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Дослідження виконано для ідентифікації пар прай- 
мерів до консервативних ділянок генів стійкості Я 
до борошнистої роси та інших патогенів пшениці, 
ефективних для виявлення поліморфізму у спектрах 
ампліконів між зразками, контрастними за стійкіс­
тю до борошнистої роси. Стійкими зразками були 
амфідиплоїд Авротіка (геном ААВВТТ) і створені на 
його основі лінії пшениці (ААВВББ). Виявлення полі­
морфних компонентів спектрів дасть змогу викорис­
товувати відповідні пари праймерів для оцінювання 
перспективності сучасних сортів пшениці м ’якої бути 
реципієнтом гена (генів) стійкості, що може бути 
переданий від Авротіки до генетичного пулу пшениці 
м ’якої через статеву гібридизацію. Метод досліджен­
ня — ПЛР на геномній ДНК досліджених генотипів з 
застосуванням пар праймерів, розроблених з викорис­
танням послідовностей нуклеотидів у консервативних 
ділянках генів стійкості до борошнистої роси, а та­
кож вироджених праймерів до консервативних ді­
лянок різних генів стійкості для довільного комбіну­
вання їх в пари за методом ЯЄАР. Показано, що ви­
користання метода ЯЄАР дає більше інформації про 
наявний поліморфізм в досліджених геномах у порів­
нянні з використанням праймерів до консервативних 
послідовностей генів Рт. Найбільшу варіабельність 
спостерігали з праймерами, створеними до ділянок, що 
кодують ЬЯЯ-домени білків стійкості. їх можна ви­
користовувати в комбінаціях з іншими праймерами за 
методом ЯЄАР, для збільшення кількості ефективних 
ПЛР-маркерів генів стійкості.

Ключові слова: інтрогресивні лінії, АтЬїуоругит тиїі- 
сит, пшениця м ’яка, стійкість до борошнистої роси, 
гени стійкості, метод ЯЄАР, ПЛР-маркери.

Вступ. Гени стійкості до патогенів маю ть к о н ­
сервативні д ілянки, як і кодують нуклеотид-
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зв ’язувальні домени (NBS), повтори, багаті 
н а  лейцин  (LRR), к іназн і домени (Ercolano 
et al., 2022). Залежно від гену представленість 
цих д ілянок є різною . М оже варію вати і нук- 
леотидний склад згаданих д ілянок (Kang et 
al., 2020). В геномі пш ениці м ’яко ї чимало 
генів стійкості R  забезпечують її захист від 
різноманітних збудників хвороб. Ч астина їх 
перенесена до геному пш ениці від близько- 
споріднених видів через інтрогресивну гібри­
дизацію . Гени R  можуть бути присутні у скла­
ді чутливих генотипів, не сприяю чи розви­
тку стійкості н а  рівні фенотипу (Sim eone et 
al., 2020). Гени N B S-L R R  локалізовані н а  всіх 
хромосомах гексаплоїдного геному пш ениці. 
П оза залежності від своєї ефективності вони 
зберігають характерну структуру, так  щ о к о н ­
сервативні д ілянки генів доступні для амплі­
фікації і можуть бути використані для створен­
н я  маркерної системи з застосуванням П Л Р 
з праймерами, щ о фланкують такі послідов­
ності. Одним з методів створення маркерних 
систем є R G A P (Resistance G ene Analog 
Polym orphism ), який  дає змогу отримувати 
поліморф ні та багатокомпонентні спектри. В 
одну комбінацію  мож на поєднувати прайме- 
ри, створені до різних генів стійкості та р із­
них кодувальних частин. М ожливість такого 
п оєднання обумовлене подібною  структурою 
R -генів та нуклеотидним складом консерва­
тивних ділянок (C hen et al., 1988; Vendelbo 
et al., 2021). Д ля того, щ об використовувати 
цей підхід для створення маркерної системи, 
яку мож на було б застосовувати для оптимі- 
зації процесу передачі чужинних генів стійкос­
ті до геному пш ениці м ’якої, потрібно дослі-
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дити вихідний матеріал н а  наявність полім ор­
фізму ком понентів схрещ ування за спектрами 
ампліконів, як і отримуються з праймерами до 
консервативних д ілянок генів стійкості.

В статті представлені результати порівняння 
геномно-зам іщ еного амфідиплоїда А вротіка з 
геномом ААВВТТ, створених н а  його основі 
стійких до борош нистої роси (збудник гриб 
Blumeria graminis) гексаплоїдних ліній  п ш ен и ­
ці м ’якої та кількох сучасних сортів пш ениці 
м ’якої для з ’ясування мож ливості використо­
вувати результати оцінки R G A P для оптимі- 
зації роботи з гібридними популяціям и від 
схрещ ування стійких ліній  з ком ерційним и 
сортами пш ениці м ’якої.

М атеріали і методи. У дослідж енні викорис­
тали: десять гексаплоїдних інтрогресивних л і­
ній серії «tica» — похідних Авротіки (Iephimen- 
ko et al., 2015), геном но-зам іщ ений амфіди- 
плоїд Авротіка (AABBTT, 2n =  42), сорти 
пш ениці м ’яко ї Triticum aestivum (AABBDD, 
2n =  42) селекції Селекційно-генетичного 
інституту НААН Вдала, П анна, Лелека, Одесь­
ка  267, С елянка, Тіра, Н іконія та К расно­
дарського Н Д ІС Г ім. П .П . Л ук’ян ен ка — 
Аврора. Сорти пш ениці м ’якої різною  мірою 
вражаю ться борош нистою  росою  (3—4 бали 
за 9 бальною ш калою ), амфідиплоїд Авротіка 
та лінії F5 від його схрещ ування з сортом 
Аврора стійкі до Blumeria graminis f. sp. tritici 
(Bgt) впродовж  років спостережень.

Д ля вивчення рослинного матеріалу послу­
говувалися ком бінаціями праймерів, створе­
ним и до консервативних послідовностей генів 
стійкості до борош нистої роси та інш их пато- 
генів (цист нематод, Pseudomonas syringae, Xan- 
thomonas oryzae pv. oryzae). Оптимальні тем ­
ператури гібридизації праймерів з геномною  
Д Н К  підбирали за допомогою градієнтної ПЛР. 
Д ля збільш ення специфічності ампліфікації 
використовували Touchdow n PC R  (T D -PC R ). 
Продукти ампліф ікації розділяли у 1,9%-вому 
агарозному гелі.

Д ля кластеризації кож ного з блоків ген о­
типів (1) «Авротіка та інтрогресивні лінії» та 
(2) «Авротіка та генотипи пш ениці м ’якої» н а 
підставі визначення різноманітності за к о м ­
понентами електрофоретичних спектрів, отри­
маних з парам и вироджених праймерів, ви ко­

ристано програмне забезпечення STR U C T U ­
RE 2.3.4 (h ttps://lm m e.ac .cn /S tructureSelector/).

Результати і обговорення. П орівняння гено­
типів за спектрами, отриманими з прайм ера­
ми до генів Pm. П раймери розроблені з 
використанням  нуклеотидних послідовностей 
генів стійкості Pm2, Pm3, Pm4b, Pm8, Pm21, 
Pm24, Pm41, доступних у G enBank (h ttp s:// 
w ww .ncbi.nlm .nih.gov/genbank/), за допомогою  
програми Prim er3 (h ttps://p rim er3 .u t.ee /). С тво­
рено 20 пар праймерів, як і обмежують консер­
вативні послідовності вказаних генів (табл. 1).

У електрофоретичних спектрах ампліконів, 
отриманих з праймерами до генів Pm, спос­
терігали основні ком поненти спектру та м і­
норні. У складі геномів досліджуваних сортів, 
за винятком  сорту Одеська 267, з використан­
ням  ком бінації праймерів Pm 2-2 ідентиф іко­
вано послідовності, як і кодують N -кінцеву д і­
лянку Pm2. Генотипи відрізнялися за м інор­
ним и та маж орними ком понентам и, я к  за 
їхньою рухливістю, так  і за альтернативною  
наявність/відсутність компоненту. Д Н К  А вро­
тіки ампліф ікації з праймерами до гена Pm2  
не дає, щ о цілком  поясню ється складом її ге­
ному: ген Pm2  знаходиться у хромосомі 5DS 
(M anser et al., 2021), а субгеном D  у геномі 
Авротіки (ААВВТТ) відсутній.

З ком бінаціями праймерів до різних частин 
гену Pm3  отримано продукти ампліф ікації з 
Д Н К  всіх досліджених зразків. Були іденти­
фіковані послідовності, як і кодують домени 
N B -A R C  (Pm 3-5) та LR R  (Pm 3-1 -  Pm 3-4, 
Pm 3-6). З ком бінаціями Pm 3-1-L  — Pm 3-4 у 
всіх сортів пш ениці м ’якої наявний  лиш е один 
ком понент у спектрі, м оном орф ний (рис. 1). 
З Д Н К  Авротіки не вдалося отримати п р о ­
дукту ампліф ікації з Pm 3-5 (рис. 1, a). Pm3-5 
дозволяє ідентифікувати поліморфізм за фраг­
ментом менш ого розміру, який  є у Аврори, 
проте відсутній у реш ти сортів. З Pm3-1 та 
Pm 3-2, Pm 3-4 поліморфізму м іж  інтрогресив- 
ним и лініям и та Авротікою не спостерігали 
(рис. 1, в). П оліморфізм  за рухливістю м і­
норних ком понентів спектру виявлено з за­
стосуванням праймерів Pm 3-3. Д Н К  ліній 
tica1007, tica1075, tica1084, tica 1130, tica1187, 
tica1189, tica1094 утворює мінорні амплікони з 
більшою рухливістю, н іж  у спектрах Авротіки
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■ Консервативні ділянки генів стійкості як джерело нуклеотидних поліморфізмів Я

Таблиця 1. Праймери до генів стійкості до борошнистої роси пшениці м’якої

Праймер П о с л і д о в н і с т ь Вміст 0 + 0 ,  % Температура 
плавлення, °С

Рт2-1
Рт2

ь  т л с т т а а а т с л с т а с л а с т а 55 59,35
я  а л т с а а л а т л а с л а л а с л с с 60 61,40

Рт2-2 ь  с л а а а л л л т с т а т а а с а л с т 55 59,35
я  а с т а а с т а с т а а т л а л л а л л 55 59,35

Рт2-3 ь  т т с т т с т л с с л а с л а с с л а с 55 59,35
я  т с а л с т с с с л т с л с с т т т а с 55 59,35

Рт2-4 ь  с т а а л а т с с а с л т с с л т л с с 60 61,40
я  а т л а с л а с с л т с а т т с л а а т 55 59,35

Рт3-1
алелі Рт3

ь  а а а с т а с л а а т т с т а л л а л т 55 59,35
я  т с а л с л а с л а с л т с с с л т т т 50 57,30

Рт3-2 ь  л а т т а с с л т с с т с л с с с л т а 55 59,35
я  л а с л а а а с л а с с т а т л л т т т 50 57,30

Рт3-3 ь  с с л с т а а с с л а л а л л т а т а т 55 59,35
я  л л т а с т с т с т т а с л а с т а а т 50 57,30

Рт3-4 ь  а а а с т а с л а а т т с т а л л а л т 55 59,35
я  т с а л с л а с л а с л т с с с л т т т 50 57,30

Рт3-5 ь  т с а л с а т с л т с л с с а л т а т с 55 59,35
я  а а с с л а а а л а т т с л с л т с л л 55 59,35

Рт3-6 ь  а а с л с т а а а с т с т а т л с т т т 55 59,35
я  а л т а с т а с л л т а а а с т а л л с 55 59,35

Рт3-7 ь  а т т а с т а с т с т а а а т т т а т а 55 59,35
я  с л с т а с т т с л т а т а с а л т а а 55 59,35

Рт4Ь-1
Рт4

ь  л а л т т а а л с а с а а т а а л т т т 50 57,30
я  с т с с т т с а с а л л с т т с т а а т 55 59,35

Рт4Ь-2 ь  т с с а т с л а с л л л т а а т т с а л 50 57,30
я  а т л с а л с а с т с л с с л с т л а а 60 61,40

Рт21-1
Рт21

ь  с с с с л с л т т а т т с л т с а а а л 55 59,35
я  а с т л л т т а т л а с а а а с т т а с 55 59,35

Рт21-2 ь  а л а с т л а с л л а а а с л л с л а л 55 59,35
я  с с а т а т с л с т т а т с с т с а л л 55 59,35

Рт24- WTK-1
Рт24

ь  т с с л л а т а л с а л л а л л с с с а 55 59,35
я  с л л т т а а л с л л с с т а с л с а а 55 59,35

Рт24- WTK-2 ь  с т а с л а с л т с л с т т т а а с л а 55 59,35
я  т л а с л а л а с л а т т а т т с а а а 55 59,4

Рт41-1
Рт41

ь  а т л а а т а а с л т с л л а а а с т т 55 59,4
я  с а с л т т т а л т а а с л т с с с л а 55 59,4

Рт41-2 ь  с л с с с л т с а с с а т а л т с л т л 55 59,4
я  т т т с т т с л а с с а с с т т с а л т 50 57,3

Рт41-3 ь  а с с т а с а с л л а т л л с л т с т а 55 59,4
я  т л т а л т с л с а а с а л т а а а т а 55 59,4
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Рис. 1. Електрофоретичне розділення продуктів ампліфікації з праймерами до Рт. а, в: 1 — Авротіка; 2 — 
Аврора; 3 — Тіра; 4 — Панна; 5 — Лелека; 6 — Одеська 267. б, г: 1 — Авротіка; 2 — Пса 1007; 3 — йса1049; 
4 -  Иса1058; 5 -  Йса10б3(2018); 6 -  Йса10б3(2021); 7 -  йса1075(2018); 8 -  йса1075(2021); 9 -  йса1084; 10 -  
ііса1130; 11 -  1187; 12 -  ііса1089; 13 -  ііса1094

та Аврори. Ц я ком бінація праймерів фланкує 
одну з д ілянок гену, як а  кодує багаті н а  лей ­
ц и н  повтори, як і вважають найбільш  варіа­
бельними частинами білків стійкості. Це було 
підтверджено прям им  секвенуванням гена Рт3  
(Ріуйип, 2024), а також  результатами ам пліф і­
кації Д Н К  лінії Пса10б3 двох послідовних ге­
нерацій  (рис. 1, г). З Д Н К  лінії йса1075 ам ­
пліф ікації не було. З Д Н К  сортів одеської се­
лекції ідентифіковано один маж орний ко м ­
понент, мономорфний.

За спектрами, отриманими з праймерами 
Р т 3 -7 , Аврора та А вротіка не розрізняю ть­
ся, але відрізняю ться від н изки  ліній, для 
яких ідентифіковано один важчий ком понент 
(Пса1187), або два (йса1049, йса1058, Йса10б3 
(2018), Пса1075). За м інорним и ком понентам и 
розрізняю ться генотипи Авротіки, Тіри та А в­
рори (див. рис. 1, в).

З праймерами Р т4 Ь -1 , щ о фланкую ть час­
тину гену, як а  кодує домен, подібний до 
протеїнкінази, відрізнялись спектри сортів Ав­
рора і Тіра: Д Н К  останнього генотипу амп- 
л іф ікується з появою  двох додаткових продук­
тів у порівнянні з Д Н К  Аврори. З Авротікою

продукту не отримано. З праймерами до ін ­
ш ої частини гену, як а  кодує С -кінцеву фос- 
форибозилтрансферазу рослин, продукту не 
отримано.

Д ля пош уку гену Рт21 у геномах вико­
ристовували дві пари праймерів. З прайм ера­
ми Р т 2 1 -1  ідентифіковано 3 фрагменти з р із­
ною  рухливістю лиш е з Д Н К  сорту Аврора. 
В генотипах сортів послідовності гену Рт24  
не ідентифікували. Ген секвеновано зі зразка 
китайського місцевого генотипу (іапбгасе) 
Ниіиіои (Ьи еі аі., 2020). Тому Рт24  може і 
не бути у сортів європейської частини к о н ­
тиненту або його послідовність, з якою  мають 
гібридизуватися праймери, зазнала змін. З 
праймерами Рт41 не отримано продуктів ам п­
ліфікації, придатних для аналізу.

Отже, праймери до різних д ілянок генів 
стійкості Рт2, Рт3, Рт21, Рт41, Рт4Ь давали 
ампліфікацію  з Д Н К  окремих сортів, Авротіки 
і стійких ліній. Послідовностей, характерних 
для Рт24, у складі досліджуваних геномів не 
виявили. Звертає н а  себе увагу ф акт відсутнос­
ті збігу спектрів Авротіки і Аврори, коли за­
лучаються праймери до генів, локалізованих в

6 ШБЫ 0564—3783. Цитологія і генетика. 2025. Т. 59. №  4



Консервативні ділянки генів стійкості як джерело нуклеотидних поліморфізмів

субгеномах А і В, спільних для цих генотипів. 
Адже Авротіка є геном но-зам іщ еним  амфіди- 
плоїдом, створеним через зам іщ ення субге­
ному D  сорту Аврора н а геном Т дикорослого 
родича пш ениці Amblyopirum muticum. З одно­
го боку, це мож на вважати підтвердженням 
наявності перебудов в субгеномах АВ Авротіки 
стосовно таких Аврори. З інш ого боку отри­
мані результати демонструють, щ о спроба зв’я ­
зати стійкість Авротіки та отриманих за її 
участю інтрогресивних ліній  не може базу­
ватися виклю чно н а  генах Pm, залучених до 
дослідження.

П орівняння генотипів за спектрами, отри­
м аним и за методикою  RGAP. Другим підхо­
дом для ідентифікації послідовностей в ге­
номі, дотичних до ф ормування стійких ген о­
типів, було формування пар праймерів до 
консервативних послідовностей генів стійкос­
ті до різних патогенів (цист нематод, P. syrin- 
gae, Xanthomonas oryzae pv. oryzae), я к  це п р о ­
понується методикою  RGAP, націленою  н а 
пош ук поліморфізму аналогів генів стійкості 
(Resistance Gene Analog Polym orphism , RGAP) 
(C hen et al., 1998). У пари поєднували дев’ять 
вироджених праймерів, взятих з літературних 
джерел (Shtefiuk et al., 2016; C hen et al., 1998; 
Y an et al., 2007; Cheng et al., 2010; Shi, 2001). До 
конкретної ком бінації праймерів могли залучи­
ти два прямих праймери або два зворотних, або

праймери, як і фланкують різні консервативні 
д ілянки генів стійкості. Серед консервативних 
послідовностей були залучені послідовності, 
як і кодують повтори, багаті н а  лейцин. Ви­
користано гени стійкості до Bgt Pm 8  (Pm 8- 
L R R -R , Pm 8-L R R -L), до Xanthomonas oryzae 
pv. oryzae (XLRRrev), до Pseudomonas syringae 
(RLRRrev, RLRRfor), стійкості до цист н ем а­
тод (C re3Lr-F)). До останнього гену викорис­
товували також  праймери, створені до різних 
частин кіназного дом ена — Cre3k3 та Cre3-P- 
loop (P -петля кіназного домену). Pm 8-M H D - 
L був створений до послідовності, як а  кодує 
карбокситермінальний кінець ARC2 (частина 
А ТФ ази N B -A R C ) та є висококонсерватив- 
ною  ділянкою  з метіоніну, гістидину та ас- 
партату (m ethionine-histidine-aspartate, M H D ) 
(Slootweg et al., 2013). Комбінації, як і давали 
успіш ну ампліфікації, наведено у табл. 2.

Електрофоретичні спектри продуктів ам п­
ліфікації, отримані за методикою  RGAP, ви ­
явились багатокомпонентними. Тому їх опи­
сували за двійковою  системою: «1» — наявний  
ком понент, «0» — відсутній. П риклади кіль­
кох спектрів з багатьох, отриманих з різними 
ком бінаціями праймерів, наведений н а  рис. 2 
та у табл. 3. Р ізниця м іж  генотипами проявля­
лася у варіації за наявністю /відсутністю  п ев­
них компонентів. В багатьох випадках попар- 
н ий  розгляд спектрів дає змогу диф еренцію ва­

Таблиця 2. Перелік комбінацій праймерів та їхніх температур гібридизації з ДНК-матрицею

№ №
з/п Комбінації праймерів t anel. з/п Комбінації праймерів t anel.

1 Pm8-LRR-R + Pm8-LRR-L 58,4 та TD-PCR Pm8-LRR-L + RLRRrev 54,2
2 Pm8-LRR-R + Pm8-MHD-L 56,7 Pm8-LRR-R +Cre3k3 57
3 Cre3k3 + Cre3Lr-F 54,2 Pm8-LRR-R + Cre3-P-loop 53,7
4 RLRRrev + Cre3_P-loop 54,2 Pm8-LRR-R + XLRRrev 53,7
5 RLRRfor + Cre3_P-loop 53,7 Cre3k3 + Pm8-MHD-L 53,7
6 RLRRrev + XLRRrev 53,7 Cre3k3 + XLRRrev 53,7
7 Cre3LrF + XLRRrev 53,7 Cre3LrF +Pm8-MHD-L 61,4
8 Cre3LrF + Cre3_P-loop 53,7 Cre3LrF + Cre3 P-loop 60,8
9 Cre3k3 + Cre3 P-loop 56,7 Pm8-LRR-R + Pm8-MHD-L 59,9
10 Cre3k3 + XLRRrev 56,7 RLRRfor + XLRRrev 56,7
11 Pm8-LRR-R + Cre3-Lr-F 53,7 Cre3k3 + RLRRfor 56,7
12 RLRRrev + RLRRfor 53,7 Pm8-LRR-L + XLRRrev 56,7
13 RLRRrev + Cre3Lr-F 58,4

Примітка. t — температура гібридизації праймерів з ДНК-матрицею. 
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Рис. 2. Електрофоретичні спектри продуктів ампліфікації з комбінацією праймерів RLRRrev + XLRRrev і 
ДНК Авротіки (1) та інтрогресивних ліній (2—13). М — маркер молекулярних мас 100bp DNA Ladder (So­
lis Biodyne)

ти різні генотипи, отже відкриває можливість 
отримувати і аналізувати гібридні популяції 
від схрещування контрастних фенотипів одно­
часно за К О Л Р-спектрам и та стійкістю до 
борош нистої роси.

Було проаналізовано спектри ампліконів, 
отриманих з 25 парами праймерів (табл. 2). 
Д ля порівняння сформували два блоки зраз­
ків: 1) Авротіка і всі інтрогресивні лінії «Деа», 
як і вже отримано від схрещ ування Авротіка * 
А врора і є стійкими; 2) Авротіка і всі сорти 
пш ениці м ’якої, як і брали участь у схрещуванні 
з нею  в спробах передати до генетичного 
пулу пш ениці м ’яко ї генетичні послідовності 
Авротіки, як і задіяні в забезпеченні її стійкос­
ті. Усередині кожного блока спектри ам пліко­
нів за кож ною  парою  праймерів порівню вали 
попарно.

Найбільшу подібність очікували бачити між 
спектрами А врори та Авротіки, адже вони м а­
ють два спільних субгеноми з трьох. З п рай­
мерами КЬККгеу + Сге3_Р-Іоор, СгеЗЬгБ + 
+ ХЬККтеу, СгеЗкЗ + Сге3_Р-іоор, СгеЗкЗ 
+ ХЬККгеу, КЬККгеу + КЬК М ог, СгеЗкЗ + 
+ К Ь К М ог та Р т 8 -Ь К К -Ь  + ХЬККгеу р ізни­
ц я між вказаними генотипами щодо оцінки 
1/0 стосовно окремих компонентів була м ін і­
мальна. За ділянками гену Рт8, ф ланковани­
м и праймерами Р т 8 -Ь К К -К  + Р т 8 -М И В -Ь , 
Аврора та Авротіка не відрізняються. За ви ­
користанням праймерів Р т 8 -Ь К К -Ь  + ХЬККгеу 
Д Н К  Аврори утворює більше ампліконів, ніж  
Д Н К  Авротіки. З праймерами К ЬК М ог + 
+ Сге3_Р-1оор, Р т 8 -Ь К К -К  + СгеЗ-Ьг-Б, Р т 8 -  
Ь К К -Ь  + КЬККгеу, Р т 8 -Ь К К -К  + СгеЗкЗ, 
СгеЗкЗ + Р т 8 -М И Б -Ь , СгеЗкЗ + ХЬККгеу,
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Таблиця 3. Опис електрофоретичних спектрів продуктів ампліфікації ДНК Авротіки і сортів пшениці м’якої, 
отриманих з комбінацією праймерів Рш8-ЬКК-Ь + ХЬКЯгеу. 1 — компонент наявний, 0 — компонент 
відсутній

Номер компонента
Генотип

Одеська
267

спектра Авротіка Аврора Тіра Панна Лелека Селянка Вдала Ніконія

1 1 1 1 1 1 1 0 0 0
2 1 1 1 1 1 1 0 0 0
3 1 1 1 1 1 1 0 0 0
4 0 0 0 0 0 0 0 0 0
5 0 0 0 0 1 0 0 0 0
6 0 1 0 1 0 0 0 0 0
7 0 0 0 0 0 1 0 0 0
8 0 0 0 0 1 0 0 0 0
9 0 0 0 0 0 1 0 0 0
10 0 1 0 0 1 0 0 0 0
11 0 1 0 0 1 1 0 0 0
12 0 0 0 0 1 0 0 0 0
13 0 0 0 0 1 0 0 0 0
14 0 0 0 0 1 0 0 0 0
15 0 0 1 0 1 1 0 0 0
16 0 0 0 0 0 0 0 0 0
17 1 0 0 0 0 0 0 0 0
18 0 0 0 0 0 0 0 0 0
19 0 0 0 0 1 0 0 0 0
20 0 0 0 0 1 0 0 0 0
21 0 1 0 0 1 0 0 0 0
22 0 0 0 1 0 0 0 0 0

СтеЗЬтР + Р т 8 -М Н Э -Ь  та КЬЯШ ог +  ХЬЯК гєу 
спектр ком понентів Д Н К  Аврори в ідрізняє­
ться від такого Авротіки одним 0-алелем.

Д ля порівняльного вивчення спектрів амп- 
ліконів Д Н К  інтрогресивних ліній  та А вроті­
ки  було використано ли т е 14 ком бінацій  
праймерів із 25 перевірених. М и уникали та­
ких комбінацій, щ о показували неінф орма- 
тивну різницю  у спектрі ампліконів. Н еінф ор- 
мативною  доводиться вважати різницю , коли 
у парі 0/1 відсутність ам плікона («0») харак­
теризує Авротіку, а «1» — Аврору.

Інтрогресивні лінії в спектрах ампліконів 
Д Н К  з відібраними парами праймерів д е­
монстрували більшу варіабільність порівняно 
з батьківськими генотипами, Авротікою та 
Авророю. Це мож на пояснити наявністю  в 
їхніх геномах різного обсягу чужинного хро­
матину, який  був отриманий від Т геному 
Авротіки. Він міг викликати  певний  рівень ге-

ном ної нестабільності, наслідки якої м и  м о ­
жемо спостерігати н а спектрах ампліконів. 
Хоч такі відмінності у електрофоретичних 
спектрах спостерігаються, н а  рівні фенотипу 
за ознакою  інтересу і Авротіка, і лінії є стій­
ким и  до борош нистої роси.

Нерідко виникала ситуація, коли стійка 
інтрогресивна л інія з певною  парою  прайм е­
рів не давала продуктів ампліфікації, в той 
час, я к  Д Н К  чутливих до борош нистої роси 
сортів пш ениці м ’яко ї утворювала амплікони. 
Д авно встановлено, щ о м іж  продуктами генів 
стійкості мож лива взаємодія н а  рівні білків, 
і наслідком такої взаємодії може бути втрата 
стійкості до збудника. Н априклад, таке явищ е 
описано для різних ф ункціональних алелів 
Рт3, коли продукти їхньої експресії взаєм о­
діють з продуктами експресії Рт8. В резуль­
таті взаємодії білків утворюються неф ункціо- 
нальні комплекси, і рослина може бути сприй­
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нятливою  до патогену (H urni et al., 2014). 
Тому мож ливим є припущ ення, щ о стійкість 
амфідиплоїда та створених за його участю л і­
н ій  може виникати  не тільки через набуття 
послідовностей генів стійкості, але і через їх­
ню  втрату або через поєднання цих двох явищ .

Сорти пш ениці м ’яко ї однозначно мож на 
відрізнити від А вротіка за результатами ам п­
ліф ікації з праймерами Cre3LrF +  XLRRrev, 
Cre3LrF +  Cre3_P-loop, P m 8-L R R -R  +  Cre3- 
L r-F , C re3LrF + P m 8-M H D -L : з Д Н К  Авроті- 
ки  ампліф ікація відсутня. Проте така ситуація 
є неінф ормативною  для аналізу популяцій, які 
розщ еплю ю ться за досліджуваною ознакою . 
Н е мож на зв ’язати  фенотип «стійка рослина» 
з певним  ком понентом  спектра, отриманим 
від Авротіки, джерела стійкості в наш ій  р о ­
боті. Різницю  за двійковою  системою  1/0 між  
Авротікою і сортами пш ениці м ’якої одесь­
кої селекції отримали з парами праймерів 
Cre3k3 +  RLRRfor, RLRRrev +  C re3_P-loop, 
Cre3LrF +  XLRRrev, Pm 8-L R R -R  +  Cre3LrF, 
P m 8-L R R -L  +  RLRRrev, R LRRfor +  XLRRrev, 
Cre3k3 +  RLRRfor, Pm 8-L R R -L  +  XLRRrev. 
Ц е дає змогу в спектрах ампліконів Д Н К  
нащ адків від схрещ ування А вротіки з сор­
тами пш ениці виділити нащ адків з ампліко- 
нами, властивими Авротіці. З праймерами 
Pm 8-L R R -R  +  P m 8-M H D -L , R LR Rfor + 
Cre3_P-loop, Cre3LrF +  Cre3_P-loop, Cre3k3 + 
+  C re3_P-loop, RLRRrev +  R LRRfor отрима­
ли  спектри, полім орф ні між  сортами і А вро­
тікою  лиш е за одним ком понентом , причому 
варіант «0» був притам анний переваж но сп ек­
тру Авротіки. Спектри ампліконів Д Н К  А вро­
тіки і сортів, отримані з парам и праймерів 
Cre3LrF +  Cre3_P-loop та Cre3k3 +  Pm 8-M H D -L 
інтересу для роботи не становили через за­
малу кількість ампліконів і відсутність полі­
морфізму.

Структурування м нож ини генотипів за ге­
нетичним  поліморфізмом щ одо ампліконів, 
отриманих з виродженими праймерами. Вико­
ристовуючи програмне забезпечення STRU C­
T U R E  2.3.4, будували структуру популяцій (1) 
А вротіка +  інтрогресивні лінії та (2) А вроті­
ка  +  сорти пш ениці м ’якої за результатами 
електрофоретичного розділення продуктів амп­
ліф ікації з ком бінаціями вироджених прайм е­
рів до різних консервативних послідовностей

генів стійкості. Д ля перш ої популяції вико­
ристали комбінації праймерів під номерами 
1—10 із табл. 1, для другої —2,4,5,7—15,18, 
20,24,25 з тієї ж  таблиці.

П рограмне забезпечення, створене П річар- 
дом та співавторами (Pritchard et al., 2000) дає 
змогу ідентифіковувати генетично однорідні 
групи (кластери, субпопуляції) особин за 
допомогою  алгоритму Баєса. Розділення на 
субпопуляції відбувається з використанням  
молекулярних маркерів, в наш ом у випадку — 
це консервативні послідовності генів стійкос­
ті. Визначається кількість субпопуляцій К. 
Розраховується логарифмічна ймовірність для 
кож ного значення К , щ об оцінити більш й м о­
вірну кількість кластерів. Н адається кількісна 
оцінка ймовірності в іднесення кож ної особи­
ни  до певної субпопуляції (кластеру). Отри­
мані результати є наближ еними до справж ­
ньої оцінки  кількості кластерів, тобто не є 
абсолю тною  оцінкою .

Використовували результати розділення амп­
ліконів, переведені у двійкову систему, де «0» — 
ком понент спектру відсутній, «1» — ком понент 
є. П риймали припущ ення, щ о один алель к о ­
дує один ком понент спектру. Отже, для 10 
комбінацій популяції (1) працювали з 65 ком ­
понентами для 13 генотипів, вклю чаю чи ам- 
фідиплоїд Авротіка.

Д ля знаходження кількості субпопуляцій К, 
н а  яку можуть бути підрозділені досліджувані 
організми, встановлю вали B urn-in  period (пе­
ріод вигорання) — 3, кількістю  повторів для 
кож ного значення К  (від 1 до 13) — 10 000 
M C M C  (M arkov C hain M onte Carlo). B urn-in 
period — термін, який  описує викидання дея­
ких повторів (ітерацій) н а  початку запуску 
M C M C. Д ля кож ного К  проводили 10 н еза­
лежних повторів. Для пошуку оптимальної кіль­
кості груп (AK) використовували CLUM PAK 
(Cluster M arkov Packager Across K) (h ttp s://c lum  
pak.tau.ac.il/bestK .htm l), створений за методи­
кою  Evanno та співавторів (Evanno et al., 2005).

З використанням  описаного програмного 
забезпечення аналізували популяції (1) та (2) 
з метою перевірити: чи є однаковими А вро­
тіка та інтрогресивні лінії, її похідні, чи від­
різняється резистентний амфідиплоїд від чут­
ливих сортів за сукупністю поліморф них ам п­
ліконів.
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Авротіка є джерелом послідовностей, які 
можуть бути п о в ’язані зі стійкістю  до бо­
рош нистої роси, тому виникає питання — чи 
можуть Авротіка та сорти пш ениці м ’якої 
утворювати одну популяцію  за проаналізова­
ним и послідовностями нуклеотидів. А мпліф і­
кація відбувалася з Д Н К  чутливих та резис­
тентних генотипів з різними результатами 
щодо спектрів ампліфікації. П рийм али їх за 
одну популяцію , оскільки А вротіка містить 
геноми А та В від сорту пш ениці м ’якої А вро­
ра, отже входить до генетичного пулу п ш ен и ­
ці м ’якої. В цьому випадку використовували 
модель з доміш ками, оскільки за такої моделі 
припускаю ть, щ о особини мають генетичний 
матеріал не від одного предка. Д ійсно, А вро­
тіка м ає субгеном Т від дикорослого диплоїд- 
ного виду. А в сортах пш ениці м ’яко ї замість 
нього у наявності субгеном О. Всього в и ­
користано 16 ком бінацій  праймерів, загальна 
кількість задіяних в розрахунках компонентів 
спектру — 133.

Використовували значення К  від 1 до 6, 
для кож ної кількості субпопуляцій робили по 
10 повторів. О птимальним є розподіл популя­
ції н а  дві субпопуляції, хоча розподіл й м о­
вірностей підроздільності н а  дві групи та не- 
підроздільної популяції є май ж е однаковим. 
Розподіл організмів н а  кластери відбувається 
за вирахуваними ймовірностями, щ о організм 
належить саме до цього кластеру. Гранична 
ймовірність бути віднесеним до кластеру д о ­
рівню є 0,5.

П ри розподілі н а  дві субпопуляції очікува­
ли  отримати результат з об’єднанням  Авроті- 
ки  та сорту Аврора в одну групу, або ф орму­
ван ня субпопуляції з одної Авротіки. Однак 
результат був інш им. В один кластер об’єдна­
н і А вротіка та сорт Тіра селекції СГІ (рис. 3). 
Реш та сортів одеської селекції та Аврора 
об’єднані у іншу субпопуляцію. Стовпчаста діа­
грама побудована н а  основі оптимальної К.

До перш ого кластеру входить 0,335 загаль­
ної популяції, до другого — 0,665. Субпопуляції 
в своїх межах є гомогенними та високодифе- 
ренційовані м іж  собою. Лише деякі генотипи 
роблять м інім альний внесок в інш ий кластер.

У дослідж енні використані сорти, створені 
у різних закладах, тобто вони отримані в р е­
зультаті різних селекційних програм: Авро-

1,00      --------

0,80

0,60

0,40

0,20

0,00      -------------
1 2 3 4 5 6

Рис. 3. Структура популяції, утвореної амфідипло- 
їдом Авротіка та сортами пшениці м’якої: 1 —Авро­
тіка, 2 — Аврора, 3 — Тіра, 4 — Панна, 5 — Лелека, 
6 — Одеська 267

ра — К раснодарський Н Д ІС Г, інш і сорти — 
Одеський селекційно-генетичний інститут. 
Проте і отримання сортів за різним и селек­
ц ійним и програмами не дозволило їх розді­
лити н а  різні субпопуляції з використаним и 
молекулярними маркерами. Можливо це пояс­
ню ється тим, щ о рослинний  матеріал дослід­
жували за консервативним и ділянками генів 
стійкості до борош нистої роси, а гени стій­
кості, навіть якщ о вони  і втратили свою 
ефективність, є в геномах всіх сучасних сор­
тів пш ениці. П роте серед досліджуваних рос­
лин  є стійкий амфідиплоїд. М ож на припус­
тити, щ о послідовності, як і ідентифікували 
з доступними ком бінаціями праймерів, не є 
критичним  для формування стійкого ф ено­
типу. Крім  того, в моделі використовували 
лиш е нуклеотидні послідовності, а їхня н аяв ­
ність у геномі не завжди п о в ’язана з ф орму­
ванням  певного фенотипу за стійкістю через 
існування епігенетичних змін, взаємодій між  
продуктами генів, наявності різних рас пато- 
генів за польових умов вирощ ування зразків. 
Отже, за отриманими результатами ком понен­
ти спектрів ампліконів, отриманих з вирод­
ж еним и праймерами до генів стійкості не 
дають можливості відокремити в різні класте­
ри  резистентний амфідиплоїд та чутливі сорти 
пш ениці м ’якої.
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Рис. 4. Структура популяції, утвореної генотипами з різною кількістю генетичного матеріалу від Ат. тиїі- 
сит (амфідиплоїд та інтрогресивні лінії, створені за його участі): 1 — амфідиплоїд Авротіка, 2 — йса1007, 
3 -  йса1049, 4 -  йса1058, 5 -  Йса10б3(2018), 6 -  Йса10б3(2021), 7 -  йса1075(2018), 8 -  йса1075(2021), 9 -  
йса!084, 10 -  Иса1130, 11 -  йса1187, 12 -  Иса1089, 13 -  йса1094

У випадку Авротіки та її л іній  використо­
вували модель без доміш ок. Досліджувані лінії 
створені з використанням  Авротіки та сорту 
Аврора, тобто вони  мають спільні батьківські 
генотипи. Ці лінії добирали за стійкістю до 
борош нистої роси протягом років спостере­
ж ень і вони  мають в своєму геномі частину 
генетичного матеріалу від Ат. тиіїоит, донора 
субгеному Т Авротіки. Тому вважатимемо, щ о 
жодна з цих ліній  не є сторонньою  у популя­
ції. І у цьому випадку найбільш  ймовірним 
виявився розподіл організмів в дві субпопу- 
ляції (рис. 4). Амфідиплоїд Авротіка, інтро­
гресивні лінії 1іса1049, 1іса1089, 1іса1094 утво­
рюють першу субпопуляцію або кластер. Другу 
субпопуляцію — інтрогресивні лінії йса1007, 
Иса1075(2018), Иса1075(2021), Иса1130, Пса 187. 
В несок до обох субпопуляцій дають лінії 
Иса1058, Йса10б3(2018), 1063(2021), 1084.

Ч астка особин, яка  входить до перш ої 
субпопуляції — 0,559, другої — 0,441. Розрахо­
вана очікувана гетерозиготність між  особи­
нам и в одній субпопуляції для перш ої дорів­
ню є 0,1827, для другої — 0,2633.

Хоча інтрогресивні лінії були створені з 
використанням  одного й  того ж  амфідипло- 
їда, але не всі з них потрапили у одну суб- 
популяцію  з амфідиплоїдом. Це говорить про 
дифереціацію  між  цим и організмами, хоча н а 
стійкість ліній  до борош нистої роси вона і не 
впливає. Підроздільність н а субпопуляції н а

основі консервативних послідовностей генів 
стійкості підтверджує те, щ о лінії отримали 
від амфідиплоїда різну кількість генетично­
го матеріалу принайм ні такого, щ о складає 
досліджувані послідовності.

Висновки. Д ослідження рослинного мате­
ріалу з використанням  методики R G A P дає 
більше інф ормації про представленість д іля­
н о к  у геномі, як і можуть бути задіяними у 
розвитку стійкості, оскільки електрофоретич­
ні спектри є багатокомпонентними і полі­
морфними. Такі спектри можуть бути вико­
ристані для відслідковування в популяціях, 
щ о розщ еплю ю ться, зв ’язку м іж  певними 
ам пліконами спектрів і ознакою  стійкість до 
борош нистої роси. В икористання праймерів 
до консервативних послідовностей генів Pm 
дало менш е інф ормації. Найбільш у варіабель­
ність спостерігали з праймерами створеними 
до LRR. їх  м ож на використовувати в ком бі­
націях з інш им и праймерами за методом 
RGAP, для збільш ення кількості ефективних 
П Л Р-маркерів генів стійкості.

Дотримання етичних стандартів. Ц я стаття не 
містить будь-яких досліджень за участю людей 
або тварин, я к  об’єктів дослідження.
Конфлікт інтересів. Автори заявляю ть про від­
сутність конф лікту інтересів.
Фінансування. Д ослідж ення частково ф інансу­
валося за рахунок гранту П лигун В.В. від Б ла­
годійного Ф онду відродження КМ А (2022 р.).
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CONSERVED REGIONS OF RESISTANCE 
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The study was performed to identify primer pairs to 
conserved regions of R resistance genes to powdery 
mildew and other wheat pathogens effective in detecting 
polymorphism in amplicon spectra between samples 
contrasting in powdery mildew resistance. The resistant 
samples were the amphidiploid Aurotica (AABBTT 
genome) and wheat lines developed on its basis 
(AABBBDD). Detection of polymorphic components of 
spectra will make it possible to use appropriate primer 
pairs to assess the prospects of modern varieties of 
common wheat to be a recipient of the resistance gene(s) 
that can be transferred from Aurotica to the genetic 
pool of common wheat through sexual hybridization. 
The research method is PCR on genomic DNA of the 
studied genotypes using primer pairs developed using 
nucleotide sequences in conserved regions of powdery 
mildew resistance genes, as well as degenerate primers 
to conservative regions of different resistance genes 
for arbitrary pairing of them using the RGAP method. 
The use of the RGAP method was shown to provide 
more information about the polymorphism present in 
the studied genomes compared to the use of primers to 
conserved sequences of Pm genes. They can be used in 
combinations with other RGAP primers to increase the 
number of effective PCR markers of resistance genes.
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