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RAPDполиморфизм инбредных линий кукурузы (Zea Mays L.) харьковской селекции
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Цåëü. Целью данной работы было оценить генетическое разнообразие инбредных ли-
ний кукурузы харьковской селекции. Ìåòоды. Были использованы полевые методы 
оценки, лабораторный RAPD-анализ, статистический кластерный анализ 58 инбредных 
линий кукурузы. Рåзуëüòàòы. Доля полиморфных ампликонов в исследуемой выборке 
линий варьировала от 63,64 % для праймера OPU-01 до 84,21 % для праймера 
OF-10 и в среднем составила 75,93 % по всем праймерам. Генетические дистанции, 
рассчитанные по Нею и Ли варьировали от 0,0020 между образцами Харьковская 155 и 
UKY 27 до 0,0370 между образцами СМ 7 и UKY 14. В среднем генетическая дистанция 
по всей выборке составила 0,0099. Выводы. Был выявлен высокий уровень полимор-
физма изучаемых инбредных линий кукурузы харьковской селекции. Было установле-
но, что группировка линий  на основании матрицы генетических дистанций в известной 
мере объясняет не только общность происхождения линий, но и их биологические ха-
рактеристики.

Кëючåвыå ñëовà: Zea mays L., инбредные линии, полиморфизм, RAPD-анализ.

Ввåдåíèå. Êукуруза (Zea mays L.) является одной из наиболее распростра-
ненных и продуктивных злаковых культур в ìировоì зеìледелии, в тоì 

числе и в Óкраине [1]. Äлительность сроков отбора исходного ìатериала и ре-
сурсозатратность является важной проблеìой в гибридной селекции кукурузы 
[2 – 4]. Íовые возìожности в селекции и сеìеноводстве возникли благодаря 
разработке новых ìолекулярно-генетических ìетодов анализа [5 – 7]. Â прак-
тику растениеводства введен отбор с поìощью ìаркеров (Marker Assisted Se-
lection – MAS), что свидетельствует о пряìоì влиянии достижений ìолекуляр-
ной генетики на повышение эффективности решения эконоìически важных 
проблеì народного хозяйства [2, 7 – 10].

Îтбор родительских коìпонентов для создания гибридов ранее проводил-
ся с использованиеì трудоеìких селекционных приеìов. Приìенение же ге-
нетических ìаркеров для оценки генетических взаиìоотношений направлено 
на ускорение селекционного процесса.

Â Óкраине подобная проблеìатика широко разрабатывается в  Ñелекцион-
но-генетическоì институте – Íациональноì центре сеìеноведения и сорто-
изучения под руководствоì À.À. Белоусова и в Южноì биотехнологическоì 
центре растениеводства (г. Îдесса) под руководствоì Ю.Ì. Ñиволапа. Îснов-
ные направления работ – это прогнозирование уровня развития хозяйственно 
ценных признаков в популяциях кукурузы на основе связи ìежду ìолекулярны-
ìи ìаркераìи и локусаìи количественных признаков (QTL); и разработка 
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ÄÍÊ-прогнозирования подбора родитель-
ских генотипов для получения высокопро-
дуктивных гибридов кукурузы. Â ходе 
 данных работ были проанализированы 
 ìестные популяции, линии чистых зароды-
шевых плазì и инбредные линии кукурузы 
собственной селекции [2, 7 – 9].

Поскольку ранее ìолекулярно-генети-
ческий полиìорфизì линий харьковской 
селекции не был изучен, целью данной ра-
боты было оценить генетическое разнооб-
разие инбредных линий кукурузы харьков-
ской селекции с использованиеì RAPD 
(randomly amplified polymorphic DNA)  
прайìеров.

Ìàòåðèàëы è мåòоды
Â качестве ìатериала для исследова-

ний были использованы 58 инбредных ли-
ний кукурузы (Zea mays L.) из рабочей кол-
лекции лаборатории селекции и генетики 
кукурузы Èнститута растениеводства 
иì. Â.Я. Юрьева ÍÀÀÍ (табл.1).

Âыделение ÄÍÊ проводили цетавлон-
ныì ìетодоì из сìеси 6–10 зрелых сеìян 
кукурузы каждого образца [11].

Àìплификацию проводили в 20 ìкл бу-
ферной сìеси, которая включала 20 нг ге-
ноìной ÄÍÊ, 0,2 ìкл соответствующего 
прайìера, а также наборы для ПÖÐ 
GenePakTM PCR Core. 

Àìплификацию проводили на четы-
рехканальноì програììируеìоì терìо-
стате ÒП4-ПÖÐ-01-«Òерцик» при следую-
щих условиях: 1 цикл – денатурация при 
94 °Ñ – 5 ìин.; 45 циклов: 94 °Ñ – 1 ìин., от-
жиг – 36 °Ñ – 1 ìин., элонгация – 72 °Ñ – 2 
ìин; 1 цикл – дорепликация, 72 °Ñ – 7 ìин. 
Ðазделение продуктов аìплификации 
проводили ìетодоì горизонтального 
электрофореза в 1,5 % агарозноì геле в 
присутствии броìистого этидия. Êак бу-
ферную среду геля использовали трис-
ЭÄÒÀ-боратную буферную систеìу – 
0,09 Ì Òрис, 0,09 Ì Í3ÂÎ3, 0,003 Ì ЭÄÒÀ 
(рÍ 8,3) [11].

Â работе было использовано 8 прайìе-
ров, разработанных фирìой Operon 
Technologies (табл. 1). Прайìеры были 
отобраны по литературныì данныì. Îс-
новныì критериеì отбора был высокий 
уровень полиìорфизìа [4, 10, 12, 13].

Âизуализацию продуктов аìплифика-
ции осуществляли с поìощью трансиллю-
ìинатора ÒÑÐ-20 ÌÑ с последующиì фо-
тографированиеì гелей с использовани-
еì красного светофильтра. Êак ìаркер 
для определения разìеров аìплифици-
рованных фрагìентов использовали 1 kb 
DNA ladder. 

Ñтатистическая обработка ìолекуляр-
ных данных: вычисление ìолекулярной 
ìассы продуктов аìплификации проводи-
ли с поìощью програììного пакета 
«TotalLab TL120».

Òàбëèцà 1. Прайìеры использованные в 
 работе

Праймер Нуклеотидная последова-
тельность

OAC-20 ACGGAAGTGG
OF-10 GGAAGCTTGG
OP-04 AATGCGGGAG
OPA-11 CAATCGCCGT
OPP-10 TCCCGCCTAC
OPU-01 ACGGACGTCA
OPW-04 CAGAAGCGGA
OPZ-04 AGGCTGTGCT

По результатаì анализа были состав-
лены бинарные ìатрицы по каждоìу прай-
ìеру, в которых указывалось присутствие 
(1) или отсутствие (0) фрагìентов с одина-
ковой ìолекулярной ìассой на электрофо-
реграììе. Êаждый аìпликон рассìатри-
вался как отдельный генетический  локус. 

Êластеризацию и построение дендро-
граììы, деìонстрирующей близкород-
ственность линий, проводили ìетодоì 
Âарда с поìощью пакета програìì 
Statistica 6.0 на основании ìатрицы гене-
тических дистанций, рассчитанных по Íею 
и Ëи.
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Òàбëèцà 2. Биологические характеристики инбредных линий, использованных для исследования

№  в экспери-
менте Название линии Тип зерна Время до цвете-

ния, сутки Группа спелости

1 Харьковская 125 МВ Полузубовидный 57 Среднеранняя
2 UKY 1 Зубовидный 68 Среднепоздняя
3 UKY 2 Полузубовидный 68 Среднепоздняя
4 Харьковская 523 МВ Полузубовидный 59 Среднеранняя
5 UKY 3 Кремнистый 68 Среднепоздняя
6 OS 3 Зубовидный 55 Раннеспелая
7 UKY 4 Кремнистый 58 Среднеранняя
8 UKY 5 Зубовидный 69 Среднепоздняя
9 UKY 6 Зубовидный 69 Среднепоздняя

10 UKY 7 Кремнистый 63 Среднеспелая
11 UKY 8 Кремнистый 61 Среднеспелая
12 UKY 9 Кремнистый 62 Среднеспелая
13 UKY 10 Полузубовидный 64 Среднеранняя
14 UKY 11 Зубовидный 60 Среднеспелая
15 UKY 12 Полузубовидный 60 Среднеранняя
16 UKY 13 Полузубовидный 60 Среднеранняя
17 UKY 14 Зубовидный 58 Среднеранняя
18 UKY 16 Кремнистый 72 Позднеспелая
19 UKY 17 Полузубовидный 59 Среднеранняя
20 UKY 18 Кремнистый 64 Среднеспелая
21 UKY 19 Зубовидный 63 Среднеспелая
22 UKY 20 Кремнистый 64 Среднеспелая
23 UKY 21 Кремнистый 58 Среднеранняя
24 UKY 22 Кремнистый 57 Среднеранняя
25 UKY 23 Кремнистый 70 Среднепоздняя
26 UKY 24 Полузубовидный 60 Среднеранняя
27 UKY 25 Зубовидный 73 Позднеспелая
28 Co 148 Зубовидный 58 Среднеранняя
29 Пр 14 Кремнистый 60 Среднеранняя
30 IG 341 Зубовидный 67 Среднепоздняя
31 IG 421 Полузубовидный 63 Среднеспелая
32 Куш Зубовидный 55 Раннеспелая
33 Харьковская 215 зМ Зубовидный 59 Среднеранняя

Рåзуëüòàòы è обñуждåíèя
Èспользованные в работе инбредные 

линии кукурузы характеризовались из-
ìенчивостью по признакаì: тип зерна, 
вреìя от всходов до цветения и принадле-
жали к пяти группаì спелости (табл. 2)

Îбобщение приведенных в таблице 
данных свидетельствует о тоì, что по про-
должительности вегетационного периода 
исследуеìые инбредные линии распреде-
лились следующиì образоì: раннеспелая 
группа – 9,5 % линий, среднеранняя – 
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Продолжение табл. 2
№  в экспери-

менте Название линии Тип зерна Время до цвете-
ния, сутки Группа спелости

34 ХА 402 Кремнистый 67 Среднепоздняя
35 ХА 408 Зубовидный 70 Среднепоздняя
36 ХА 418 Кремнистый 69 Среднепоздняя
37 Харьковская 152 Полузубовидный 63 Среднеспелая
38 UKY 26 Зубовидный 51 Раннеспелая
39 Харьковская 144 Кремнистый 59 Среднеранняя
40 Харьковская 233 Кремнистый 54 Раннеспелая
41 Харьковская 242 Зубовидный 56 Среднеранняя
42 Харьковская 246 Полузубовидный 56 Среднеранняя
43 ХА 410 Кремнистый 67 Среднепоздняя
44 Харьковская 212 Мс Полузубовидный 58 Среднеранняя
45 ГК 26 МВ Зубовидный 59 Среднеранняя
46 Харьковская 126 МВ Полузубовидный 59 Среднеранняя
47 Харьковская 164 Полузубовидный 60 Среднеранняя
48 Харьковская 210 Зубовидный 59 Среднеранняя
49 Харьковская 174 Полузубовидный 58 Среднеранняя
50 См 7 Кремнистый 50 Раннеспелая
51 S 61 Полузубовидный 54 Раннеспелая
52 Харьковская 297 Зубовидный 63 Среднеспелая
53 UKY 27 Кремнистый 64 Среднеспелая
54 Харьковская 155 Кремнистый 59 Среднеранняя
55 ХА 412 Полузубовидный 62 Среднеспелая
56 UKY 28 Зубовидный 58 Среднеранняя
57 Харьковская 203 Кремнистый 56 Среднеранняя
58 ДС 103 Кремнистый 58 Среднеранняя

Òàбëèцà 3. Ðезультаты исследований с использованиеì RAPD прайìеров

Праймер
Доля полиморфных

ампликонов,
%

Кол-во
полиморфных

полос, шт

Общее
кол-во

полос, шт

Размер амплифициро-
ванных фрагментов, 

п.н. 
OAC-20 72,73 8 11 656 – 2 703
OF-10 84,21 16 19 126 – 2763
OP-04 80,00 8 10 440 – 3 288
OPA-11 72,73 8 11 376 – 2 896
OPP-10 77,78 7 9 317 – 2 369
OPU-01 63,64 7 11 574 – 2 610
OPW-04 78,57 11 14 574 – 2 987
OPZ-04 77,78 7 9 668 – 2 618
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Рèñ. 1. Электрофореграììа RAPD-спектров 13 образцов кукурузы, полученная при использовании прайìера 
ÎÀÑ-20. Öифраìи обозначена длина коìпонентов (пар нуклеотидов)

40,5%, среднеспелая группа – 19,5 %, 
среднепоздняя – 26,15 % и позднеспелая 
группа спелости – 4,8 % (табл. 2).

Îценка типа зерна показала, что креì-
нистый тип зерна был у 36,2 %, зубовид-
ный – у 34,5 %, полузубовидный – у 29,3 % 
исследуеìых образцов (табл. 2).

Äоля полиìорфных аìпликонов в ис-
следуеìой выборке линий варьировала от 
63,64 % для прайìера OPU-01 до 84,21 % 
для прайìера OF-10 и в среднеì состави-
ла 75,93 % по всеì прайìераì (табл. 3). 
Это значение согласуется со значенияìи, 
наблюдавшиìися в других совреìенных 
исследованиях [4, 12, 13].

Â ходе исследования установлено на-
личие 94 локусов. Àìплифицировались от 
9 (для прайìеров OPP-10, OPZ-04) до 19 
локусов (для прайìера OF-10). Ìолеку-
лярный вес аìплифицированных фраг-
ìентов варьировал от 126  до 3288 пар 
нуклеотидов (табл. 3). 

Были обнаружены ìоноìорфные аìп-
ликоны, которые отìечены на рисунке 1.

Òакже были найдены уникальные коì-
поненты. Íаприìер, аìпликон с длиной 
3203 пар нуклеотидов был идентифициро-
ван у образца UKY 20 при использовании 
прайìера ÎÀÑ-20.

Ãенетические дистанции, рассчитан-
ные по Íею и Ëи варьировали от 0,0020 
ìежду образцаìи Õарьковская 155 и UKY 

27 до 0,0370 ìежду образцаìи ÑÌ 7 и 
UKY 14. Â среднеì генетическая дистан-
ция по всей выборке составила 0,0099.

Äендрограììа, построенная ìетодоì 
Âарда по ìатрице генетических расстоя-
ний инбредных линий, представлена дву-
ìя кластераìи.

Первый кластер состоит из четырех 
групп. Âторой кластер содержит только 1 
группу линий (рис. 2). 

При более детальноì рассìотрении 
кластеров ìожно отìетить группировку 
линий относительно их филогенетическо-
го происхождения. 

Â группе 1 первого кластера рядоì 
расположились линии, иìеющие общего 
предка из ÑШÀ BS 16 – это образцы UKY 5 
и UKY 16, а также сестринские линии, иìе-
ющие в качестве предка польскую линию S 
61 плазìы Vigor и линию  из ÑШÀ Ìо 17 – 
это образцы UKY 11 и UKY 12. Â этой груп-
пе в основноì расположились линии с зу-
бовидныì типоì зерна среднеранней 
группы спелости с показателеì суток до 
цветения в среднеì 58 суток.

Âторая группа первого кластера на-
иболее ìногочисленная. Îна включает 
сестринские линии, иìеющие в качестве 
предка экзотическую линию Bofo. Это об-
разцы UKY 3, UKY 6, UKY 17 и UKY 18. Òакже 
рядоì на дендрограììе находятся линии, 
иìеющие в качестве общего предка линии 
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Рèñ. 2. Äендрограììа 58 инбредных линий кукурузы, построенная ìетодоì Âарда на основании ìатрицы генети-
ческого сходства

из ÑШÀ BSSS – это образцы UKY  22 и 
UKY 23. Â пределах одной группы также 
расположились линии, которые в качестве 
предка иìеют линию Óх 408 плазìы Iodent 
– UKY 1, UKY 21 и UKY 3, из них первые две 

являются сестринскиìи. Òакже в этой 
группе находятся линии, которые иìеют в 
качестве общего предка линию  из ÑШÀ 
B 73, которую относят к плазìе Reid – это 
линии UKY 1 и UKY 21. Â одной группе рас-
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положились линии UKY  2, UKY  3, UKY 14 с 
общиì коìпонентоì из ÑШÀ Bs 16. Îб-
щий родительский коìпонент, польская 
линия S 72, присущ линияì UKY 2, UKY 10 
и UKY 14. 

Â третьей группе расположились ли-
нии, которые относятся к среднепоздней и 
среднеспелой группаì спелости и харак-
теризуются эректоидныì расположениеì 
листьев. Это линии ÕÀ 402, ÕÀ 408, ÕÀ 410 
и ÕÀ 418.

Â четвертой группе первого кластера 
на дендрограììе располагаются линии, 
полученные из популяций – это линии UKY 
8, UKY 9 и UKY 27. Â этой группе также ря-
доì расположились две сестринские ли-
нии – это линии ÄÑ 103 и Õарьковская 203. 
Â данной группе сгруппировались линии с 
креìнистыì типоì зерна среднеспелой и 
среднеранней группаìи спелости с пока-
зателеì дней до цветения 62 суток.

При рассìотрении второго кластера 
законоìерность расположения линий от-
носительно их филогенетических отноше-
ний не выявлена. Ìожно отìетить, что в 
данноì кластере в основноì расположи-
лись линии ранней и среднеранней групп 

спелости и с зубовидныì и полузубовид-
ныì типоì зерна.

Êластеры иìеют различную наполнен-
ность образцаìи с различныì типоì зер-
на и группаìи спелости (табл. 4).

Ñ поìощью критерия c2-квадрат  была 
проверена гипотеза случайности распре-
деления образцов с известныì типоì зер-
на и группой спелости для подтверждения 
форìирования кластеров относительно 
биологических характеристик линий.

По признаку тип зерна гипотеза неза-
висиìости распределения  отвергается 
для каждой группы соответствующих клас-
теров. Àналогичная нулевая гипотеза для 
признака группа спелости приниìается 
для всех групп первого кластера и отвер-
гается для второго кластера.  

Ñледовательно, группировка линий  на 
основании ìатрицы генетических дистан-
ций в известной ìере объясняет не только 
общность происхождения линий, но и их 
биологические характеристики. 

Выводы
Òакиì образоì, при поìощи RAPD-

анализа был выявлен высокий уровень по-

Òàбëèцà 4. Ðаспределение линий внутри кластеров

№ кластера, 
группы Линии

Распределение линий
группа спелости тип зерна

доля образцов c2 доля образцов c2

Кл
ас

те
р 

1

Группа 1 1, 8, 14, 15, 18, 21, 
26, 29, 33, 41

60 % раннеспелые и 
среднеранние

4,0 90 % зуб. и п/зуб. 64,0*

Группа 2 2, 3, 4, 5, 6, 7, 9, 10, 
13, 17, 19, 20, 23, 
24, 25, 27, 28, 30, 

31, 32

55 % среднеспелые 
и среднепоздние

1,0 65 % зуб. и п/зуб 9,0*

Группа 3 34, 35, 36, 37, 38, 
40, 42, 43, 44, 46

40 % среднеранние 4,0 70 % зуб. и п/зуб. 36,0*

Группа 4 11, 12, 16, 22, 39, 
45, 53, 54, 56, 57, 58

54,5 % раннеспелые 
и среднеранние

0,8 72,7 % кремн. 20,6*

Кластер 2 47, 48, 49, 50, 51, 
52, 55

71,4 % раннеспелые 
и  среднеранние

18,3* 85,7 зуб. и п/зуб 51,0*

* – наличие существенных различий при критическоì значении c2  = 7,88
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лиìорфизìа изучаеìых инбредных линий 
кукурузы харьковской селекции, что ука-
зывает на их широкую генетическую базу. 
Òакже с поìощью ìолекулярно-генети-
ческого анализа определены филогенети-
ческие взаиìоотношения ìежду изучае-
ìыìи образцаìи, что соответствует дан-
ныì родословных линий.

Полученные генетические дистанции 
ìежду образцаìи в дальнейшеì будут ис-
пользованы в селекционной програììе 
для ìаксиìального использования гене-
тических ресурсов и для получения гибри-
дов с высокиì уровнеì гетерозиса.
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RAPD-ПÎËІÌÎÐФІЗÌ ІÍБÐÅÄÍÈÕ ËІÍІЙ 
ÊÓÊÓÐÓÄЗÈ (ZEA MAYS L.)  
ÕÀÐÊІÂÑÜÊÎЇ ÑÅËÅÊÖІЇ

В.В. Кириченко, Л.М. Чернобай, С.С. Китайова 

Інститут рослинництва ³ì. Â.Я. Юр’єва ÍÀÀÍ 
Óкраїна, 61128 ì. Õарк³в, проспект Ìосковський, 
142 
e-mail: kitayova@bk.ru

Ìåòà. Ìетою даної роботи було оц³нити ге-
нетичне р³зноìан³ття л³н³й харк³вської селек-
ц³ї. Ìåòодè. Були використан³ польов³ ìетоди 
оц³нки, лабораторний RAPD-анал³з, статистич-
ний кластерний анал³з 58 ³нбредних л³н³й куку-
рудзи. Рåзуëüòàòè. ×астка пол³ìорфних аìпл³-
кон³в в досл³джуван³й виб³рц³ л³н³й вар³ювала в³д 
63,64 % для прайìера OPU-01 до 84,21 % для 
прайìера OF-10 ³ в середньоìу склала 75,93 % 
за вс³ìа прайìераìи. Ãенетичн³ дистанц³ї, роз-
рахован³ за Íеєì ³ Ë³ вар³ювали в³д 0,0020 ì³ж 
зразкаìи Õарк³вська 155 ³ UKY 27 до 0,0370 ì³ж 
зразкаìи ÑÌ 7 ³ UKY 14. Â середньоìу генетич-
на дистанц³я по вс³й виб³рц³ склала 0,0099. Вè-
ñíовкè. Був встановлений високий р³вень пол³-
ìорф³зìу досл³джуваних ³нбредних л³н³й куку-
рудзи харк³вської селекц³ї. Було встановлено, 
що угруповання л³н³й на п³дстав³ ìатриц³ ге-
нетичних дистанц³й певною ì³рою пояснює не 
т³льки сп³льн³сть походження л³н³й, а й їхн³ б³о-
лог³чн³ характеристики.

Кëючов³ ñëовà: Zea mays L., ³нбредн³ л³н³ї, по-
л³ìорф³зì, RAPD-анал³з.
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RAPD-POLYMORPHISM IN MAIZE (ZEA MAYS 
L.) INBRED LINES OF KHARKOV BREEDING

V. V. Kirichenko, L. N. Chernobay, S. S.Kitayova 

Plant Production Institute nd.a. V.Ya.Yuriev of NAAS 
Ukraine, 61128, Kharkov, Moskovsky ave, 142  
e-mail: kitayova@bk.ru

Aim. The purpose of this study was to evaluate 
the genetic diversity of Kharkov-selected inbred 
lines of maize, because the molecular-genetic 
polymorphism of these lines has not been studied 
before. Methods. 58 inbred lines of maize were 
investigated. The methods of field estimation, 
laboratory RAPD-analysis, statistic cluster 
analysis were used. Results. The percentage 
of polymorphic amplicons in the studied sample 

lines varied from 63.64 % (OPU-01 primer) to 

84.21 % (OF-10 primer) at the average 75.93 

%. The genetic distances measured by Nei and 

Li varied from 0.0020 between Kharkovskaya 

155 and UKY 27 specimens to 0.0370 between 

SM 7 and UKY 14 ones and averaged 0.0099 

in the sample. Conclusions. High level of 

polymorphism in Kharkov-selected inbred 

lines of maize was revealed. We established 

that grouping of the lines based on the genetic 

distances array may explain in a sense not only 

the generality of lines origin, but their biological 

characteristics as well.

Key words: Zea mays L., inbred lines, polymor-

phism, RAPD-analysis.


