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Скринінг сортів озимої м’якої пшениці на наявність пшенично-житньої 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 
центрично пшенично-житньої транслокації у геномі сортів м’якої озимої пшениці. Ме-
тоди. ДНК-аналіз за допомогою полімеразної ланцюгової реакції та електрофоретичне 
визначення продуктів ампліфікації. Результати. Виявлено сорти м’якої озимої пшени-
ці з пшенично-житньою транслокацією. Висновки. Специфічні праймери до локусів, які 
знаходяться у 1RS плечі хромосоми жита, можуть використовуватися  для аналізу сортів 
пшениці на наявність пшенично-житньої транслокації.

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

Вступ. Широке використання у селекції м’якої озимої пшениці незначної 
кількості «видатних» сортів як джерел господарсько-цінних ознак, окрім 

прогресу у підвищенні продуктивності сортів, призвело до звуження їхньої ге-
нетичної основи та збільшення спорідненості генофонду виду. Недостатня стій-
кість сучасних сортів до хвороб, шкідників, ряду екстремальних абіотичних фак-
торів стимулювала дослідження, пов’язані з пошуком відповідних генів у спо-
ріднених і віддалених видів і родів злаків.

Серед сортів, ліній та іншого селекційного матеріалу м’якої пшениці, що міс-
тять гени, одержані в результаті міжвидової та міжродової інтрогресивної гібри-
дизації, особливе місце займають форми з пшенично-житніми  транслокаціями 
[1]. Поширення одержали сорти м’якої пшениці, які містять пшенично-житню 
транслокацію 1BL.1RS, меншою мірою – транслокацію 1АL.1RS [2–4]. Аналіз 
великої кількості вітчизняних сортів озимої м’якої пшениці виявив пшенично-
житню транслокацію 1BL.1RS у 22, а транслокацію 1АL.1RS – у 4 сортів [5].

Сорти пшениці з 1BL.1RS транслокацією, як правило, містять гени, які 
контролюють стійкість до таких грибкових патогенів, як бура іржа (Lr26), сте-
блова іржа (Sr31), жовта іржа (Yr9), борошниста роса (Pm8) [6–8] та інші гени 
стійкості до хвороб та шкідників [9]. За даними [6] розташування генів стійкості 
у короткому плечі хромосоми жита 1RS  наступне: центромера – Sec1 – Lr26/ 
Sr31/Yr9 – теломера. Транслокація 1АL.1RS набула розповсюдження серед 
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комерційних сортів завдяки присутності 
генів стійкості до біотипів попелиці (Gb2, 
Gb6), борошнистої роси (Pm17), кліща 
[10].

Рослини пшениці з житньою транслока-
цією можуть бути посухостійкішими, з під-
вищеною адаптаційною здатністю, у них 
збільшується врожайність, вміст білка в 
зерні [11, 12]. У трьох сортів ярої м’якої 
пшениці, створених у Західному Сибіру за 
участю сорту Кавказ, який несе пшенично-
житню транслокацію 1BL.1RS, вміст білка і 
сирої клейковини в зерні знаходились або 
на рівні сортів, які не мали транслокації, 
або перевищували їх [13]. Слід зазначити, 
що прояв генів, які локалізовані у коротко-
му плечі 1RS жита, залежить від генотипу 
(генотипічного середовища) сортів пше-
ниці [14, 15].

Багаторічне використання і досліджен-
ня сортів із пшенично-житньою транслока-
цією 1BL.1RS дозволило з’ясувати, що ло-
кус Sec-1, який входить до її складу, вияв-
ляє негативний вплив на хлібопекарські 
якості пшениці. Професором А. Лукашев-
ським шляхом хромосомної інженерії було 
створено оригінальні транслокантні фор-
ми (1RSm.1BL), у яких замість 1RS плеча 
жита міститься модифікована 1RSm кон-
струкція. Від оригінального плеча жита 
вона відрізняється двома інтеркалярними 
вставками, які є фрагментами плеча пше-
ничної хромосоми і характеризуються від-
сутністю локусу Sec-1. Використання ліній 
з модифікованою транслокацією вважа-
ється перспективним у селекції пшениці 
[16, 17].

Для ідентифікації житньої 1R хромосо-
ми або її короткого плеча 1RS у складі пше-
нично-житніх транслокацій у сортів, ліній 
пшениці використовують біохімічні, моле-
кулярно-біологічні, цитогенетичні, молеку-
лярно-цитогенетичні методи [14, 17–19]. 
Достатньо традиційним є аналіз за біохі-
мічними маркерами – секалінами, прола-
мінами жита, які кодуються локусом Sec‑1, 

розміщеним у короткому плечі хромосоми 
1R та іншими білковими маркерами.

Перспективним є використання сучас-
них молекулярно-генетичних методів, зо-
крема мультиплексного визначення цільо-
вих генів [20, 21],  для вирішення фунда-
ментальних питань, які пов’язані з пошуком 
критеріїв для ідентифікації генетичного, 
морфологічного, фенотипового різнома-
ніття рослин. 

Завданням наших досліджень було по-
казати можливість ідентифікації сортів 
пшениці з пшенично-житньою транслока-
цією за допомогою молекулярно-генетич-
них методів.

Матеріали і методи
Об’єктами дослідження були сорти 

пшениці з пшенично-житньою транслока-
цією – Золотоколоса, Смуглянка, Фаво-
ритка, Крижинка. Як контроль на відсут-
ність транслокації використовували сорт 
Альбатрос одеський. Виділення сумарної 
ДНК проводили із 4-добових етиольованих 
проростків, використовуючи набір реаген-
тів «ДНК-сорб-С» («AmpliSens», Росія). 
Наявність пшенично-житньої транслокації 
визначали методом ПЛР (полімеразної 
ланцюгової реакції). Праймери, до локусів 
Xrems1303 та ω-secalin у геномі пшениці, 
та умови проведення ПЛР-аналізу відпові-
дали рекомендаціям авторів [17, 22, 23].

Як внутрішній контроль для полімераз-
ної ланцюгової реакції використовували 
праймери до гена гліцеральдегід-3-
фоcфат дегідрогенази (G3PDH) форвард-
ний (F) 5’-TCACCACCGAGTACATGACC-3’ 
та реверсний (R) 5’-TCGTCCTTGAG 
CTTGATGT-3’ [25], розмір амплікону 604 
п.н. Реакційна суміш містила: по 0,25 мкМ 
форвардного та реверсного праймерів, у 
буфері DreamTaq™ Green Buffer (The 
Termo Scientific), по 0,2 мМ  кожного 
дезоксирибонуклеозид-3-фосфату, 1 од. 
полімерази DreamTaq™ DNA Polymerase 
(The Termo Scientific), 50 нг сумарної ДНК, 
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деіонізовану воду Milli-Q до кінцевого 
об’єму 20 мкл. Ампліфікацію фрагментів 
ДНК проводили за такою програмою: пер-
винна денатурація становила 94 °С 4 хв та 
35 циклів: денатурація – 94 °С 30 с, реасо-
ціація – 57 °С 30 с, елонгація – 72 °С 35 с, 
кінцева елонгація – 72  °С 10 хв. Продукти 
ампліфікації розділяли методом електро-
форезу в 1,2%-му агарозному гелі з дода-
ванням 2,5 мкг/мл бромистого етидію в 
0,5 × TBE (трис-боратному) буфері, напру-
женість становила 5 В/см протягом 1,5 год 
[24]. Маркер молекулярної маси – 
GeneRuler™ DNA Ladder Mix (The Termo 
Scientific). Негативний контроль – без до-
давання матриці ДНК (ТЕ буфер, рН 8,0).

Для виявлення локусу Xrems1303 за-
стосовували праймери – 5’- TAGCACCACT 
CGCTCTCTCA -3’ (F) та 5’- TTTCCCATCAGA 
AAAATCGC -3’ (R), розмір очікуваного 
амплікону – 290 п.н. Реакційна суміш міс-
тила: по 0,25 мкМ праймерів, у буфері 
DreamTaq™ Green Buffer, по 0,2 мМ  кож-
ного дезоксирибонуклеозид-3-фосфату, 1 
од. полімерази DreamTaq™ DNA 
Polymerase, 50 нг сумарної ДНК, деіонізо-
вану воду Milli-Q до кінцевого об’єму 
20 мкл. Ампліфікацію фрагментів ДНК про-
водили у термоциклері за такою програ-
мою: первинна денатурація становила 
94 °С 4 хв та 35 циклів: денатурація – 94 °С 
30 с, реасоціація – 52 °С 30 с, елонгація – 
72 °С 23 с, кінцева елонгація – 72 °С 10 хв 
[17].

Продукти ампліфікації розділяли мето-
дом електрофорезу в 1,6%-му агарозному 
гелі з додаванням 2,5 мкг/мл бромистого 
етидію в 0,5 × TBE (трис-боратному) буфе-
рі, напруженість становила 5 В/см протя-
гом 1,5 год [24]. Маркер молекулярної 
маси – GeneRuler™ DNA Ladder Mix. Нега-
тивний контроль – без додавання матриці 
ДНК (ТЕ буфер).

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

GCTCTGGTCTCTGGGGTTGT -3’ (R), роз-
мір очікуваного амплікону – 400 п.н. Склад 
реакційної суміші для ПЛР використовува-
ли такий, як зазначено вище. Умови амплі-
фікації: первинна денатурація – 94 °С 4 хв 
та 35 циклів: денатурація – 94 °С 45 с, ре
асоціація – 65 °С 1 хв, елонгація – 72 °С 1 хв 
30 с, кінцева елонгація – 72 °С 10 хв [17]. 
Продукти ПЛР виявляли електрофоретич-
но у 1,2%-му агарозному гелі з додаван-
ням 2,5 мкг/мл бромистого етидію в 0,5 × 
TBE буфері [24].

Як внутрішній контроль в мультиплек-
сних полімеразних ланцюгових реакціях 
використовують різні гени. У нашій роботі 
застосовували праймери до гена TaТМ20 
та локусу Xrems1303. Для виявлення гена 
TaTM20 застосовували наступні праймери 
5’-AAGGGTTGCTCCTCTTCGCG ATCTTG-
3’(F) та 5’-GTACATGCCAGCACCG 
TATGGATTG-3’(R) [25]. Реакційна суміш 
включала: по 0,25 мкМ праймерів до локу-
су Xrems1303, по 0,175 мкМ праймерів до 
гена TaТМ20, по 2 мкл буфера для ПЛР 
10×DreamTaq™ Green Buffer, по 0,2 мМ  
кожного дезоксирибонуклеозид-3-фос
фату, 1 од. полімерази DreamTaq™ DNA 
Polymerase, 50 нг сумарної ДНК, деіонізо-
вану воду Milli-Q до кінцевого об’єму 20 
мкл. Використовували оригінальні умови 
ампліфікації: первинна денатурація – 94 °С 
4 хв, 9 циклів: денатурація – 94 °С 30 с, ре-
асоціація – 64 °С (зі зниженням на 1оС в 
кожному циклі) 30 с, елонгація – 72 °С 21 с 
та 25 циклів: денатурація – 94 °С 30 с, реа-
соціація – 54 °С 30 с, елонгація – 72 °С 21 с, 
кінцева елонгація – 72 °С 5 хв. Продукти 
ПЛР виявляли електрофоретично у 1,2%-
ному агарозному гелі з додаванням 2,5 
мкг/мл бромистого етидію в 0,5 × TBE бу-
фері [24].

Мультиплексну полімеразну реакцію 
проводили з використанням такого рос-
линного матеріалу: сорти Нива Київщини, 
Тюбальт, Торчинська, Переяславка, Золо-
токолоса, Смуглянка та генотипи з моди-
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Рис. 1. Електрофореграма продуктів ампліфікації гена TaG3PDH сортів м’якої пшениці: Альбатрос одеський (А–1, 
6, 7); Золотоколоса (А–2, 8, 9); Фаворитка (А–3, 10; B–1); Смуглянка (А–4; В–2, 3); Крижинка (А–5; В–4, 5); пози-
тивний контроль – сорт Зимоярка (В–6); негативний контроль – ТЕ буфер без додавання ДНК (В–7); маркер моле-
кулярної маси GeneRuler™ DNA Ladder Mix (А–11, В–8)

фікованим 1RS плечем жита, одержаним із 
відділу генетичних основ селекції Селек-
ційно-генетичного інституту – Національ-
ного центру насіннєзнавства та сортови
вчення НААН України.

Для мультиплексної полімеразної лан-
цюгової реакції на локус Sec-1 використо-
вували праймери до локусу ω-secalin та 
гена TaТМ20, які описані вище. Реакційна 
суміш містила: по 0,25 мкМ праймерів до 
локусу ω-secalin, по 0,125 мкМ праймерів 
до гена TaТМ20, по 2 мкл буфера для ПЛР 
10×DreamTaq™ Green Buffer, по 0,2 мМ 
кожного дезоксирибонуклеотид-3-фос
фату, 1 од. полімерази DreamTaq™ DNA 
Polymerase, 50 нг сумарної ДНК, деіонізо-
вану воду Milli-Q до кінцевого об’єму 
20 м кл. Умови ампліфікації: первинна де-
натурація – 94 °С 4 хв та 34 циклів: денату-
рація – 94 °С 30 с, реасоціація – 65 °С 1 хв, 
елонгація – 72 °С 27 с, кінцева елонгація – 
72 °С 5 хв [17]. Продукти ПЛР виявляли 
електрофоретично в 1,2%-ному агарозно-
му гелі з додаванням 2,5 мкг/мл бромисто-
го етидію в 0,5 × TBE буфері [24].

ПЛР-аналіз проводили у термоциклері 
Mаstercycler Personal 5332 Eppendorf.

Результати та обговорення
Одним із методів виявлення хромо-

сомних транслокацій у рослин є викорис-
тання молекулярно-генетичного аналізу 
ДНК на основі полімеразно-ланцюгової 
реакції. ПЛР-аналіз із застосуванням мо-
лекулярних маркерів є ефективним спо-
собом детекції житніх транслокацій у ге-
нотипі пшениці. У наших дослідженнях ви-
користовували праймери до локусів 
(генів), які розташовані у транслоковано-
му у геном пшениці короткому плечі хро-
мосоми 1R жита.

Визначення якості ДНК із використан-
ням праймерів до гена гліцеральдегід-3-
фофат дегідрогенази пшениці (G3PDH) 
засвідчило (рис.1), що досліджувані сорти 
містили амплікон довжиною 604 п.н., тоб-
то виділена нами ДНК із рослин пшениці є 
достатньої якості для проведення ПЛР.

Результати ПЛР-аналізу з використан-
ням специфічних праймерів до локусу 
Xrems1303 (рис. 2) засвідчили, що сорти 
Золотоколоса (А–4, 5, 6), Фаворитка (А–
7, 8, 9), Смуглянка (В–1, 2, 3) і Крижинка 
(В–4, 5, 6) містять амплікон довжиною 
290 п.н. Це підтверджує наявність у гено-
мі цих сортів пшениці короткого плеча 
хромосоми 1R жита.
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Рис. 2. Електрофореграма продуктів ампліфікації локусу Xrems1303 сортів м’якої пшениці: Альбатрос одеський (А–
1, 2, 3); Золотоколоса (А–4, 5, 6); Фаворитка (А–7, 8, 9); Смуглянка (В–1, 2, 3); Крижинка (В–4, 5, 6); негативний 
контроль – ТЕ буфер без додавання ДНК (В–7); маркер молекулярної маси GeneRuler™ DNA Ladder Mix (А–10, В– 8)

Для сорту Альбатрос одеський (А–1, 2, 
3) показана відсутність амплікону такої до-
вжини.

Аналіз ДНК досліджуваних сортів пше-
ниці із застосуванням праймерів для локу-
су ω-secalin виявив у них амплікони до-
вжиною 400 п.н. (рис. 3).

Рис. 3. Електрофореграма продуктів ампліфікації 
локусу ω-secalin сортів м’якої пшениці: Альбатрос 
одеський – 1, 2; Золотоколоса – 3, 4; Фаворитка – 
5, 6; Смуглянка – 7, 8; Крижинка – 9, 10; негативний 
контроль – ТЕ буфер без додавання ДНК–11; маркер 
молекулярної маси GeneRuler™ DNA Ladder Mix –12 

Ці продукти ампліфікації визначають 
наявність локусу ω-secalin у загальній ДНК 
пшениць сортів Золотоколоса (3, 4), Фа-
воритка (5, 6), Смуглянка(7, 8) і Крижинка 
(9, 10). У сорта Альбатрос одеський (1, 2) 
не знайдено ампліконів такої довжини, що 
свідчить про відсутність пшенично-житньої 
транслокації в даному сорті пшениці.

Особливого значення набувають ме-
тоди, які дозволяють ідентифікувати в 
одній реакції декілька ділянок ДНК, які 
обмежені різними парами праймерів. 
У нашій роботі використовували мульти-
плексні полімеразні ланцюгові реакції до 
гена TaTM20 та локусу Xrems1303, а та-
кож до гена TaTM20 та локусу ω-secalin.  
Локус Xrems1303 проявляється у сортів, 
які несуть як звичайну пшенично-житню 
транслокацію, так і у генотипів з модифі-
кованою пшенично-житньою конструкці-
єю 1RSm.1BL (рис. 4). У сортів Нива Ки-
ївщини, Тюбальт, Торчинська, Переяс-
лавка, які не містять пшенично-житніх 
транслокацій, при ампліфікації фраг-
менти довжиною 290 п.н. не визначено.

Результати мультиплексної полімераз-
ної ланцюгової реакції з праймером до ло-
кусу ω-secalin (рис. 5) свідчать про наяв-
ність цього локусу лише у сортів Золотоко-
лоса та Смуглянка, які містять звичайну 
пшенично-житню транслокацію.

У генотипах пшениці з модифікованим 
1RSm плечем жита (7–10) також не детек-
тується специфічні амплікони розміром 
400 п.н., що свідчить про відсутність локу-
су ω-secalin у досліджуваних зразках.

Метод мультиплексної полімеразної 
ланцюгової реакції дає змогу знизити ви-
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трату реактивів, забезпечує економію ро-

бочого часу та зменшує вірогідність отри-

мання хибних результатів [21].

Висловлюємо щиру вдячність доктору 

біологічних наук, професору О.І. Рибалці 

за наданий рослинний матеріал з модифі-

кованою пшенично-житньою транслока-

цією.

Висновки
Застосування методу полімеразної 

ланцюгової реакції дозволило ідентифіку-
вати пшенично-житню транслокацію у сор-
тах пшениці вітчизняної селекції. Це свід-
чить про перспективність використання 
ДНК-технологій для прискореної реаліза-
ції сучасних селекційно-генетичних про-
грам, спрямованих на створення високо-
продуктивних адаптованих сортів м’якої 
озимої пшениці.
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ПШЕНИЦЫ НА НАЛИЧИЕ  
ПШЕНИЧНО-РЖАНОЙ ТРАНСЛОКАЦИИ  
С ПОМОЩЬЮ ДНК-МАРКЕРОВ
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Цель. При помощи ПЦР-анализа с исполь-
зованием праймеров к локусам Xrems1303 и 
ω-secalin, которые расположены в коротком 
плече хромосомы 1R ржи, определить нали-
чие пшенично-ржаной транслокации в гено-
ме сортов мягкой озимой пшеницы. Методы. 
ДНК-анализ при помощи полимеразной цеп-
ной реакции и электрофоретическое опреде-
ление продуктов амплификации. Результаты. 
Определено наличие пшенично-ржаной транс
локации в сортах мягкой озимой пшеницы. 
Выводы. Специфические праймеры к локусам, 
которые расположены в 1RS плече хромосомы 
ржи, могут использоваться для анализа сортов 
пшеницы на наличие пшенично-ржаной транс
локации.
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SCREENING OF THE WINTER WHEAT VARI-
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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.


