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Скринінг сортів озимої м’якої пшениці на наявністü пшенично-житнüої транслокації ...
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Мета. За допомогою ПЛР-аналізу з використанням праймерів до локусів Xrems1303  
та ω-secalin, які знаходяться у короткому плечі хромосоми 1R жита, виявити наявність 
öентрично пшенично-житньої транслокаöії у геномі сортів м’якої озимої пшениöі. Ме-
тоди. ДНК-аналіз за допомогою полімеразної ланöюгової реакöії та електрофоретичне 
визначення продуктів ампліфікаöії. Резулüтати. Виявлено сорти м’якої озимої пшени-
öі з пшенично-житньою транслокаöією. Висновки. Спеöифічні праймери до локусів, які 
знаходяться у 1RS плечі хромосоми жита, можуть використовуватися  для аналізу сортів 
пшениöі на наявність пшенично-житньої транслокаöії.

Ключові слова: Triticum aestivum L., ДНК-маркери, ПЛР-аналіз, мультиплексна ПЛР, 
житньо-пшенична  транслокаöія.

Вñòуп. Широке використання у селекц³ї ì’якої озиìої пшениц³ незначної 
к³лькост³ «видатних» сорт³в як джерел господарсько-ц³нних ознак, окр³ì 

прогресу у п³двищенн³ продуктивност³ сорт³в, призвело до звуження їхньої ге-
нетичної основи та зб³льшення спор³дненост³ генофонду виду. Íедостатня ст³й-
к³сть сучасних сорт³в до хвороб, шк³дник³в, ряду екстреìальних аб³отичних фак-
тор³в стиìулювала досл³дження, пов’язан³ з пошукоì в³дпов³дних ген³в у спо-
р³днених ³ в³ддалених вид³в ³ род³в злак³в.

ñеред сорт³в, л³н³й та ³ншого селекц³йного ìатер³алу ì’якої пшениц³, що ì³с-
тять гени, одержан³ в результат³ ì³жвидової та ì³жродової ³нтрогресивної г³бри-
дизац³ї, особливе ì³сце зайìають форìи з пшенично-житн³ìи  транслокац³яìи 
[1]. Поширення одержали сорти ì’якої пшениц³, як³ ì³стять пшенично-житню 
транслокац³ю 1BL.1RS, ìеншою ì³рою – транслокац³ю 1àL.1RS [2–4]. àнал³з 
великої к³лькост³ в³тчизняних сорт³в озиìої ì’якої пшениц³ виявив пшенично-
житню транслокац³ю 1BL.1RS у 22, а транслокац³ю 1àL.1RS – у 4 сорт³в [5].

ñорти пшениц³ з 1BL.1RS транслокац³єю, як правило, ì³стять гени, як³ 
контролюють ст³йк³сть до таких грибкових патоген³в, як бура ³ржа (Lr26), сте-
блова ³ржа (Sr31), жовта ³ржа (Yr9), борошниста роса (Pm8) [6–8] та ³нш³ гени 
ст³йкост³ до хвороб та шк³дник³в [9]. За даниìи [6] розташування ген³в ст³йкост³ 
у короткоìу плеч³ хроìосоìи жита 1RS  наступне: центроìера – Sec1 – Lr26/ 
Sr31/Yr9 – телоìера. òранслокац³я 1àL.1RS набула розповсюдження серед 
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коìерц³йних сорт³в завдяки присутност³ 
ген³в ст³йкост³ до б³отип³в попелиц³ (Gb2, 
Gb6), борошнистої роси (Pm17), кл³ща 
[10].

ðослини пшениц³ з житньою транслока-
ц³єю ìожуть бути посухост³йк³шиìи, з п³д-
вищеною адаптац³йною здатн³стю, у них 
зб³льшується врожайн³сть, вì³ст б³лка в 
зерн³ [11, 12]. ó трьох сорт³в ярої ì’якої 
пшениц³, створених у Зах³дноìу ñиб³ру за 
участю сорту êавказ, який несе пшенично-
житню транслокац³ю 1BL.1RS, вì³ст б³лка ³ 
сирої клейковини в зерн³ знаходились або 
на р³вн³ сорт³в, як³ не ìали транслокац³ї, 
або перевищували їх [13]. ñл³д зазначити, 
що прояв ген³в, як³ локал³зован³ у коротко-
ìу плеч³ 1RS жита, залежить в³д генотипу 
(генотип³чного середовища) сорт³в пше-
ниц³ [14, 15].

Багатор³чне використання ³ досл³джен-
ня сорт³в ³з пшенично-житньою транслока-
ц³єю 1BL.1RS дозволило з’ясувати, що ло-
кус Sec-1, який входить до її складу, вияв-
ляє негативний вплив на хл³бопекарськ³ 
якост³ пшениц³. Професороì à. ëукашев-
ськиì шляхоì хроìосоìної ³нженер³ї було 
створено ориг³нальн³ транслокантн³ фор-
ìи (1RSm.1BL), у яких заì³сть 1RS плеча 
жита ì³ститься ìодиф³кована 1RSm кон-
струкц³я. â³д ориг³нального плеча жита 
вона в³др³зняється двоìа ³нтеркалярниìи 
вставкаìи, як³ є фрагìентаìи плеча пше-
ничної хроìосоìи ³ характеризуються в³д-
сутн³стю локусу Sec-1. âикористання л³н³й 
з ìодиф³кованою транслокац³єю вважа-
ється перспективниì у селекц³ї пшениц³ 
[16, 17].

äля ³дентиф³кац³ї житньої 1R хроìосо-
ìи або її короткого плеча 1RS у склад³ пше-
нично-житн³х транслокац³й у сорт³в, л³н³й 
пшениц³ використовують б³ох³ì³чн³, ìоле-
кулярно-б³олог³чн³, цитогенетичн³, ìолеку-
лярно-цитогенетичн³ ìетоди [14, 17–19]. 
äостатньо традиц³йниì є анал³з за б³ох³-
ì³чниìи ìаркераìи – секал³наìи, прола-
ì³наìи жита, як³ кодуються локусоì Sec-1, 

розì³щениì у короткоìу плеч³ хроìосоìи 
1R та ³ншиìи б³лковиìи ìаркераìи.

Перспективниì є використання сучас-
них ìолекулярно-генетичних ìетод³в, зо-
креìа ìультиплексного визначення ц³льо-
вих ген³в [20, 21],  для вир³шення фунда-
ìентальних питань, як³ пов’язан³ з пошукоì 
критер³їв для ³дентиф³кац³ї генетичного, 
ìорфолог³чного, фенотипового р³зноìа-
н³ття рослин. 

Завданняì наших досл³джень було по-
казати ìожлив³сть ³дентиф³кац³ї сорт³в 
пшениц³ з пшенично-житньою транслока-
ц³єю за допоìогою ìолекулярно-генетич-
них ìетод³в.

Ìàòåð³àëè ³ мåòодè
îб’єктаìи досл³дження були сорти 

пшениц³ з пшенично-житньою транслока-
ц³єю – Золотоколоса, ñìуглянка, Фаво-
ритка, êрижинка. Як контроль на в³дсут-
н³сть транслокац³ї використовували сорт 
àльбатрос одеський. âид³лення суìарної 
äÍê проводили ³з 4-добових етиольованих 
проростк³в, використовуючи наб³р реаген-
т³в «äÍê-сорб-ñ» («AmpliSens», ðос³я). 
Íаявн³сть пшенично-житньої транслокац³ї 
визначали ìетодоì Пëð (пол³ìеразної 
ланцюгової реакц³ї). Прайìери, до локус³в 
Xrems1303 та ω-secalin у геноì³ пшениц³, 
та уìови проведення Пëð-анал³зу в³дпов³-
дали рекоìендац³яì автор³в [17, 22, 23].

Як внутр³шн³й контроль для пол³ìераз-
ної ланцюгової реакц³ї використовували 
прайìери до гена гл³церальдег³д-3-
фоcфат дег³дрогенази (G3PDH) форвард-
ний (F) 5’-TCACCACCGAGTACATGACC-3’ 
та реверсний (R) 5’-TCGTCCTTGAG 
CTTGATGT-3’ [25], розì³р аìпл³кону 604 
п.н. ðеакц³йна суì³ш ì³стила: по 0,25 ìкì 
форвардного та реверсного прайìер³в, у 
буфер³ DreamTaq™ Green Buffer (The 
Termo Scientific), по 0,2 ìì кожного 
дезоксирибонуклеозид-3-фос фату, 1 од. 
пол³ìерази Dream Taq™ DNA Polymerase 
(The Termo Scientific), 50 нг суìарної äÍê, 
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де³он³зовану воду Milli-Q до к³нцевого 
об’єìу 20 ìкл. àìпл³ф³кац³ю фрагìент³в 
äÍê проводили за такою програìою: пер-
винна денатурац³я становила 94 °ñ 4 хв та 
35 цикл³в: денатурац³я – 94 °ñ 30 с, реасо-
ц³ац³я – 57 °ñ 30 с, елонгац³я – 72 °ñ 35 с, 
к³нцева елонгац³я – 72 °ñ 10 хв. Продукти 
аìпл³ф³кац³ї розд³ляли ìетодоì електро-
форезу в 1,2%-ìу агарозноìу гел³ з дода-
ванняì 2,5 ìкг/ìл броìистого етид³ю в 
0,5 × TBE (трис-боратноìу) буфер³, напру-
жен³сть становила 5 â/сì протягоì 1,5 год 
[24]. ìаркер ìолекулярної ìаси – 
GeneRuler™ DNA Ladder Mix (The Termo 
Scientific). Íегативний контроль – без до-
давання ìатриц³ äÍê (òå буфер, рÍ 8,0).

äля виявлення локусу Xrems1303 за-
стосовували прайìери – 5’- TAGCACCACT 
CGCTCTCTCA -3’ (F) та 5’- TTTCCCATCAGA 
AAAATCGC -3’ (R), розì³р оч³куваного 
аìпл³кону – 290 п.н. ðеакц³йна суì³ш ì³с-
тила: по 0,25 ìкì прайìер³в, у буфер³ 
DreamTaq™ Green Buffer, по 0,2 ìì кож-
ного дезоксирибонуклеозид-3-фос фату, 1 
од. пол³ìерази DreamTaq™ DNA 
Polymerase, 50 нг суìарної äÍê, де³он³зо-
вану воду Milli-Q до к³нцевого об’єìу 
20 ìкл. àìпл³ф³кац³ю фрагìент³в äÍê про-
водили у терìоциклер³ за такою програ-
ìою: первинна денатурац³я становила 
94 °ñ 4 хв та 35 цикл³в: денатурац³я – 94 °ñ 
30 с, реасоц³ац³я – 52 °ñ 30 с, елонгац³я – 
72 °ñ 23 с, к³нцева елонгац³я – 72 °ñ 10 хв 
[17].

Продукти аìпл³ф³кац³ї розд³ляли ìето-
доì електрофорезу в 1,6%-ìу агарозноìу 
гел³ з додаванняì 2,5 ìкг/ìл броìистого 
етид³ю в 0,5 × TBE (трис-боратноìу) буфе-
р³, напружен³сть становила 5 â/сì протя-
гоì 1,5 год [24]. ìаркер ìолекулярної 
ìаси – GeneRuler™ DNA Ladder Mix. Íега-
тивний контроль – без додавання ìатриц³ 
äÍê (òå буфер).

Íаявн³сть локусу ω-secalin визначали, 
застосовуючи прайìери – 5’- 
CCTTCCTCATCTTTGTCCTC -3’ (F) та 5’- 

GCTCTGGTCTCTGGGGTTGT -3’ (R), роз-
ì³р оч³куваного аìпл³кону – 400 п.н. ñклад 
реакц³йної суì³ш³ для Пëð використовува-
ли такий, як зазначено вище. óìови аìпл³-
ф³кац³ї: первинна денатурац³я – 94 °ñ 4 хв 
та 35 цикл³в: денатурац³я – 94 °ñ 45 с, ре-
асоц³ац³я – 65 °ñ 1 хв, елонгац³я – 72 °ñ 1 хв 
30 с, к³нцева елонгац³я – 72 °ñ 10 хв [17]. 
Продукти Пëð виявляли електрофоретич-
но у 1,2%-ìу агарозноìу гел³ з додаван-
няì 2,5 ìкг/ìл броìистого етид³ю в 0,5 × 
TBE буфер³ [24].

Як внутр³шн³й контроль в ìультиплек-
сних пол³ìеразних ланцюгових реакц³ях 
використовують р³зн³ гени. ó наш³й робот³ 
застосовували прайìери до гена TaТМ20 
та локусу Xrems1303. äля виявлення гена 
TaTM20 застосовували  наступн³ прайìери 
5’-AAGGGTTGCTCCTCTTCGCG ATCTTG-
3’(F) та 5’-GTACATGCCAGCACCG 
TATGGATTG-3’(R) [25]. ðеакц³йна суì³ш 
включала: по 0,25 ìкì прайìер³в до локу-
су Xrems1303, по 0,175 ìкì прайìер³в до 
гена Taòì20, по 2 ìкл буфера для Пëð 
10×DreamTaq™ Green Buffer, по 0,2 ìì 
кожного дезоксирибонуклеозид-3-фос-
фату, 1 од. пол³ìерази Dream Taq™ DNA 
Polymerase, 50 нг суìарної äÍê, де³он³зо-
вану воду Milli-Q до к³нцевого об’єìу 20 
ìкл. âикористовували ориг³нальн³ уìови 
аìпл³ф³кац³ї: первинна денатурац³я – 94 °ñ 
4 хв, 9 цик л³в: денатурац³я – 94 °ñ 30 с, ре-
асоц³ац³я – 64 °ñ (з³ зниженняì на 1оñ в 
кожноìу цикл³) 30 с, елонгац³я – 72 °ñ 21 с 
та 25 цикл³в: денатурац³я – 94 °ñ 30 с, реа-
соц³ац³я – 54 °ñ 30 с, елонгац³я – 72 °ñ 21 с, 
к³нцева елонгац³я – 72 °ñ 5 хв. Продукти 
Пëð виявляли електрофоретично у 1,2%-
ноìу агарозноìу гел³ з додаванняì 2,5 
ìкг/ìл броìистого етид³ю в 0,5 × TBE бу-
фер³ [24].

ìультиплексну пол³ìеразну реакц³ю 
проводили з використанняì такого рос-
линного ìатер³алу: сорти Íива êиївщини, 
òюбальт, òорчинська, Переяславка, Золо-
токолоса, ñìуглянка та генотипи з ìоди-
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ðис. 1. åлектрофореграìа продукт³в аìпл³ф³кац³ї гена TaG3PDH сорт³в ì’якої пшениц³: àльбатрос одеський (à–1, 
6, 7); Золотоколоса (à–2, 8, 9); Фаворитка (à–3, 10; B–1); ñìуглянка (à–4; â–2, 3); êрижинка (à–5; â–4, 5); пози-
тивний контроль – сорт Зиìоярка (â–6); негативний контроль – òå буфер без додавання äÍê (â–7); ìаркер ìоле-
кулярної ìаси GeneRuler™ DNA Ladder Mix (à–11, â–8)

ф³кованиì 1RS плечеì жита, одержаниì ³з 
в³дд³лу генетичних основ селекц³ї ñелек-
ц³йно-генетичного ³нституту – Íац³ональ-
ного центру нас³ннєзнавства та сортови-
вчення ÍààÍ óкраїни.

äля ìультиплексної пол³ìеразної лан-
цюгової реакц³ї на локус Sec-1 використо-
вували прайìери до локусу ω-secalin та 
гена TaТМ20, як³ описан³ вище. ðеакц³йна 
суì³ш ì³стила: по 0,25 ìкì прайìер³в до 
локусу ω-secalin, по 0,125 ìкì прайìер³в 
до гена TaТМ20, по 2 ìкл буфера для Пëð 
10×DreamTaq™ Green Buffer, по 0,2 ìì 
кожного дезоксирибонуклеотид-3-фос-
фату, 1 од. пол³ìерази Dream Taq™ DNA 
Polymerase, 50 нг суìарної äÍê, де³он³зо-
вану воду Milli-Q до к³нцевого об’єìу 
20 ìкл. óìови аìпл³ф³кац³ї: первинна де-
натурац³я – 94 °ñ 4 хв та 34 цикл³в: денату-
рац³я – 94 °ñ 30 с, реасоц³ац³я – 65 °ñ 1 хв, 
елонгац³я – 72 °ñ 27 с, к³нцева елонгац³я – 
72 °ñ 5 хв [17]. Продукти Пëð виявляли 
електрофоретично в 1,2%-ноìу агарозно-
ìу гел³ з додаванняì 2,5 ìкг/ìл броìисто-
го етид³ю в 0,5 × TBE буфер³ [24].

Пëð-анал³з проводили у терìоциклер³ 
Mаstercycler Personal 5332 Eppendorf.

Рåзуëüòàòè òà обãоâоðåííя
îдниì ³з ìетод³в виявлення хроìо-

соìних транслокац³й у рослин є викорис-
тання ìолекулярно-генетичного анал³зу 
äÍê на основ³ пол³ìеразно-ланцюгової 
реакц³ї. Пëð-анал³з ³з застосуванняì ìо-
лекулярних ìаркер³в є ефективниì спо-
собоì детекц³ї житн³х транслокац³й у ге-
нотип³ пшениц³. ó наших досл³дженнях ви-
користовували прайìери до локус³в 
(ген³в), як³ розташован³ у транслоковано-
ìу у геноì пшениц³ короткоìу плеч³ хро-
ìосоìи 1R жита.

âизначення якост³ äÍê ³з використан-
няì прайìер³в до гена гл³церальдег³д-3-
фофат дег³дрогенази пшениц³ (G3PDH) 
засв³дчило (рис.1), що досл³джуван³ сорти 
ì³стили аìпл³кон довжиною 604 п.н., тоб-
то вид³лена наìи äÍê ³з рослин пшениц³ є 
достатньої якост³ для проведення Пëð.

ðезультати Пëð-анал³зу з використан-
няì специф³чних прайìер³в до локусу 
Xrems1303 (рис. 2) засв³дчили, що сорти 
Золотоколоса (à–4, 5, 6), Фаворитка (à–
7, 8, 9), ñìуглянка (â–1, 2, 3) ³ êрижинка 
(â–4, 5, 6) ì³стять аìпл³кон довжиною 
290 п.н. öе п³дтверджує наявн³сть у гено-
ì³ цих сорт³в пшениц³ короткого плеча 
хроìосоìи 1R жита.
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Рèñ. 2. åлектрофореграìа продукт³в аìпл³ф³кац³ї локусу Xrems1303 сорт³в ì’якої пшениц³: àльбатрос одеський (à–
1, 2, 3); Золотоколоса (à–4, 5, 6); Фаворитка (à–7, 8, 9); ñìуглянка (â–1, 2, 3); êрижинка (â–4, 5, 6); негативний 
конт роль – òå буфер без додавання äÍê (â–7); ìаркер ìолекулярної ìаси GeneRuler™ DNA Ladder Mix (à–10, â– 8)

äля сорту àльбатрос одеський (à–1, 2, 
3) показана в³дсутн³сть аìпл³кону такої до-
вжини.

àнал³з äÍê досл³джуваних сорт³в пше-
ниц³ ³з застосуванняì прайìер³в для локу-
су ω-secalin виявив у них аìпл³кони до-
вжиною 400 п.н. (рис. 3).

Рèñ. 3. åлектрофореграìа продукт³в аìпл³ф³кац³ї 
локусу ω-secalin сорт³в ì’якої пшениц³: àльбатрос 
одеський – 1, 2; Золотоколоса – 3, 4; Фаворитка – 
5, 6; ñìуглянка – 7, 8; êрижинка – 9, 10; негативний 
конт роль – òå буфер без додавання äÍê–11; ìаркер 
ìолекулярної ìаси GeneRuler™ DNA Ladder Mix –12 

ö³ продукти аìпл³ф³кац³ї визначають 
наявн³сть локусу ω-secalin у загальн³й äÍê 
пшениць сорт³в Золотоколоса (3, 4), Фа-
воритка (5, 6), ñìуглянка(7, 8) ³ êрижинка 
(9, 10). ó сорта àльбатрос одеський (1, 2) 
не знайдено аìпл³кон³в такої довжини, що 
св³дчить про в³дсутн³сть пшенично-житньої 
транслокац³ї в даноìу сорт³ пшениц³.

îсобливого значення набувають ìе-
тоди, як³ дозволяють ³дентиф³кувати в 
одн³й реакц³ї дек³лька д³лянок äÍê, як³ 
 обìежен³ р³зниìи параìи прайìер³в. 
ó наш³й робот³ використовували ìульти-
плексн³ пол³ìеразн³ ланцюгов³ реакц³ї до 
гена TaTM20 та локусу Xrems1303, а та-
кож до гена TaTM20 та локусу ω-secalin.  
ëокус Xrems1303 проявляється у сорт³в, 
як³ несуть як звичайну пшенично-житню 
транслокац³ю, так ³ у генотип³в з ìодиф³-
кованою пшенично-житньою конструкц³-
єю 1RSm.1BL (рис. 4). ó сорт³в Íива êи-
ївщини, òюбальт, òорчинська, Переяс-
лавка, як³ не ì³стять пшенично-житн³х 
транслокац³й, при аìпл³ф³кац³ї фраг-
ìенти довжиною 290 п.н. не визна чено.

ðезультати ìультиплексної пол³ìераз-
ної ланцюгової реакц³ї з прайìероì до ло-
кусу ω-secalin (рис. 5) св³дчать про наяв-
н³сть цього локусу лише у сорт³в Золотоко-
лоса та ñìуглянка, як³ ì³стять звичайну 
пшенично-житню транслокац³ю.

ó генотипах пшениц³ з ìодиф³кованиì 
1RSm плечеì жита (7–10) також не детек-
тується специф³чн³ аìпл³кони розì³роì 
400 п.н., що св³дчить про в³дсутн³сть локу-
су ω-secalin у досл³джуваних зразках.

ìетод ìультиплексної пол³ìеразної 
ланцюгової реакц³ї дає зìогу знизити ви-
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трату реактив³в, забезпечує еконоì³ю ро-

бочого часу та зìеншує в³рог³дн³сть отри-

ìання хибних результат³в [21].

âисловлюєìо щиру вдячн³сть доктору 

б³олог³чних наук, професору î.І. ðибалц³ 

за наданий рослинний ìатер³ал з ìодиф³-

кованою пшенично-житньою транслока-

ц³єю.

Вèñíоâкè
Застосування ìетоду пол³ìеразної 

ланцюгової реакц³ї дозволило ³дентиф³ку-
вати пшенично-житню транслокац³ю у сор-
тах пшениц³ в³тчизняної селекц³ї. öе св³д-
чить про перспективн³сть використання 
äÍê-технолог³й для прискореної реал³за-
ц³ї сучасних селекц³йно-генетичних про-
граì, спряìованих на створення високо-
продуктивних адаптованих сорт³в ì’якої 
озиìої пшениц³.
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Цåëü. При поìощи Пöð-анализа с исполь-
зованиеì прайìеров к локусаì Xrems1303 и 
ω-secalin, которые расположены в короткоì 
плече хроìосоìы 1R ржи, определить нали-
чие пшенично-ржаной транслокации в гено-
ìе сортов ìягкой озиìой пшеницы. Ìåòоды. 
äÍê-анализ при поìощи полиìеразной цеп-
ной реакции и электрофоретическое опреде-
ление продуктов аìплификации. Рåзуëüòàòы. 
îпределено наличие пшенично-ржаной транс-
локации в сортах ìягкой озиìой пшеницы. 
Выâоды. ñпецифические прайìеры к локусаì, 
которые расположены в 1RS плече хроìосоìы 
ржи, ìогут использоваться для анализа сортов 
пшеницы на наличие пшенично-ржаной транс-
локации.
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SCREENING OF THE WINTER WHEAT VARI-
ETIES FOR THE PRESENCE OF WHEAT-RYE 
TRANSLOCATION BY DNA MARKERS
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Aim. Using primers to loci Xrems1303 and 
ω-secalin found in the short arm of rye 1R 
chromosome to identify the presence of wheat-
rye translocations in the genome of soft winter 
wheat varieties by PCR analysis. Methods. 
DNA analysis by polymerase chain reaction and 
electrophoretic determination of amplification 
products. Results. Varieties of soft winter wheat 
with wheat-rye translocation were discovered. 
Conclusions. Specific primers to loci found in 
1RS arm of rye chromosome can be used for 
screening of wheat varieties for the presence of 
wheat-rye translocation.

Key words: Triticum aestivum L., DNA markers, 
PCR-analysis, multiplex-PCR, rye-wheat 
translocation.


