну поліфенолоксидаз-
ну активність, у решти — алель Ppo-D1b. 

Для підтвердження результатів моле ку ляр-
но-генетичних систем, за допомогою яких сор-
ти пшениці були поділені на групи, враховую-
чи алельний склад генів PPO, було проведено 
серію біохімічних дослідів для визначення ак-
тивності поліфенолоксидаз, використовуючи як 
субстрат 1%-ий фенол. Для цього було обрано 
низку контрастних сортів та білозерних ліній 
із залученням ряду зарубіжних сортів. Вимі рю-
вання інтенсивності забарвлення здійснюва-
лося спектрофотометрично при довжині хвилі 
405 нм (табл. 4).

Отримані дані свідчать про високу ПФО ак-
тивність сортів Куяльник, Ятрань 60 та Недра, 
які є носіями алеля Ppo-A1а. Проте достовір-
но не можна відрізнити сорт Недра (Ppo-D1a) 
від сортів Куяльник та Ятрань 60 (Ppo-D1b). 
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Рис. 1. Електрофореграма продуктів мультиплексної ампліфікації для виявлення алелів Ppo-A1a та Ppo-A1b. Доріжки 
1—16 — досліджувані сорти; 17 — позитивний контроль (Ppo-A1b); 18 — позитивний контроль (Ppo-A1a); К — нега-

тивний контроль (ТЕ буфер); М — маркер молекулярної маси DNA Ladder Mix

Рис. 2. Електрофореграма результатів мультиплексної ПЛР для виявлення алеля Ppo-D1b. Доріжки 1—16 — дослід-
жувані сорти; 17 — позитивний контроль (Ppo-D1b); 18 — позитивний контроль (Ppo-D1а); К — негативний конт роль 

(ТЕ буфер); М — маркер молекулярної маси DNA Ladder Mix

Таблиця 4
Розподіл контрастних сортів пшениці 

за ознакою активності ПФО методом фенольної проби 

Сорт Значення А405 Активність ПФО Генотип

Білява 0,424 ± 0,100 Низька Ppo-A1b, Ppo-D1a

Куяльник 2,237 ± 0,263 Висока Ppo-A1а, Ppo-D1b

Фаворитка 0,848 ± 0,300 Середня Ppo-A1а/b, Ppo-D1b

Гренні 0,588 ± 0,215 Низька Ppo-A1а/b, Ppo-Da

Ятрань-60 2,105 ± 0,390 Висока Ppo-A1а, Ppo-D1b

Недра 2,349 ± 0,286 Висока Ppo-A1а, Ppo-D1a

Хуторянка 0,426 ± 0,105 Низька Ppo-A1а/b, Ppo-D1a

Торчинська 1,196 ± 0,360 Середня Ppo-A1а/b, Ppo-D1b

Лінія 3162 б.з. 0,462 ± 0,162 Низька Ppo-A1b, Ppo-D1a



49ISSN 1815-2066. Nauka innov. 2016, 12(2)

Впровадження молекулярних систем визначення генетичного поліморфізму озимої пшениці 

Рис. 3. Електрофореграма продуктів мультиплексної ампліфікації гена Tamyb10-A1 з праймерами набору 1. Доріжки 
1—9 — зразки пшениці, які несуть алель R-A1b; 10—15 — зразки пшениці, які несуть алель R-A1а; 16 — позитивний 
контроль; 17 — негативний контроль; 18 — негативний контроль, ТЕ буфер; М — маркер молекулярної маси GeneRuler™ 

DNA Ladder Mix 

Рис. 4. Електрофореграма продуктів мультиплексної ампліфікації гена Tamyb10-A1 з праймерами набору 2. Доріжки 
1, 2, 6—8, 11—14 — зразки пшениці, які несуть алель R-A1а; 3—5, 9—11, 15, 16 — зразки пшениці, які несуть алель 
R-A1b; 17 — позитивний контроль; 18 — негативний контроль; 19 — негативний контроль, ТЕ буфер; М — маркер 

молекулярної маси GeneRuler™ DNA Ladder Mix

Рис. 5. Електрофореграма продуктів ампліфікації локусу Xgwm111. Доріжки: 1—12 — досліджувані сорти пшениці; 
К — негативний контроль, ТЕ буфер; М — маркер молекулярної маси GeneRuler™ DNA Ladder Mix
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Сорт Білява та лінія білозерної пшениці 3162 
показали низький достовірно значимий рівень 
ПФО активності, що корелює з їх генотипом. 
Проміжний рівень активності ПФО займають 
сорти, які є гетерогенними за геном Ppo-A1. 
Отже, отримані дані показують ефективність 
молекулярно-генетичних підходів для харак-
теристики сортів за ознакою активності полі-
фенолоксидазних ферментів.

5. ВИЯВЛЕННЯ АЛЕЛЬНИХ ВАРІАНТІВ 

ГЕНА Tamyb10-A1

Для виявлення алелів гена Tamyb10-A1 про-
водили розробку мультиплексних полімеразних 
ланцюгових реакцій для двох наборів прай ме-
рів (рис. 3, 4). Для контролю адекватності пере-
бігу реакції використовували праймери до ре-
фе рентного гена TaTM20. 

За використання набору 1 спостерігали амп-
лікон 665 п.н. для сортів, які несуть домінант-
ний алель R-A1b, та для всіх зразків очікували 
амплікон 934 п.н., який свідчить про адекват-
ність перебігу реакції.

За використання набору 2 спостерігали амп-
лікон 536 п.н. для сортів, які несуть рецесив-
ний алель R-A1а, та для всіх зразків очікували 
амплі кон 934 п.н., який свідчить про адекват-
ність перебігу реакції.

За результатами проведених аналізів складе-
но характеристику 100 сортів за геном Ta myb10-
A1. Сорти з алелем R-A1b потенційно мають 
більшу стійкість до проростання в колосі.

У результаті аналізу 100 сортів пшениці бу-
ло виявлено 26 сортів, які несуть рецесивний 
алель R-A1а, що відповідає за білий колір зер-
нівки та має негативний вплив на стійкість до 
проростання в колосі. У 74 сортах виявлено до-
мінантний алель R-A1b, який потенційно по-
зитивно впливає на стійкість до проростання. 
Частота по яви рецесивного алеля є досить ви-
сокою, незважаючи на практичну відсутність 
білозерних сортів вітчизняного походження. Та-
ким чином, запропоновані молекулярні підхо-
ди оцін ки сортового матеріалу ефективні для 
впровад жен ня у селекційний процес створен-

ня як білозерних сортів, так і сортів, стійких 
до проростання в колосі. 

6. АНАЛІЗ СОРТІВ ПШЕНИЦІ 

ЗА ЛОКУСОМ Xgwm111

Для виявлення локусу Xgwm111, який лока-
лізований на хромосомі 7D на відстані 0,7 cM від 
Stb4, проводилася ПЛР зі специфічною парою 
праймерів з наступним розділенням за допомо-
гою горизонтального електрофорезу у 3%-ому 
агарозному гелі. Розмір ампліконів визначали 
використовуючи програмне забезпечення Gel-
Ana lyzer, ver. 2010a. Було запропоновано виді-
лити 3 амплікони з орієнтовним розміром 175, 
190 та 210 п.н., причому розмір амплікону 
210 п.н. за літературними даними спостеріга-
ється у стійких до септоріозу сортів. Окрім то-
го, ідентифікували другий блок ампліконів роз-
міром 125 та 135 п.н., який не корелює зі стій-
кістю, проте є цінним для генотипування сор-
тів. Результати типової ампліфікації наведені на 
рис. 5. Отри мана якість розділення продуктів 
ампліфікації у агарозному гелі виявилася при-
йнятною для чіткої ідентифікації результатів.

У результаті аналізу було виявлено 18 із 100 
сортів пшениці з ампліконом 210 п.н., що свід-
чить про наявність у даних сортів гена Stb4, 
який обумовлює стійкість до септоріозу. Сорти 
Доброчин і Подяка є гетерогенними за локу-
сом, тобто зерновий матеріал є як з генотипом 
Stb4, так і без нього. Отримані дані придатні 
для використання у селекції на стійкість пше-
ниці до септоріозу, а також можуть бути залу-
чені до генотипування нових сортів.

7. ВИЗНАЧЕННЯ АЛЕЛЬНОГО СКЛАДУ 

ГЕНІВ Wx ПШЕНИЦІ

Визначення алельного стану генів Wx про-
водили за допомогою попередньо оптимізова-
них програм та зі специфічними праймерами. 
На рис. 6 наведено типові результати візуалі-
зації фрагментів ампліфікації гена Wx-А1 піс-
ля рестрикційного аналізу.

Спостерігали амплікон розміром 652 п.н. у 
сортах, які несуть нуль-алель гена Wx-А1. Для 
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Рис. 6. Електрофореграма результатів ПЛР з рестрикційним аналізом на ген Wx-А1. Доріжки: 1—16 — дослідні зраз-
ки пшениці; 17 — контрольний зразок, який несе нуль-алель Wx-A1b гена; 18 — контрольний зразок, який несе алель 

дикого типу (Wx-A1а); К — негативний контроль; М — маркер молекулярної маси GeneRuler™ DNA Ladder Mix

Рис. 7. Електрофореграма результатів мультиплексної ампліфікації гена Wx-В1. Доріжки: 1—16 — дослідні зразки 
пшениці; 17 — контрольний зразок, який несе нуль-алель Wx-В1b гена; 18 — контрольний зразок, який несе алель 

дикого типу (Wx-В1а); К — негативний контроль; М — маркер молекулярної маси GeneRuler™ DNA Ladder Mix

Рис. 8. Електрофореграма результатів ампліфікації гена Wx-D1. Доріжки 1—16 — дослідні зразки пшениці; 17 — 
контрольний зразок, який несе нуль-алель Wx-D1b гена; 18 — контрольний зразок, який несе алель дикого типу 

(Wx-D1а); К — негативний контроль; М — маркер молекулярної маси GeneRuler™ DNA Ladder Mix
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сортів, які містять алель дикого типу ідентифі-
кували амплікони 495 та 176 п.н. Негативний 
контроль підтвердив достовірність результатів.

На рис. 7 наведені типові результати візуа-
лізації ампліфікації гена Wx-В1.

Амплікон розміром 668 п.н. спостерігали у 
сортів з нуль-алелем гена Wx-В1, а в ін ших 
зразках детектували амплікон 778 п.н., харак-
терний для алеля дикого типу. В деяких сортах 
спостерігали наявність амплікону 804 п.н., ха-
рактерного для функціонального алеля Wx-B1e. 
Амплікон розміром 934 п.н., що відповідає ге-
ну TaTM20, виявлено в усіх зразках, що свід-
чить по адекватний перебіг реакції. 

Амплікон розміром 342 п.н. є типовим для 
нуль-алеля гена Wx-D1, а 930 п.н. — для алеля 
дикого типу гена Wx-D1 (рис. 8).

Серед досліджуваних сортів був виявлений 
один ваксі-сорт пшениці одеської селекції Со-
фій ка, що підтверджено за допомогою моле ку-
лярно-генетичних аналізів наявністю нуль-але-
лей за всіма генами Wx. Усі зразки за генами 
Wx-A1 та Wx-D1 були представлені алелями ди-
кого типу. Вперше серед українських сортів пше-
ниці було виявленно функціональний алель e 
гена Wx-B1. Сорти Кірія і Красень при детекції 
гена Wx-B1 виявляли амплікон розміром 804 п.н., 
що відповідає функціональному алелю Wx-B1е. 
Сорт Селянка ніс одразу і алель дикого типу і 
функціональний алель. Отже, поліморфізм ге-
нів Wx серед досліджуваної вибірки пшениці 
виявився незначним.

Для підтвердження ефективності та досто-
вірності молекулярно-генетичних аналізів бу-
ло проведено фарбування зернівок пшениці 
розчином йоду. Для додаткового порівняння 
окрім досліджуваних сортів було використано 
ряд ліній з різним алельним складом генів Wx. 
Негативна реакція з йодом спостерігалась у 
вак сі-сортів, де відсутній крохмаль із звичною 
структурою і йод не прореагував з амілозою, а 
у ваксі-пшениці та в сорті Ятрань 60 частково 
пройшла реакція з утворенням клатрату си-
нього кольору. Отже, дана реакція є доцільною 
для визначення ваксі-генотипів пшениці.

Робота проводилася у рамках науково-тех-
нічного проекту «Впровадження молекулярних 
систем визначення генетичного й епігенетич-
ного поліморфізму озимої пшениці для отри-
мання високопродуктивних спеціалізованих сор-
тів», фінансованого НАН України. Реєст ра цій-
ний номер 0114U002736.
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ВНЕДРЕНИЕ МОЛЕКУЛЯРНЫХ СИСТЕМ 
ОПРЕДЕЛЕНИЯ ГЕНЕТИЧЕСКОГО 

ПОЛИМОРФИЗМА ОЗИМОЙ ПШЕНИЦЫ 
ДЛЯ ПОЛУЧЕНИЯ ВЫСОКОПРОДУКТИВНЫХ 

СПЕЦИАЛИЗИРОВАННЫХ СОРТОВ

Внедрены молекулярные системы определения гене-
тического полиморфизма для 100 сортов озимой пше-
ницы: проведен скрининг наличия ценных аллелей, на 
основе полимеразных цепных реакций; установлен уро-
вень распространения аллелей низкой и средней ак-

тивности полифенолоксидазных ферментов и проведе-
на валидация. Определены сорта пшеницы с ржаными 
транслокациями 1AL.1RS, 1BL.1RS, рецессивным ал-
лелем гена Tamyb10, геном устойчивости к септориозу 
Stb4, сцепленным с полиморфным локусом Xgwm111. 
Выявлен сорт вакси-пшеницы и сорта-носители нети-
пичного функционального аллеля Wx-B1е. Составлена 
характеристика 100 элитных и перспективных сортов 
пшеницы по наличию ценных аллелей генов, детерми-
нирующих качественные признаки зерна (гены PPO, 
Tamyb10-A1, Wx) и устойчивость к биотическим и абио-
тическим стрессовым факторам (ржаной транс ло ка ци-
он ный материал, Tamyb10-A1, Stb4).
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IMPLEMENTATION OF MOLECULAR 
SYSTEMS FOR IDENTIFICATION 
OF GENETIC POLYMORPHISM 

IN WINTER WHEAT 
TO OBTAIN HIGH-PERFORMANCE 

SPECIALIZED VARIETIES

The molecular genetic polymorphism detection systems 
to screen the presence of alleles in winter wheat 100 variet-
ies were developed. Polymerase chain reactions were de-
ployed to identify relevant genes. The level of allele preva-
lence of low and medium activity of polyphenol oxidase en-
zymes was defined and the validation was carried out. Wheat 
varieties carrying rye 1AL.1RS, 1BL.1RS translocations 
were characterized and those containing recessive allele of 
Tamyb10 gene, with Stb4 gene resistance to Septoria linked 
to polymorphic locus Xgwm111. Waxy wheat variety was 
discovered and other varieties carrying atypical functional 
Wx-B1e allele. Characteristics of 100 elite and perspective 
varieties of wheat were compiled for the presence of alleles 
of genes determining grain quality (genes PPO, Tamyb10-
A1, Wx), resistance to biotic and abiotic stress (rye trans-
locative material, Tamyb10-A1, Stb4).
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