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SELECTION OF OPTIMAL CONDITIONS FOR DETERMINING CATALASE 
ACTIVITY IN INTAс. CELLS OF NON-PATHOGENIC CORYNEBACTERIA

The influence of the buffer solution and the reaction mixture on the determination of catalase 
activity in intact cells of Corynebacterium ammoniagenes UС. Ac-732T, Corynebacterium flavescens 
UС. Ac-611T, and Corynebacterium variabile UС. Ac-717T was investigated. It was shown that 
composition of studied buffer solutions has no significant effect on catalase activity of the strain 
С. ammoniagenes UС. Ac-732T since no statistically significant difference between the values of this 
activity has been found. In strains of С. variabile UС. Ac-717T and С. flavescens UС. Ac-611T 
statistically significant higher rates of catalase activity was revealed using the Na-K-phosphate and 
phosphate buffer solutions compared with Tris-HС. and Na-citrate. It was also established that using 
of EDTA in the determination of catalase activity in corynebacteria intact cells is unreasonable since 
the presence of detergent in the reaction mixture leads to decline of enzyme activity in all investigated 
strains of corynebacteria.

Keywords: catalase activity, non-pathogenic corynebacteria, optimal conditions, ion composition of 
buffer solutions.
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ПОЛІМОРфІЗМ ПРиРОДНих ПОПУЛЯцІй Thinopyrum 
inTermedium

Виявлено значний поліморфізм п’яти природних популяцій Thinopyrum intermedium за компо-
нентами спектра високомолекулярних глютенінів та якісними і кількісними ознаками морфології 
колоса. Встановлені компоненти спектра, за частотами яких різні популяції відрізняються і 
тому мають маркерне значення для вивчення асоціативної мінливості. За морфологічними озна-
ками виявлено зв’язок у появі деяких пар якісних ознак та асоціацію між виникненням якісних 
та кількісних ознак, що може розглядатися як наслідок адаптації рослин до абіотичних факто-
рів довкілля. Взаємозв’язок появи 2-, 3- та 5-го компонентів спектра та форми плеча луски може 
свідчити про локалізацію на довгому плечі хромосом першої гомеологічної групи хромосом генів 
морфогенезу колоскової луски.

Ключові слова: глютеніни, поліморфізм, адаптаційна мінливість, асоційоване спадкування, 
SDS електрофорез.
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Вступ
Пирій середній (Thinopyrum intermedium) – 

дикорослий злак помірного клімату, що має гекса-
плоїдний геном JJJsJsSS (2n=42) і високий потен-
ціал стійкості до абіотичних та біотичних факто-
рів. В останні роки цей вид, як і інші дикорослі 
злаки підтриби Tritiсіnae, став одним з об’єктів 
дослідження для знаходження генів-кандидатів 
стійкості рослини до певних чинників середови-
ща, реакції рослинного організму на біотичні 
та абіотичні фактори [1–3]. Вивчення поліморфіз-
му природних популяцій виду за якісними та кіль-
кісними ознаками морфології, а також за молеку-
лярно-генетичними маркерами стало на сьогодні 
центральним питанням у генетиці природних по-
пуляцій [4–6]. Одними з найбільш простих і до-
ступних таких маркерів є це глютеніни, запасні 
білки ендосперму злакових, що кодуються генами 
Glu. Вони містять дві основні фракції: високо- 
та низькомолекулярні глютеніни. Перша фракція 
є більш зручною для аналізу, оскільки на електро-
форетичному спектрі білка її компоненти не пе-
рекриваються компонентами гліадинової фракції, 
іншого білка ендосперму злаків [5; 7].

У статті наведено результати дослідження 
поліморфізму п’яти природних популяцій дико-
рослого злака Thinopyrum intermedium за генами 
Glu (молекулярно-генетичний маркер) та низ-
кою кількісних і якісних ознак морфології коло-
са, що віддзеркалюють адаптацію рослин до різ-
них умов довкілля.

Матеріали та методи 

Рослинний матеріал було зібрано у місті Кре-
менець Тернопільської області з п’яти популяцій 
Thinopyrum intermedium, що росли у різних мі-
крогеографічних умовах. Між популяціями 1 і 3 
та 4 і 5 наявна просторова ізоляція, адже популя-
ції перебували на значній відстані, на двох різних 
горах. Між популяціями 1 і 2, 2 і 3, 3 і 4 могло 
здійснюватися перехресне запилювання, отже, 
відбуватися потік генів.

Збирали по одному колосу з рослини у фазі 
воскової стиглості, по 100 рослин на популяцію. 
Оцінку за кількісними ознаками (довжина колоса, 
довжина колоска, відстань між колосками, кіль-
кість колосків на колос, кількість квіток на коло-
сок) проводили через їхнє вимірювання та розра-
хунок арифметичних середніх значень. Для оцін-
ки рослин за морфологічними ознаками (колір 
колоса, наявність опушення колоса, форма луски) 
використовували спеціально створений ключ, що 
базувався на наявному у досліджуваних популя-
ціях поліморфізмі за вказаними ознаками. Ознаки, 

що були мономорфними у всіх популяціях, не ви-
вчали. Ознаки оцінювали за допомогою біноку-
лярного стереомікроскопа, лупи та лінійки.

Електрофоретичні спектри глютенінів отри-
мували методом вертикального електрофорезу 
у 12,5 % поліакріламідному гелі з додаванням 
SDS [8]. Вивчали по 4 зернівки з кожної рослини.

Статистичну обробку результатів оцінки якіс-
них ознак виконували через порівняння частот 
різних градацій ознак за допомогою z-критерію 
для порівняння часток та критерію χ 2 для багато-
пільних таблиць. Перед статистичною обробкою 
кількісних ознак доводили відповідність розподі-
лу варіантів у вибірках закону Гауса, після чого 
використовували параметричні критерії порів-
няння: однофакторний дисперсійний аналіз, 
t-критерій, критерій Ньюмена-Кейлса [9].

Результати та обговорення

Компоненти електрофоретичного спектра 
глютенінів злаків містяться у верхній частині біл-
кового спектра. Першим кроком у роботі з визна-
чення поліморфізму був аналіз спектрів усіх зраз-
ків з популяцій 1, 3, 4 та 5. Зернівки популяції 2 
не мали сформованого ендосперму, тому не до-
сліджувалися. Оскільки у роботі передбачалось 
порівняння частот компонентів спектра в різних 
популяціях, враховували лише такі компоненти, 
які були на спектрах насінин з вибірок рослин 
усіх чотирьох популяцій. Таких компонентів було 
6 (рис. 1), їхні частоти (рі) у різних популяціях на-
ведені у табл. 1, похибка (sp) біноміальна, кіль-
кість насінин у 1, 3, 4 та 5 популяції, відповідно, 
200, 179, 158 та 89.

Рис. 1. Електрофоретичний спектр глютенінів 
Thinopyrum intermedium: 1–6 – компоненти спектрів ін-

дивідуальних зернівок пирію середнього

Частоти однойменних компонентів спектра 
у різних популяціях порівнювали за допомогою 
методу z для порівнювання часток, оскільки для 
всіх пар, що порівнювались, n1 + n2 > 200. Рівень 
значущості, прийнятий у дослідженні для 
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спростовування нульової гіпотези про відсут-
ність розбіжностей, – 0,01, z0,01 = 2,58. Різними 
є частоти компонентів спектра 1 для популяцій 
1 та 5, 3 і 5, 4 та 5, компонента 2 для популяцій  
1 та 4, 3 і 4, компонента 3 для популяцій 1 та 3,  
1 і 4, 1 та 5 і компонента 5 для популяцій 1 та 5. 
За компонентами 4 та 6 різниці між популяція-
ми не виявлено. Отримані результати є підста-
вою для подальшого застосування компонентів 
спектрів 1, 2, 3, 5 для пошуку асоційованого 
успадкування глютенінових генів, якісних 
та кількісних ознак морфології рослин.

За кожною з вивчених кількісних ознак попу-
ляції перевірялися на наявність розбіжностей між 
ними у кількісному виразі певної ознаки методом 
однофакторного дисперсійного аналізу. Статис-
тично достовірну (p < 0,01) розбіжність між різ-
ними популяціями було доведено для кожної з ви-
вчених ознак (табл. 2).

Аби встановити, між якими саме парами попу-
ляцій є достовірна різниця у кількісному виразі, 
за кожною з вивчених ознак перевіряли статис-
тичну значущість розбіжностей між середніми 
значеннями усередині дисперсійних комплексів 
із застосуванням критерію q Ньюмана-Кейлса для 
множинних порівнянь. Було встановлено, що до-
стовірна різниця між середніми значеннями існує 
для всіх міжпопуляційних пар та за всіма ознака-
ми (табл. 3). З отриманих результатів видно, що мі-
крогеографічні умови зростання суттєво вплива-
ють на варіювання кількісного виразу морфологіч-

них ознак колоса, так що обрані популяції пирію 
становлять інтерес для подальших досліджень.

Якісні та кількісні ознаки морфології колосу 
перевірили на асоціативність їхньої мінливості. 
За допомогою непараметричного критерію χ 2, 
а саме – чотирипільних та багатопільних та-
блиць спряженості, виявили залежність у мін-
ливості між певними якісними ознаками. Так, 
було виявлено асоціацію між градаціями ознак 
опушення луски та опушення стрижня у попу-
ляціях 4 та 5, в тих самих популяціях – між озна-
ками характер остистості та форма плеча, але 

такої асоціації не було виявлено для інших по-
пуляцій. На наш погляд, це може бути пов’язано 
перш за все з різними частками певних градацій 
ознак в різних популяціях. А занизька (або зави-
сока) частота однієї з градацій перешкоджає 
встановленню асоціацій між ними. У популяції 
4 було встановлено асоціацію між градаціями 
ознак характер остистості та форми кілю. У по-
пуляціях 3 та 4 – асоціацію для ознак колір зрі-
лого колоса та форма плеча і колір зрілого коло-
са та опушення колосового стрижня. Для м’якої 
пшениці (Triticum aestivum L.) відомо, що хро-
мосоми першої гомеологічної групи містять ге-
ни, які мають стосунок до формування опушен-
ня на колоскових лусках та кольору зрілого сте-
бла [10]. Отримані нами результати непрямим 
чином показують, що між пирієм середнім 
та м’якою пшеницею спостерігається гомеоло-
гія у взаємному розташуванні генів.

Таблиця 1. частоти компонентів електрофоретичного спектра глютенінів у популяціях пирію

Номер компонента  
спектра

Частоти рі ± sp компонентів у популяціях
1 3 4 5

1 0,18±0,027 0,18±0,029 0,22±0,044 0,39±0,039
2 0,38±0,034 0,33±0,035 0,19±0,041 0,15±0,029
3 0,33±0,033 0,13±0,025 0,27±0,047 0,28±0,036
4 0,11±0,022 0,09±0,021 0,09±0,031 0,10±0,023
5 0,28±0,032 0,44±0,037 0,034±0,05 0,18±0,031
6 0,11±0,022 0,08±0,02 0,15±0,038 0,09±0,022

Таблиця 2. характеристика рослин Thinopyrum intermedium за кількісними ознаками колоса

Ознака
Показники ознак x sx±  у популяціях

Fфакт.1)

1 2 3 4 5
Кількість квіток 4,4±1,26 3,4±0,67 4,0±0,82 4,6±1,37 5,7±1,50  52,3
Кількість колосків 13,7±2,12 11,4±2,46 14,1±2,22 13,9±2,12 14,9±2,47 34,7 
Довжина колоса 119,4±25,34 77,5±19,75 113,5±23,36 109,5±21,36 125,9±23,52 68,0 
Довжина колосків 12,8±1,78 10,2±1,15 12,1±1,13 12,2±1,58 13,2±1,33 64,3 
Відстань між колосками 4,9±0,81 7,0±1,01 5,6±0,88 8,3±1,23 8,4±1,43  208,2

Примітки: 1) Fфакт. – результат однофакторного дисперсійного аналізу; для df1 = 4, df2 = 499 F0,01 = 3,32, df тут і далі у таблицях – 
кількість ступенів свободи.
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Можливу наявність асоціацій у мінливості 
якісних та кількісних ознак колоса Thinopyrum 
intermedium у різних популяціях визначали з ви-
користанням t-критерію. Для цього розраховува-
ли середні значення за кількісною ознакою в гру-
пах рослин, що об’єднуються однаковою града-
цією за певною якісною ознакою. Якщо різниці 
між середніми значеннями немає, не можна 
стверджувати, що між залученими до дослі-
дження ознаками є асоціативна мінливість. 
У першій популяції було зареєстровано зв’язок 
між ознаками щільність колоса (функція відста-
ні між колосками) та опушення колоскової лус-
ки. Щільність колоса та довжина колосків асоці-
йовані з певною характеристикою за розвитком 
остей. А кількість квіток на колосок пов’язана з 
формою плеча. Зв’язок між формою плеча 
та щільністю колоса встановлено також для по-
пуляції 3. Такі важливі та залежні від умов до-
вкілля кількісні ознаки, як довжина колоса, до-
вжина колоска та кількість колосків на колос, 
у популяції 4 виявилися асоційованими з харак-
тером остей, формою кіля та кольором зрілої 
луски. У популяції 5 зв’язок між характером 
остистості та кількістю колосків на колос було 
встановлено також.

Асоціація між певними градаціями різних 
ознак може виникати внаслідок кількох чинників. 
По-перше, вона може бути обумовлена зчеплен-
ням генів, які беруть участь у контролі ознак, які 
розглядаються. Цей чинник асоціації може бути 
доведений лише через вивчення популяції, що 
розщеплюється, отриманої від гібридів F1 від 
схрещування генотипів – носіїв контрастних гра-
дацій ознак. По-друге, і саме таку асоціацію ми 
шукаємо, певна комбінація різних чинників до-

вкілля (інсоляція, вологість ґрунту та повітря, 
кількість опадів, напрямок та сила вітру, якість 
ґрунту) може викликати асоціацію генів не за зче-
пленням, а за функціонуванням [11]. Такі асоціа-
ції виникають через позитивний добір певних 
алельних комбінацій різних генів як наслідок 
пристосування рослинного організму до конкрет-
них умов довкілля. Їх важливо вивчати через те, 
що такі асоціації є своєрідними показниками при-
стосованості рослин до певних умов довкілля 
та свідоцтвом наявності в їхньому геномі таких 
позитивних алелів генів, що забезпечують при-
стосованість рослин до тих несприятливих умов 
довкілля, в яких існує популяція, що вивчається.

Для встановлення характерної картини при-
стосування популяцій пирію середнього до умов 
довкілля було зроблено спробу охарактеризува-
ти морфотипи популяції, які притаманні росли-
нам, що ростуть в різних мікрогеографічних 
умовах. Морфотип популяції – це переважання 
певних якісних та кількісних ознак у всіх рослин 
популяції. Морфотип першої популяції характе-
ризувався стовідсотковою мономорфністю 
за відсутністю зубця, округлою формою кіля, 
опушенням стрижня у вигляді зазубрин. У біль-
шої частини популяції було відсутнє опушення 
луски. Майже 87 % рослин не мали остей. 78 % 
рослин мали плече прямокутної форми. За ко-
льором 60 % рослин мали коричневе забарвлен-
ня колоса. За усіма кількісними ознаками (кіль-
кість квіток, колосків, довжина колоса, колосків, 
щільність колоса) морфотип визначали за серед-
нім значенням. Оцінили, що перша популяція 
характеризується найменшою кількістю коло-
сків та довжиною проміжку між колосками, 
в порівняні з іншими популяціями.

Таблиця 3. Результати порівняння різних популяцій за середніми значеннями вивчених кількісних ознак за 
критерієм Ньюмана-Кейлса (q)

Популяції, що 
порівнюються

Фактичне значення критерію q за ознаками
l1) qтабл.0,01Кількість 

квіток
Кількість 
колосків

Довжина 
колоса

Довжина 
колосків

Відстань між 
колосками

1 з 5 138,8 110,9 150,5 148,0 227,9 5 4,603
1 з 4 100,6 38,4 51,2 54,2 178,8 4 4,403
1 з 3 77,6 30,7 38,8 48,9 88,9 3 4,120
1 з 2 64,9 24,8 20,2 21,1 5,4 2 3,643
2 з 5 74,0 86,1 130,3 126,9 222,5 4 4,403
2 з 4 35,8 13,6 31,0 33,1 173,4 3 4,120
2 з 3 12,7 5,9 18,6 27,8 83,5 2 3,643
3 з 5  61,2 80,2 111,7 99,1 139,0 3 4,120
3 з 4 23,0 7,7 12,4 5,3 89,9 2 3,643
4 з 5 38,2 72,5 99,3 93,8 49,1 2 3,643

Примітки: 1) інтервал порівнянь, df = 495.
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Коричневе забарвлення колоса та вкорочене, 
прямокутне плече луски в першій популяції може 
мати захисний характер. Колос рихлий, є менш 
плодючим. Це може бути результатом того, що 
перша популяція росла на дуже вітряному схилі 
при інтенсивному ультрафіолетовому випроміню-
ванні на південно-східному схилі гори Воловиця.

Для третьої популяції характерна відсутність 
у всіх рослин остей та зубця на колосі. Так само 
як і в першій популяції, у рослин не виявлено 
опушення на лусці (51 %), однак наявні зазубри-
ни на стрижні колоса (95 %) та округла форма кі-
ля (89 %). Переважають видовжена форма плеча 
(43 %) та жовтий колір колоса (64 %). За кількіс-
ними ознаками третя популяція має найменшу 
кількість квіток, довжину колоса та колосків. Рос-
лини отримували недостатню кількість поживних 
речовин, адже росли на кам’янистому ґрунті.

Рослини з четвертої популяції, як і у третій 
популяції, не мають зубців на лусці, кіль округ-
лої форми у 85 % рослин, відсутнє опушення 
луски (83 %), жовтий колір колоса (54 %). Ви-
нятковими ознаками четвертої популяції є наяв-
ність опушення стрижня з волосковидними зазу-
бринами (73 %), ості (79 %) та зазубрена форма 
плеча (48 %). За кількісними ознаками – харак-
терна найменша довжина колоса. У рослин спо-
стерігалось більш інтенсивне опушення стриж-
ня та з’явились ості через вплив таких абіотич-
них факторів, як низький рівень вологості, 
висока інтенсивність ультрафіолетового опромі-
нення (росли на висоті 419 м), бідний на пожив-
ні речовини кам’янистий ґрунт.

П’ята популяція росла у найкращих умовах, 
тому характерним є відповідний морфотип. Кіль-
кісні ознаки морфології колоса рослин багато 
більші порівняно з іншими популяціями (табл. 2). 
Рослини мали найбільшу довжину колоса, коло-

сків та проміжків між ними. У колосі найбільша 
кількість квіток та колосків. Щодо якісних ознак, 
то у п’ятій популяції, як і в інших популяціях, від-
сутні рослини з опушенням луски та вираженим 
зубцем на ній, для них характерна округла форма 
кіля. Як і у третій популяції, немає остистих рос-
лин, плече луски видовжене, на колосовому 
стрижні у наявності зазубрене опушення. Зріле 
колосся має коричневий, а не жовтий колір.

Асоціацію між виразом кількісних та якісних 
ознак морфології колоса та компонентами глю-
тенінового спектра вивчали лише на популяціях 
1 та 3, оскільки для них було проаналізовано 
за глютеніновими спектрами більше рослин, ніж 
у популяціях 4 та 5. Це пов’язано з низькою кон-
центрацію білків в окремих зразках останніх по-
пуляцій, можливо, тому що рослини з популяцій 
4 та 5 характеризувалися більш пізнім цвітінням 
і на час збирання матеріалу не сформували зрі-
лої зернівки. Тому для подальшого дослідження 
були відібрані немономорфні якісні (опушення 
луски, стрижня, наявність остей, форма плеча, 
колір колоса) та кількісні ознаки з 1 та 3 популя-
ції. Перевіряли зв’язок між наявністю певних 
градацій ознак морфології з появою компонентів 
спектра глютенінів (табл. 4).

Застосовуючи критерій χ 2, а саме, таблиці 
спряженості, виявили, що рослини з прямокут-
ною формою плеча луски у першій популяції пи-
рію середнього частіше мають у глютеніновому 
спектрі 2-, 3- та 5-й компоненти спектра, ніж по-
пуляція у цілому. Такий результат може вказува-
ти на розміщення гена (генів), що має стосунок 
до морфогенезу колоса, на хромосомах першої 
гомеологічної групи поряд з генами глютенінів. 
Так само він може вказувати на якесь значення 
алельного складу гена Glu для формування мор-
фотипу рослин пирію, адаптованих до певних 

Таблиця 4. Асоціація між компонентами спектра глютенінів, появою певних градацій якісних ознак та кількіс-
них ознак у першій популяції Thinopyrum intermedium
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Фактичні значення χ2 щодо асоціації 
компонентів спектра та якісних ознак
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О
пу

ш
ен

ня
 

лу
ск

и

О
пу

ш
ен

ня
 

ст
ри

ж
ня

О
ст

і

Ф
ор

ма
 

пл
еч

а

Ко
лі

р 
лу

ск
и

К
іл

ьк
іс

ть
 

кв
іт

ок

К
іл

ьк
іс

ть
 

ко
ло

ск
ів

Д
ов

ж
ин

а 
ко

ло
са

Д
ов

ж
ин

а 
ко

ло
ск

а

Щ
іл

ьн
іс

ть
 

ко
ло

са

1 0,69 2,13 4,48 0,48 0,67 1 1,26 2,23 1,21 1,59 0,45
2 0,55 0,08 4,92 25,85 0,34 2 1,66 0,73 0,36 1,65 0,61
3 0,49 0,15 0,54 24,19 0,11 3 0,07 0,95 0,49 1,14 0,70
5 1,94 0,18 0,82 24,72 0,36 5 1,11 1,26 0,68 1,40 0,63
df 2 1 1 2 1 df 198

χ2
0,01. 9,21 6,63 6,63 9,21 6,63 tтабл.0,01 2,58

Примітки: 1) кількість ступенів свободи.
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умов зростання. Для рослин третьої популяції 
жодної асоціації не виявлено.

Асоціації між кількісними ознаками та ком-
понентами спектра досліджували за t-критерієм 
і не виявили жодного зв’язку у першій та третій 
популяціях. Значення t-критерію набаго менше 
табличного на рівні значущості 0,01, отже, під-
тверджується нульова гіпотеза про відсутність 
асоціації між вивченими кількісними ознаками 
та компонентами спектра глютенінів.

Висновки

У п’яти популяцій Thinopyrum intermedium, 
що зростають в різних мікрогеографічних умо-
вах, існує поліморфізм як за якісними та кількіс-

ним ознаками морфології колосу, так і за про-
дуктами генів глютенінів. Показано значну різ-
номанітність за компонентами спектра у всіх 
популяціях пирію середнього. Наявність різниці 
за середніми значеннями кількісних ознак у всіх 
популяціях може бути наслідком адаптації 
до різних абіотичних умов. Асоційована мінли-
вість, що її виявлено для деяких якісних ознак 
морфології колоса, демонструє їхнє адаптивне 
значення для зростання рослин у певних мікро-
географічних умовах. Наявність асоціації між 2-, 
3- та 5-м компонентами спектра глютенінів 
та формою плеча луски (1 популяція) може свід-
чити про локалізацію на хромосомах першої го-
меологічної групи генів, що беруть участь у фор-
муванні плеча луски.
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A. Duchenko, O. Lyzogub, M. Antonyuk, T. Ternovska

POLYMORPHISM OF NATURAL POPULATIONS OF Thinopyrum 
inTermedium

Large-scale polymorphism for electrophoretical spectrum components of high-molecular glutenins and 
some morphological characters of spike was established in five natural populations of Thinopyrum 
intermedium. The spectrum components were established that are characterized by different frequencies in 
the population studied. So, these components can be used as markers when studying the associative 
variability. For some qualitative and quantitative spike traits associations were found in occur their specific 
levels. This can be considered as effect of adaptation of plants to abiotic stress factors of environments. 
Interrelation in occur of 2nd, 3rd, 5th glutenin spectrum components and the glume shoulder shape levels can 
point to location of genes controlling the glume morphogenesis in chromosomes of 1-st homoeologous 
group.

Keywords: glutenin, polymorphism, adaptative variability, associative inheritance, SDS electrophoresis.
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