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ДЕТЕКЦІЯ ГЕТЕРОГЕННОСТІ СОРТІВ М’ЯКОЇ ПШЕНИЦІ  
ЗА ДОПОМОГОЮ МОЛЕКУЛЯРНО-ГЕНЕТИЧНОГО МАРКЕРУ cSSFR5,  
ЩО АСОЦІЮЄТЬСЯ З ГЕНОМ СТІЙКОСТІ ДО БУРОЇ ІРЖІ (LR 34) 

Triticum aestivum L., молекулярно-генетичні маркери, ген Lr34, поліморфізм, гетерогенність сортів 

Вступ
Важко уявити сучасний селекційний процес без застосування генетичних маркерів. Серед 

них найбільшу популярність отримали ДНК-маркери, які використовуються для генотипування 
сортів та маркування у них певних ознак, зокрема стійкості до хвороб [3, 7, 8, 16, 17]. Відомо, що 
хвороби, викликані різного роду грибними патогенами, призводять до досить значних втрат вро-
жаїв пшениці. Не є виключенням цього і бура іржа, яка викликається Puccinia triticina Erikss [18]. 
Одним з підходів у селекції стійких до бурої іржі сортів є пошук та маркування генів, що відпові-
дають за їхню стійкість до цього патогену. Серед них перспективним виявився ген Lr34 [6, 14, 15].  
На відміну від більшості генів, що забезпечують резистентність до іржі й інших шкідливих гри-
бів лише протягом декількох років, ген Lr34 надає «дорослу» (adult plant resistance, APR) родову 
неспецифічну резистентність до бурої іржі і зберігає свою ефективність протягом багатьох се-
зонів [12]. Встановлено, що у пшениці Lr34 може бути представлений двома алелями: Lr34(+) –  
алель, що надає сортам стійкість до бурої іржи; Lr34(-) – алель, характерний для «чутливих» 
сортів. Враховуючи цю обставину, було розроблено кодомінантний маркер cssfr5 для визначен-
ня наявності та визначення алельного стану гена Lr34 [12]. Ця маркерна система базується на 
детекції поліморфного стану одного з екзонів гена Lr34 за допомогою проведення мультиплекс-
ної полімеразної ланцюгової реакції (ПЛР) [12]. В той же час, під час скринінгових досліджень 
сортів пшениці на наявність та визначення алельного стану локусу Lr34 вдалося помітити ще 
одну властивість цієї маркерної системи. За допомогою неї в окремих випадках можна виявити 
гетерогенність сортів, хоча про таку раніше ніде не повідомлялося. Тобто, якщо в процесі аналі-
зу виявиться, що у сорту детектуються одночасно обидва алеля за геном стійкості до бурої іржі 
Lr34, то можна припустити, що відбулося або «засмічення» сорту чужорідним генетичним мате-
ріалом, або він є гетерогенним за своєю природою (може бути представлений декількома лініями 
(біотипами)).

Мета досліджень – виявити сорти, у яких детектуються одночасно Lr34(+) та Lr34(-) алелі 
під час скринінгових досліджень сортів м’якої озимої пшениці української селекції за допомогою 
маркеру cssfr5.

Матеріали та методи досліджень
Аналізували сорти озимої м’якої пшениці, що були створені у Селекційно-генетичному ін-

ституті НААН України (в подальшому СГІ), Миронівському інституті пшениці ім. В.М. Ремесла 
НААН України (МІП) та Інституті фізіології рослин і генетики НАН України (ІФРГ). В якості 
контролю використовували сорти ‘Thatcher Lr34(+)’ (RL6058) (позитивний контроль) та ‘Thatcher 
Lr34(-)’ (негативний контроль). У цілому було проаналізовано більше ніж 80 сортів [1]. ДНК ви-
діляли з 3–5-денних проростків за допомогою ЦТАБ (броміду цетилтриметиламонію) методу [9], 
при цьому для екстракції ДНК використовували 10–15 проростків кожного сорту як окремо, так  
і їх суміш. З метою встановлення алельного стану гена Lr34 у досліджуваних сортів використо-
вували молекулярний маркер cssfr5 [12]. Для цього проводили мультиплексну ПЛР з праймерами, 
наведеними у таблиці.
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Праймери були синтезовані на синтезаторі 3400 DNA Synthesizer (Applied Biosystems, США) 
у Центрі колективного користування приладами Державної установи «Інститут харчової біотехно-
логії та геноміки НАН України». Вихідна концентрація праймерів була наступною: L34DINT9F –  
20,5 нМ, L34MINUSR – 30,9 нМ, L34SPF – 34 нМ, L34DINT13R2 – 18,3 нМ. Для проведення ПЛР 
на один зразок об’ємом 25 мкл брали 2 мкл ДНК (100 нг), 2,5 мкл 10х ПЛР-буфера з MgCl2 та KCl, 
по 1 мкл L34DINT9F і L34DINT13R2 праймерів, по 0,5 мкл L34SPF і L34MINUSR праймерів,  
0,5 мкл дНТФ (із розрахунку кінцевої концентрації 25 мМ) та 0,5 мкл ДНК-полімерази з ак-
тивністю 1000 од. (Fermentas, Литва), всі інші реактиви – компанії «Хелікон» (Helicon), Росія. 
Ампліфікацію здійснювали за наступним температурним режимом. Початкову денатурацію ДНК 
проводили при температурі 94°С протягом 3 хв. У подальшому здійснювали 45 циклів у режимі:  
денатурація – 94°С (30 сек.), віджиг праймерів – 55°С (30 сек.), елонгація – 72°С (45 сек.),  
заключна елонгація – 72°С (4 хв.). Під час ПЛР у зразків пшениці Lr34(-)/Lr34(-) відбувалася амп-
ліфікація фрагменту довжиною 523 п.н., а у Lr34(+)/Lr34(+) утворювався фрагмент довжиною  
751 п.н. [12]. Відповідно, у зразків пшениці, що мали одночасно алелі Lr34(+) та Lr34(-), амплі-
фікувалися одразу два фрагменти – 523 п.н. та 751 п.н. 

Отримані під час ПЛР продукти реакції аналізували за допомогою електрофорезу в 1,5% 
агарозному гелі. Для візуалізіції ДНК в агарозному гелі під дією ультрафіолетового світла  
застосовували бромистий етидій. З метою визначення довжини фрагментів використовували 
ДНК-маркер (O’GeneRuler™ 100 bp Plus DNA Ladder, ready-to-use, 100-3000 bp; «Fermentas», 
Литва).

Результати досліджень та їх обговорення
В результаті проведеного молекулярно-генетичного аналізу більше ніж 80 сортів пшениці 

української селекції вдалося виявити 3 сорти, у яких алелі Lr34(+) та Lr34(-) детектувалися одно-
часно (рис. 1, рис. 2). До них належать сорти: ‘Сирена СГІ’, ‘Миронівська 30’, ‘Добро чин СГІ’. 
Слід зазначити, що в нашій попередній публікації [1] згадується про гетерогенність тільки сорту 
‘Миронівська 30’. Сорти ‘Сирена СГІ’ та ‘Доброчин СГІ’ мали алель Lr34(-) і були віднесені  
до потенційно нестійких сортів. В той же час, із збільшенням вибірки рослин, що аналізували  
(10 і більше проростків рослин), вдалося виявити, що ці два сорти також мали одночасно два але-
ля Lr34(+) та Lr34(-), що може бути наслідком або елементарного «засмічення» сортів чужорід-
ним генетичним матеріалом, або гетерогенності сорту (суміші біотипів, що містять різні алелі).

Згідно наявної інформації [10, 11], сорт ‘Миронівський 30’ та його батьківська форма  
‘Миронівська 27’ відносяться до стійких до бурої іржи сортів. Це вказує на те, що сорт 
‘Миронівський 30’ повинен мати алель Lr34(+). В той же час у публікації, що присвя-
чена виявленню гена стійкості Lr34 сортів м’якої пшениці за допомогою мікросателіт-
ного маркера Xgwm 295, сорт ‘Миронівський 30’ наводять як Lr34(-) сорт [3]. Сорт ‘Си-
рена СГІ’ у каталозі СГІ наведено як стійкий до бурої іржи сорт [2]. Тому, більш ймо-
вірним є те, що цей сорт та сорт ‘Доброчин СГІ’ за своєю природою є гетерогенними.  

Таблиця. Характеристика молекулярно-генетичного маркера cssfr5, що застосовується для детекції 
алельного стану гена стійкості пшениці до бурої іржі Lr34 за допомогою ПЛР 

Маркер Праймери
Довжина 

ампліконів 
(п.н.)

Потенційна 
властивість 

сорту

cssfr5

F: L34SPF–5′GGGAGCATTATTTTTTTCCATCATG3′
R: L34DINT13R2–
5′ACTTTCCTGAAAATAATACAAGCA3′ 
F: L34DINT9F–5′TTGATGAAACCAGTTTTTTTTCTA3′
R: L34MINUSR–5′TATGCCATTTAACATAATCATGAA3′

(+)751 стійкі

(-)523 чутливі
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На користь цього також свідчить виявлена гетерогенність цих двох сортів за гліадінами  
(неопубліковані персональні дані Н.О. Козуб, Інститут захисту рослин НААНУ). Слід зазначити, 
що випадки існування генетичної гетерогенності сортів були зареєстровані іншими дослідника-
ми. Наприклад, генетичну гетерогенність сортів, але за мікросателітними маркерами, вдалося 
виявити під час дослідження локусу Хgwm 261, що маркує ген карликовості RHT8 у гексаплоїд-
ної пшениці в болгарській та бельгійській колекціях [19]. До речі, частота такої гетерогенності 
виявилася дуже низькою (лише 2 випадки з 174 проаналізованих сортів). У той же час багато 
індійських генотипів пшениці виявилися «гетерозиготними» за Lr34 геном [13]. У досліджен-
ні генетичного різноманіття  районованих у Росії сортів м’якої пшениці (Triticum aestivum L.) 
за генами, що кодують запасні білки, було встановлено, що більш ніж 50% з них характери-
зуються внутрішньосортовою гетерогенністю щодо гліадину. Досліджені сорти містили від 2  
до 8 біотипів, що різняться за алельним складом гліадинкодуючих локусів. Це може свідчити про 
досить високий рівень генетичної мінливості, яка властива для російських сортів озимої пшениці 
[4]. Значний поліморфізм було відмічено за різноманітними мікросателітними локусами при до-
слідженні молекулярно-генетичного поліморфізму українських сортів озимої м’якої пшениці [5].  

Рис.1 Результати аналізу деяких сортів пшениці  
з використанням молекулярного маркера cssfr5. 
Зразки 1–3 – сорти пшениці (‘Миронівська 30’,  
‘Антоновка СГІ’, ‘Заможність СГІ’), 4 – ДНК-маркер – 
(O’GeneRuler™ 100 bp Plus DNA Ladder). Сорт ‘Миро-
нівська 30’ («гетерозигота») представлений одночасно 
двома алелями Lr34(+) – 751 п.о. та Lr34(-) – 523 п.о.; 
сорти ‘Антоновка СГІ’ та ‘Заможність СГІ’ – одним 
алелем  Lr34(-) – 523 п.о.

Рис.2 Результати аналізу сорту пшениці 
‘Миронівська 30’ з використанням моле-
кулярного маркера cssfr5. 
1– ДНК-маркер – (O’GeneRuler™ 100 bp Plus 
DNA Ladder). Зразки 2–7 – окремі проростки 
сорту пшениці ‘Миронівська 30’. Зразок 8 – 
умовний контроль (без додавання ДНК). Алель 
Lr34(+) – 751 п.о., Lr34(-) – 523 п.о.

Зокрема у сортів селекції СГІ їх частка становить більш ніж 80% [5]. Таким чином, можна ствер-
джувати, що наявність гетерогенності у сучасних сортів пшениці не є рідкістю. Слід одразу за-
значити, що ця гетерогенність не обов’язково є наслідком «засмічення». У більшості випадків 
вона виникає як суміш ліній (біотипів). До речі, деякі дослідники вважають [5], що присутність 
у сортів декількох біотипів певною мірою забезпечує їм більшу стійкість до несприятливих зо-
внішніх умов. В той же час, згідно вимог Міжнародного союзу з охорони нових сортів рослин 
(UPOV), членом якого є Україна, всі сорти повинні бути гомогенними [5], а чистота сортів пови-
нна постійно контролюватися, зокрема з використанням молекулярно-генетичних маркерів (біл-
ків, ДНК-маркерів). Таким чином, у випадку застосування молекулярного маркеру cssfr5 дослід-
ник має подвійну користь. По-перше, він може встановити наявність та визначити алельний стан 
гена Lr34, а по-друге, – отримати інформацію стосовно гетерогенності сорту.
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Заключення
У результаті проведених досліджень локусу Lr34, який відповідає за стійкість пшениці до 

бурої іржи, більш ніж 80 сортів озимої м’якої пшениці миронівської та одеської селекцій, у сортів 
‘Миронівська 30’, ‘Доброчин СГІ’ та ‘Сирена СГІ’ детектувалося одночасно два алеля Lr34(+) 
та Lr34(-). Це може вказувати на гетерогенність вищезазначених сортів, яка є наслідком або «за-
смічення», або суміші біотипів. Таким чином, молекулярно-генетичний маркер cssfr5 може бути 
застосований не тільки для виявлення та встановлення алельного стану локусу Lr34, але й для 
визначення однорідності сорту.
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ДЕТЕКЦІЯ ГЕТЕРОГЕННОСТІ СОРТІВ М’ЯКОЇ ПШЕНИЦІ ЗА ДОПОМОГОЮ  
МОЛЕКУЛЯРНО-ГЕНЕТИЧНОГО МАРКЕРУ CSSFR5, ЩО АСОЦІЮЄТЬСЯ  
З ГЕНОМ СТІйКОСТІ ДО БУРОЇ ІРЖІ (LR 34) 
Я.В. Пірко

Інститут харчової біотехнології та геноміки НАН України

Молекулярно-генетичний маркер cssfr5, що асоціюється з геном стійкості до бурої іржі (Lr34), використа-
но для детекції гетерогенності українських сортів м’якої пшениці. З понад 80 досліджених сортів у трьох 
був встановлений внутрішньосортовий поліморфізм, тобто одночасна наявність алелей Lr34(+) та Lr34(-).  
Це може бути ознакою гетерогенності цих сортів, або наслідком їх «засмічення». Пропонується викорис-
тання маркеру cssfr5 не тільки для виявлення та встановлення алельного стану гена Lr34, але й для детекції 
однорідності сортів.  
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DETECTION OF HETEROGENEITY OF SOFT WEAT VARIETIES WITH MOLECULAR GENETIC 
MARKER CSSFR5, ASSOCIATED WITH THE GENE OF RESISTANCE TO LEAF RUST (LR 34)
Ya.V. Pirko

Institute of Food Biotechnology and Genomics of the National Academy of Sciences of Ukraine

Molecular genetic marker cssfr5, associated with the gene of resistance to leaf rust (Lr34) have been used for 
detection of heterogeneity of Ukrainian soft wheat varieties. The intravarietal polymorphism, i.e. the simultaneous 
presence of alleles Lr34 (+) and Lr34 (-), have been found in three of more than 80 varieties. This fact may be an 
indication of heterogeneity of these varieties, or the consequence of their ‘contamination’. It is proposed to use 
marker cssfr5 not only to identify and establish allelic state of gene Lr34, but also to detect the homogeneity of 
the varieties.


