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Проведено молекулярно-генетичну ідентифікацію комбінацій з мутацій в гаплогрупах гена 

Ppd-B1. Проаналізовано 44 генотипи трьох видів тетраплоїдної пшениці з 29 країн світу, серед 

яких двозернянки – Triticum dicoccoides, T. dicoccum та вид T. durum. У досліджуваних зразків 

встановлені відповідні комбінації з мутацій на ділянці промотору і екзону-1 та гаплогрупа за 

геном Ppd-B1. Виявлено розщеплення за комбінацією з мутацій в гаплогрупі ВІІ серед зразків 

виду T. dicoccoides. Обговорюється значення ідентифікації комбінацій з мутацій в гаплогрупах 

за геном Ppd-B1 в селекції пшениці. 

Ключові слова: Triticum, ПЛР-аналіз, Ppd-B1, мутації, гаплогрупи 

1 Вважається, що двозернянки є пращу-

рами усіх культурних видів гексаплоїдної (ге-

ном AABBDD) та тетраплоїдної (геном AABB) 

пшениці (Дорофеев, Коровина, 1979). Гено-

фонд культурної та дикої полби (Triticum 

dicoccum Schrank і Triticum dicoccoides Körn 

відповідно) широко використовується багатьма 

селекційними центрами як джерело агрономіч-

но цінних ознак. Зокрема, представники видів 

T. dicoccum та T. dicoccoides є потенційними 

донорами генів стійкості до ураження борош-

нистою росою (Gras, 1980), бурою стебловою 

іржею (Silfhout et al., 1989; Beteselassie et al., 

2007; Huber et al., 2008), фузаріозу колоса 

(парші) (Stack et al., 2002; Kumar et al., 2007; 

Oliver et al., 2007; Buerstmayr et al., 2012), цер-

коспорильозної гнилі (очкова плямистість) 

(Figliuolo et al., 1998).  

Однією з найважливіших господарсько-

цінних ознак, яка визначає адаптивність куль-
                                                           
1 Адреса для кореспонденції: Мутерко Олександр Феліксо-

вич, Селекційно-генетичний інститут – Національний 

центр насіннєзнавства та сортовивчення НААН України, 

Овідіопольська дорога, 3, м. Одеса, 65036,Україна;  

e-mail: muterko@gmail.com 

тури до навколишнього середовища, є чутли-

вість до фотоперіоду. У пшениці чутливість до 

фотоперіоду визначається алельним станом ге-

нів Ppd1, які локалізовані в коротких плечах 

хромосом другої гомеологічної групи (Scarth, 

Law, 1984; Beales et al., 2007). Пшеничні гени 

Ppd1 належать до родини генів, які кодують 

білки-регулятори відповіді типу PRR (pseudo-

response regulator) (Beales et al., 2007). Пред-

ставники цієї родини беруть участь в реакціях 

рослинного організму, що виникають у відпо-

відь на дію чинників зовнішнього середовища. 

Білки Ppd взаємодіють з білками HAP, утво-

рюючи білковий комплекс, який зв’язується з 

CCAAT-боксом афекторних генів, беручи та-

ким чином участь в регуляції їх активності, 

зокрема і активності локусу FT (FLOWERING 

LOCUS T) (Wenkel et al., 2006), продукти екс-

пресії якого, переміщуючись від листків до 

апексу, індукують зацвітання (Turck et al., 

2008).  

Наявність в геномі твердої пшениці домі-

нантних алелів: Ppd-B1a або Ppd-A1a супрово-

джується зниженням фотоперіодичної чутливо-

сті рослин, в той час як гомозиготність за реце-
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сивними алелями: Ppd-B1b та Ppd-A1b зумов-

лює високу чутливість до фотоперіоду (Snape et 

al., 1998). Згідно з сучасними даними, існує дві 

причини, що викликають зниження чутливості 

до фотоперіоду за наявності домінантного але-

ля гена Ppd-B1, обидві пов’язані із якісною або 

кількісною зміною характеру добової експресії 

цього гена. Перша і найбільш розповсюджена 

причина полягає у збільшенні числа функціо-

нальних копій гена Ppd-B1 (Diaz et al., 2012), а 

друга – зумовлена наявністю мутацій на ділянці 

його промотору (Nishida et al., 2013). Слід від-

значити, що численні мутації, які виникають в 

кодуючій ділянці гена Ppd-B1, не впливають на 

чутливість до фотоперіоду (Beales et al., 2007, 

Takenaka, Kawahara, 2012). Тому актуальним є 

дослідження ділянки промотору гена Ppd-B1 та 

пошук потенційних донорів домінантних але-

лів.  

Оскільки передбачається, що тетраплоїд-

ні види пшениці мають спільне з гексаплоїдни-

ми видами походження В геному, не виключена 

можливість використання молекулярно-

генетичних маркерів, що ідентифікують алель-

ний стан генів Ppd, розроблених для Т. 

aestivum, у дослідженні цього гена серед тетра-

плоїдних видів пшениці. У зв'язку з цим, метою 

роботи було встановлення можливості викори-

стання ДНК-маркера до алельних форм локусу 

Ppd-В1, розробленого для виду T. аestivum, в 

аналізі ділянки промотору і екзона-1 гена Ppd-

В1 за комбінацією мутацій та ідентифікації за 

гаплогрупою цього гена тетраплоїдної пшениці 

видів T. dicoccoides, T. dicoccum, T. durum.  

МЕТОДИКА  

Генетичним матеріалом дослідження слу-

гували 45 зразків трьох тетраплоїдних видів 

пшениці: двозернянки (культурна та дика пол-

ба): Triticum dicoccum Schrank; Triticum 

dicoccoides Körn та культурний вид Triticum 

durum Desf., які є представниками різних еко-

 

Рис. 1. Зіставлення вирівняних поліморфних ампліконів, що детектуються під час ПЛР-

аналізу з парою праймерів TaPpd-B1proF1–TaPpd-B1int1R1 (А) і схематичне зображення 

делецій на ділянці промотору генів Ppd-D1 і Ppd-A1, що спричинять зниження фотоперіо-

дичної чутливості (алелі Ppd-D1a та Ppd-A1a2 відповідно) та мутацій на аналогічній ді-

лянці гена Ppd-В1 (Б).  
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лого-географічних зон 29-ти країн світу. Гене-

тичний матеріал наданий Національним цен-

тром зародкової плазми рослин (National Plant 

Germplasm System) (США), та Національним 

центром генетичних ресурсів рослин України. 

Геномну ДНК виділяли з триденних про-

ростків CTAB-методом: лізис у СТАВ-буфері 

(3% CTAB, 1,7 M NaCl, 30 мM Na3EDTA, 100 

мM Tris-HCl (pH 8,0)), депротеінізація хлоро-

формом (один об’єм), осад ДНК 96% етанолом 

(1,5 об’єми). ПЛР-аналіз проведено з викори-

станням пари праймерів TaPpd-B1proF1 

(ACACTAGGGCTGGTCGAAGA) – TaPpd-

B1int1R1 (CCGAGCCAGTGCAAATTAAC) 

(Seki et al., 2011). Реакційна суміш об’ємом 20 

мкл містила: 20 мМ Tris-HCl (pH 8,8); 10 мM 

(NH2)2SO4; 2,4 мМ MgCl2; 1 мM KCl; 0,1% Tri-

ton X-100; 250 мкM dNTPs; 0,0025 OД кожного 

праймера; 1,3 ОД Taq-полімерази. Для запобі-

гання випаровування реакційної суміші в про-

бірки додавали по 20 мкл парафінової олії. Для 

ампліфікації використовували прилад «Терцик» 

(«ДНК-технология», Росія) з наступними пара-

метрами: 94°С (2 хв), 30 циклів: денатурація 

94°С (10 с), відпал 64°С (15с), елонгація 74°С 

(50 с), 3 цикли: 64°С (15 с), 74°С (50 с), та фі-

нальна елонгація 72°С (3 хв). Продукти амплі-

фікації фракціонували методом електрофорезу 

у 6% не денатуруючому поліакриламідному ге-

лі в буфері TBE при напрузі 13 В/см впродовж 

2,5 год. Візуалізацію продуктів ампліфікації у 

ПАА гелях проводили шляхом їх фарбування 

0,15% AgNO3 (Budowle et al., 1991).  

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ОБГОВОРЕННЯ  

Недавні дослідження молекулярної 

структури гена Ppd-B1 у видів тетраплоїдної 

пшениці виявили на ділянці його промотору 

кілька нових мутацій, для деяких з них були 

розроблені відповідні ДНК-маркери. Визначен-

ні генотипи залежно від складу 30-ти нуклео-

тидної послідовності, що локалізована на ді-

лянці -586 – -612, гена Ppd-B1, були розподіле-

ні на дві гаплогрупи: ВІ та ВІІ (Takenaka, 

Kawahara, 2012 ). Проте, наразі відсутня інфор-

мація щодо наявності молекулярно-генетичних 

маркерів, які можна було б використати для 

аналізу одночасно декількох мутацій за геном 

Ppd-B1 та їх комбінацій.  

Пара праймерів TaPpd-B1proF1–TaPpd-

B1int1R1 розроблена для детекції інсерції роз-

міром 308 п.н., яка притаманна домінантному 

алелю Ppd-B1a1 м’якої пшениці (Seki et al., 

2011). Проте, оскільки вона фланкує ділянку -

1056 – +236 гена Ppd-B1, було висунуто при-

Таблиця 1. Відповідність між довжиною продукту ампліфікації  

та мутаціями на ділянці промотору і екзону-1 гена Ppd-B1.  

CS – сорт Chinese Spring  

Розмір амплікона 

(п.н.) 

Тип мутації 

(«-»– делеція; «+»– інсер-

ція) відносно інтактної 

послідовності (CS) 

Локалізація мутації від-

носно стартового кодона 

інтактної послідовності 

(CS) 

Гаплогрупа 

1282 -2 

-8 

-611 

-603 

Гаплогрупа ВІ 

1292 – – 

1295 +3 +17 

1086 -206 -88 

1600  

(Seki et al., 2011) 

+308 -733 

 

1319 

-2 

+26 

+3 

-611 

-586 

+17 

Гаплогрупа ВІІ 

1316 -2 

+26 

-611 

-586 

 

1309 

-10 

-2 

+26 

+3 

-811 

-611 

-586 

+17 

 

1101 

-10 

-2 

+26 

-205 

-811 

-611 

-586 

-180 
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пущення щодо можливості її використання для 

ідентифікації мутацій та їх комбінацій у ділянці 

промотору і екзону-1 та гаплогрупи за локусом 

Ppd-B1.  

У табл. 1. наведена відповідність між 

довжиною продукту ампліфікації та комбіна-

ціями з мутацій за геном Ppd-B1. А рис.1А ілю-

струє локалізацію відповідних мутацій у зі-

ставлених між собою, вирівняних послідовно-

стей нуклеотидів, що характеризують ампліко-

ни певного розміру, які детектуються за вико-

ристання пари праймерів TaPpd-B1proF1–

TaPpd-B1int1R1. За частотою зустрічальноості 

в групі найбільш характерним продуктом амп-

ліфікації для гаплогрупи ВІ є амплікон довжи-

ною 1292 п.н., а для гаплогрупи ВІІ – 1319 п.н. 

У зв’язку з цим, проведено ідентифікацію 

45 генотипів трьох видів тетраплоїдної пшениці 

за комбінацією з мутацій на ділянці промотору 

і екзону-1 гена Ppd-B1 та гаплогрупою цього 

гена.  

Встановлено, що досліджені зразки пше-

ниці виду T. dicoccum, за геном Ppd-B1 нале-

жать до гаплогрупи ВІ (розмір продукту амплі-

фікації 1292 п.н.). Проте, замала вибірка (12 ге-

нотипів) не дозволяє зробити висновок, що для 

даного виду характерна лише гаплогрупа ВІ. 

Більше того, попередні дослідження встанови-

ли належність деяких генотипів T. dicoccum 

(лише двох з 45-ти зразків) до гаплогрупи ВІІ 

(Takenaka, Kawahara, 2012). Види T. dicoccoides 

та T. durum виявилися гетерогенними (табл. 2). 

Так, вид T. durum за гаплогрупою гена Ppd-B1 

розщеплюється в рівному співвідношенні. Од-

нак, вид T. dicoccoides розщеплюється не лише 

за гаплогрупою гена Ppd-B1 (4 генотипи нале-

жать до гаплогрупи ВІ, 7 – до ВІІ), а й виявляє 

поліморфізм в середині гаплорупи ВІІ (рис. 2). 

Зокрема, ідентифікація продуктів ампліфікації 

довжиною 1309 (PI 272582) та 1101 п.н. (PI 

466941) свідчить про наявність додаткових му-

тацій на ділянці промотора (делеції у 10 та 205 

п.н.) та екзона-1 (делеція 3 п.н.) гена Ppd-B1 

щодо послідовності типового представника га-

плогрупи ВІІ з довжиною амплікона у 1319 п.н. 

Всі виявлені продукти ампліфікації, що детек-

тують належність відповідних генотипів за ге-

ном Ppd-B1 до гаплогрупи ВІІ, утримують ком-

бінації з трьох-чотирьох мутацій, при цьому дві 

з них (делеція у 2 п.н. та інсерція у 26 п.н. на 

ділянці промотору) присутні в усіх цих комбі-

націях.  

Окремі мутації, що входять до складу 

відповідних гаплогруп, можуть мати різнома-

нітний вплив на фенотип рослини і хоча вплив 

цей досі не досліджувався, вони безперечно 

мають великий потенціал цінного генетичного 

ресурсу в селекції пшениці. Так, виявлені му-

тації локалізовані на критичній ділянці промо-

тору (рис. 1Б), тобто зміни у нуклеотидній пос-

лідовності в аналогічних ділянках генів ортоло-

гічної серії Ppd-1 викликають зміну в чутливо-

сті до фотоперіоду (Beales et al., 2007; Wilhelm 

et al., 2009; Nishida et al., 2013). Інсерція в трьох 

нуклеотидах в екзон-1 зумовлює виникнення 

відразу двох місенс-мутацій – замість одного 

гістидину утворюється два залишки глутаміну, 

що може позначитися на активності білка PRR-

2B. Не виключена і плейтропна дія визначених 

мутацій гена Ppd-B1 на фенотип, подібно до то-

го, як це спостерігалося в дослідженні гаплоти-

пів за геном Ppd-D1 (Guo et al., 2010; Чеботар 

та ін., 2012; Huang et al., 2012). Тому при вста-

 

Рис. 2. Електрофореграмма розподілу продуктів ампліфікації ділянки промотору гена 

Ppd-B1 у тетраплоїдних видів пшениці.  
Зразки гаплогрупи ВІ: 1-5, 11, 13, 16-19, 21-25 – 1292 п.н. Зразки гаплогрупи ВІІ: 6-10, 14, 20 (1319 

п.н.), 12 (PI 466941) – 1101 п.н., 15 (PI 272582) – 1309 п.н.  
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новленні ефектів впливу кожної з цих мутацій 

на фенотип можна використовувати їх окремі 

варіанти або комбінації для «тонкого налашту-

вання» генотипу пшениці до умов навколиш-

нього середовища конкретного регіону. Крім 

того, пару праймерів TaPpd-B1proF1–TaPpd-

B1int1R1 можна використовувати як поліморф-

ний, кодомінантний ДНК-маркер в генетично-

му аналізі сортів твердої пшениці T. durum.  

До недоліків даного маркера можна від-

нести, по-перше, низьку специфічність та 

пов’язану з нею критичність умов ампліфікації, 

зокрема температуру та час денатурації і відпа-

лу. По-друге, зависокі фрагменти, що зумовлює 

ледве помітну різницю у десять нуклеотидів і 

унеможливлює детекцію різниці у п’ять нук-

леотидів та менше навіть за умов електрофоре-

зу з високою розподільною здатністю. По-

третє, наявність неспецифічних продуктів амп-

ліфікації меншого розміру, що сприяє їх більш 

ефективному накопиченню в порівняні із ці-

льовими ампліконами, розміри яких переви-

щують більш ніж у два рази. Крім того, пара 

праймерів TaPpd-B1proF1–TaPpd-B1int1R1 не 

дозволяє детектувати делецію у 914 п.н. на ді-

лянці промотору гена Ppd-B1 (Takenaka, Kawa-

hara, 2012), оскільки вона охоплює один із сай-

тів праймування.  

Отже, методом ПЛР-аналізу досліджено 

ділянку промотору та екзону-1 гена Ppd-В1 у 45 

генотипів трьох видів тетраплоїдної пшениці. 

Показана можливість використання ДНК-

маркера до гена Ppd-B1, розробленого для виду 

T. aestivum в аналізі таких видів тетраплоїдної 

пшениці як T. dicoccoides, T. dicoccum, T. 

durum. Встановлена можливість використання 

пари праймерів TaPpd-B1proF1–TaPpd-

B1int1R1 для ідентифікації гаплогрупи за геном 

Ppd-B1 та комбінацій з мутацій на ділянці про-

мотору та екзону-1 цього гена у представників 

видів T. dicoccoides, T. dicoccum та T. durum. 

Зокрема детектовані такі мутації на ділянці 

промотору гена Ppd-B1 як інсерція у 26 п.н., 

делеції у 2, 10 та 205 п.н., та інсерція у 3 п.н. в 

екзон-1. Ідентифікована гаплогрупа за геном 

Ppd-B1 у наступних сортів T. durum: Меляно-

пус 69 (ВІІ), Khandwa (ВІ), Marching 8 (ВІ), 

Abd-el-Kader (ВІІ), Mongolian (ВІ), Vallega 

Zittelli 486 (ВІІ), Wascana (ВІ), Royal de Almena 

(ВІ), Hazera 1203 (ВІІ). 
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THE IDENTIFICATION OF MUTATIONS COMBINATIONS  

IN HAPLOGROUPS OF PPD-B1 GENE IN TETRAPLOID WHEAT  

TRITICUM DICOCCOIDES, TRITICUM DICOCCUM, TRITICUM DURUM 

A. F. Muterko, I. A. Balashova, Yu. M. Sivolap 

Plant Breeding and Genetics Institute – National Center of Seed and Cultivar Investigation  

of National Academy of Agrarian Sciences of Ukraine  

(Odesa, Ukraine) 

The molecular-genetics identification of mutations combinations in haplogroups of Ppd-B1 gene 

was carried. The 44 genotypes of three species the tetraploid wheat from 35 country of the world 

have analysed. In particularly, wild and domesticate emmer wheat Triticum dicoccoides, T. 

dicoccum and T. durum. In studied accessions have been defined relevant the combinations of 

mutations on promoter area and exon-1 and haplogroup of Ppd-B1 gene. The splitting from 

combinations of mutations in BI haplogroup under accessions the T. dicoccoides species has been 

revealed. Importance of identification the combinations of mutations in haplogroups of Ppd-B1 gene 

for wheat selection are discussed. 

Key words: Triticum, PCR-analyis, Ppd-B1, mutations, haplogroups 

ИДЕНТИФИКАЦИЯ КОМБИНАЦИЙ МУТАЦИЙ  

В ГАПЛОГРУПАХ ГЕНА PPD-B1 У ТЕТРАПЛОИДНОЙ ПШЕНИЦЫ ВИДОВ 

TRITICUM DICOCCOIDES, TRITICUM DICOCCUM, TRITICUM DURUM 

А. Ф. Мутерко, И. А. Балашова, Ю. М. Сиволап 

Селекционно-генетический институт –  

Национальный центр семеноведения и сортоизучения  

Национальной академии аграрных наук Украины  

(Одесса, Украина) 

Проведена молекулярно-генетическая идентификация комбинаций мутаций в гаплогруппах 

гена Ppd-B1. Проанализировано 44 генотипа трёх видов тетраплоидной пшеницы из 29 стран 

мира, среди которых двузернянки – Triticum dicoccoides, T. dicoccum и вид T. durum. У иссле-

дованных генотипов установлены соответствующие комбинации мутаций на участке промо-

тора и экзона-1 и гаплогруппа гена Ppd-B1. Обнаружено расщепление по комбинации мута-

ций в гаплогруппе ВIІ среди генотипов вида T. dicoccoides. Обсуждается значение идентифи-

кации комбинаций мутаций в гаплогруппах гена Ppd-B1 в селекции пшеницы. 

Ключевые слова: Triticum, ПЦР-анализ, Ppd-B1, мутации, гаплогруппы 


