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В работе представлены данные по изучению аллелей генов Wx коллекции из 99 сортов и линий мягкой 
пшеницы селекции КНИИСХ им. П.П. Лукьяненко. С помощью двух молекулярных маркеров к гену 
Wx-А1 было выявлено, что сорта Старшина и Сила несут в своем геноме нуль-аллели по данному гену. 
На основании данных по амплификации четырех различных молекулярных маркеров установлено, 
что сорта Нота и Ласточка несут в своем геноме аллель Wx-B1e. Сортов, несущих нуль-аллели гена 
Wx-B1, обнаружено не было. По гену Wx-D1 были выявлены только аллели дикого типа. 
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Введение

Основная часть питательных веществ мягкой 
пшеницы (Triricum ae��i�ume��i�um��i�umum L.) содержится в 
запасающем органе зерновки – эндосперме, 
основным компонентом которого является 
крахмал. Крахмал накапливается в виде гранул, 
которые состоят из полисахаридов двух типов –  
разветвленного амилопектина и линейной ами-
лозы. Содержание амилозы составляет 20–25 %  
массы крахмала, а амилопектина – 70–75 % 
(�am�s�am�s e� a�e� a� a�a�., 2003). Изменение содержания 
амилозы оказывает значительное влияние на 
технологические свойства крахмала и муки 
пшеницы. Ключевым ферментом в синтезе ами-
лозы является гранул-связанная синтаза крах-
мала (GBSSI), также известная как белок Waxy 
(Shu��Shu�� e� a� a�a�., 1983). В геноме мягкой пшеницы 
три гомеологичных гена кодируют изоформы 
GBSSI фермента. Данные гены, получившие 
название Wx�� расположены в хромосомах 7�S�S 
(Wx-�1-�1�11), 4�L (�L ( (Wx-B1-B1B11) и 7�S (�S ( (Wx-D1-D1D11) (�hao�hao 
e� a� a�a�., 1989). У кукурузы, ячменя, риса, овса и 
затем у пшеницы были обнаружены мутанты 
по генам Wx, у которых наблюдалось снижение 

содержания или полное отсутствие амилозы 
(G�ay�osh, 1998). Установлено, что у пшеницыG�ay�osh, 1998). Установлено, что у пшеницы, 1998). Установлено, что у пшеницы 
каждый из генов Wx имеет несколько аллелей: 
активный аллель (а), кодирующий синтез 
белка Waxy; неактивный (в – нуль-аллель), 
при котором синтез функционального белка 
Waxy отсутствует; функциональные аллели с 
различной ферментативной активностью бел-
ка Waxy. Мягкая пшеница с одним или двумя 
нефункциональными генами (нуль-аллелями) 
синтезирует крахмал с пониженным уровнем 
амилозы, обладающий рядом характеристик, 
необходимых для производства высокока-
чественной лапши, особенно для стран Юго-
Восточной Азии, где этот продукт является 
традиционным (Epst�in e� a�e� a� a�a�., 2002; Liu e� a�., 
2003). Кроме того, было выявлено определен-
ное положительное влияние наличия нуль-ал-
лелей на хлебопекарные и мукомольные каче-
ства пшеницы, так как крахмал с пониженным 
содержанием амилозы более чувствителен к 
механическому воздействию. При помоле про-
исходит разрушение гранул крахмала, что уве-
личивает площадь поверхности и приводит к 
повышению водопоглотительной способности 
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и амилолитической активности муки, создавая 
тем самым благоприятные условия для высокой 
активности дрожжей в тесте (G�ay�osh, 1998).G�ay�osh, 1998)., 1998). 
Есть данные о том, что пониженное содержание 
амилозы положительно сказывается на увели-
чении срока хранения хлебобулочных изделий, 
так как именно амилоза способствует очер-
ствению хлеба (�akamu�a�akamu�a e� a� a�a�., 1995, 2002). 
Помимо нуль-аллелей, по всем локусам генов 
был выявлен также ряд других функциональ-
ных аллельных вариантов (�o���gu��-�ui�ano�o���gu��-�ui�ano�gu��-�ui�anogu��-�ui�ano-�ui�ano�ui�ano 
e� a� a�a�., 1998; �ak�shi, 2006; �an��tti�ak�shi, 2006; �an��tti, 2006; �an��tti�an��tti e� a�e� a� a�a�., 2009; 
Gu�mán e� a� a�a�., 2010). Влияние данных аллелей 
на содержание амилозы в крахмале пшеницы 
до конца еще не изучено. В коллекциях сортов 
пшеницы из разных стран были найдены раз-
личные комбинации активных и неактивных 
аллелей Wx. Выявлено, что более 15 % сортов 
китайской, турецкой, аргентинской и корейской 
селекции несут нуль-аллель по гену Wx-�1 
(�amamo�i�amamo�i e� a� a�a�., 1994; �an��tti�an��tti e� a�e� a� a�a�., 2009). Око-
ло 20 % сортов с нуль-аллелем по гену Wx-B1 
наблюдается среди коллекций австралийской, 
индийской и японской селекции (�akamu�a�akamu�a e� 
a�., 1992; �amamo�i�amamo�i e� a� a�a�., 1994). Единственный 
в мире сорт, содержащий нуль-аллель по гену 
Wx-D11, был найден в Китае (�akamu�a e� a�., 
1995). Для оценки аллельного состояния генов 
Wx использовались как гель-электрофорез бел-
ка, одномерный или двухмерный (�o���gu��-
�ui�ano e� a�., 1998; ��m�k� e� a�., 2000; U��ano 
e� a�., 2002), так и молекулярное маркирование 
с использованием полимеразной цепной реак-
ции (ПЦР) (B�in�y e� a�., 1998; Boggini e� a�., 
2001; �akamu�a e� a�. a�.a�.., 2002). В последнее время 
наиболее широкое распространение получили 
именно методы молекулярного маркирования, 
которые используются для идентификации 
аллельного состояния генов Wx и в ��S-се-��S-се--се-
лекции (селекции с помощью молекулярных 
маркеров).

Целью нашей работы была характеристика 
аллельного состояния генов Wx коллекции 
мягкой озимой пшеницы КНИИСХ им. П.П. Лу-
кьяненко с помощью молекулярных маркеров. 
Скрининг данной коллекции позволит получить 
первичную информацию, которая может быть 
использована для селекции сортов озимой пше-
ницы с модифицированным составом крахмала 
с использованием молекулярных маркеров.

Материалы и методы

Растительный материал и выделение 
ДНК. В исследованиях использовали кол-
лекцию из 99 краснозерных сортов мягкой 
пшеницы селекции Краснодарского НИИСХ  
им. П.П. Лукьяненко. ДНК выделяли из пророст-
ков по методу B��nat�ky и �anksl�y (1986).B��nat�ky и �anksl�y (1986). и �anksl�y (1986).�anksl�y (1986). (1986).

Праймеры и условия ПЦР. Используемые 
праймеры и условия проведения полимеразной 
цепной реакции указаны в таблице. ПЦР прово-
дили в ��t�a� 2 ��lti�� �h��mal �ycl�� (Bio-�a�,t�a� 2 ��lti�� �h��mal �ycl�� (Bio-�a�,�a� 2 ��lti�� �h��mal �ycl�� (Bio-�a�, 
США) при условиях, рекомендуемых авторами 
праймеров. Реакционная смесь объемом 25 мкл 
содержала: 1 × буфер для Taq��ДНК-полимеразы 
(Силекс, Москва), 1,0 UU Taq��ДНК-полимеразы 
(Силекс, Москва), 200 μ� каждого ���� (��o-� каждого ���� (��o- каждого ���� (��o-���� (��o- (��o-��o-
m�ga), 0,2 μ� каждого праймера и 100–150 нг), 0,2 μ� каждого праймера и 100–150 нг� каждого праймера и 100–150 нг каждого праймера и 100–150 нг 
ДНК-матрицы. В реакции с праймерами 4�, 4��, 4�, 4�� 
концентрация хлорида магния составляла 3,0 м�,  
в остальных случаях 2,5 м�. Продукты ПЦР 
разделяли электрофорезом в 2 %-м агарозном 
геле в трис-боратном буферном растворе (ТВЕ). 
В качестве маркера молекулярного веса исполь-
зовали «100 �p La������ («���m�ntas��, Литва).La������ («���m�ntas��, Литва).a������ («���m�ntas��, Литва).

Результаты

Ген Wx���Wx���x������. Скрининг коллекции на аллель-
ное состояние гена Wx-�1x-�1�11 проводили с помо-
щью молекулярного маркера, разработанного 
�akamu�a с соавт. (2002). При использовании с соавт. (2002). При использовании 
данного молекулярного маркера у аллеля дико-
го типа Wx-�1a амплифицируются фрагменты 
размером 389 п.н., а у нуль-аллеля – 370 п.н. 
(рис. 1, а). 

Для верификации полученных результатов 
на образцах, у которых продукты амплифика-
ции отличались от дикого типа, мы использова-
ли молекулярный маркер, модифицированный 
�an��tti c соавт. (2009). После проведения ПЦР c соавт. (2009). После проведения ПЦРc соавт. (2009). После проведения ПЦР соавт. (2009). После проведения ПЦР 
с данным молекулярным маркером размер ам-
пликонов у Wx-�1a и нуль-аллеля различался 
незначительно, поэтому для лучшей визуализа-
ции после амплификации проводился гидролиз 
ПЦР-продукта с эндонуклеазой рестрикции 
Hin�III (рис. 1, б).

Таким образом, с помощью двух молеку-
лярных маркеров к гену Wx-А1-А1 было выявлено, 
что из 99 проанализированных сортов только 
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два, Старшина и Сила, имеют нуль-аллели по 
данному гену. Все остальные сорта коллекции 
несли аллели дикого типа гена Wx-�1.

Ген ����������������� Для анализа локуса Wx-B1-B1B11 необ-
ходимо использовать сочетание молекулярных 
маркеров, что позволяет выявить не только 
нуль-аллели, но и функциональные аллельные 
варианты, отличные от аллеля дикого типа, так 
как молекулярные маркеры, разработанные 
�cLauchlan с соавт. (2001) и �akamu�a с соавт. 
(2002), не позволяют различить нуль-аллель  
Wx-�1��x-�1�� и функциональный аллель Wx-�1��x-�1�� и 
дают ложноположительные результаты при-
сутствия нуль-аллеля (рис. 2, а, б) (�an��tti�an��tti e�e� 
a�., 2009; Дивашук и др., 2011).

Saito с соавт. (2009) разработали кодоми-
нантный маркер нуль-аллеля Wx-B1. При его 
использовании в ПЦР амплифицируются фраг-
менты длиной 668 п.н. при наличии нуль-аллеля 
и 778 п.н. при наличии аллеля дикого типа в 
локусе Wx-B1.-B1.B1.1. Размер продукта амплификации 
у образца, несущего аллель Wx-B1e-B1eB1e1ee, составля-
ет 804 п.н. (Дивашук и др., 2011) (рис. 2, в).  
Кроме того, �an��tti с соавт. (2009) была пред-

Таблица 
Используемые праймеры и условия проведения ПЦР

Гены Wx Праймеры Условия ПЦР

Wx���

AFC и AR2
(�akamu�a e� a�., 2002)

95 º� – 5 мин; 32 цикла: 95 º� – 30 с, 65 º� – 30 с, 72 º� – 2 мин; 
1 цикл: 72 º� – 7 мин

Wx-A1b-F-MH* 
Wx-A1b-R-MH*

(�an��tti e� a�., 2009)

94 º� – 3 мин; 40 циклов: 94 º� – 45 с, 55 º� – 30 с, 72 º� – 60 с;  
1 цикл: 72 º� – 7 мин

Wx�B�

BDFL и BRD
(�akamu�a e� a�., 2002)

95 º� – 5 мин; 32 цикла: 95 º� – 30 с, 65 º� – 30 с, 72 º� – 2 мин; 
1 цикл: 72 º� – 7 мин

4F и 4R
(�cLauchlan e� a�., 2001)

94 º� – 3 мин; 30 циклов: 94 º� – 60 с, 58 º� – 60 с, 72 º� – 30 с;  
1 цикл: 72 º� – 7 мин

BDFL и BRC1
(Saito e� a�., 2009)

95 º� – 5 мин; 32 цикла: 95 º� – 30 с, 65 º� – 30 с, 72 º� – 2 мин; 
1 цикл: 72 º� – 7 мин

Wx-B1L и Wx-B1R 
(�an��tti e� a�., 2009)

95 º� – 5 мин; 32 цикла: 95 º� – 30 с, 65 º� – 30 с, 72 º� – 2 мин; 
1 цикл: 72 º� – 7 мин

Wx�D�

Wx-D1-2-F, Wx-D1-2-R
(Sha�iflou e� a�., 2001)

95 º� – 3 мин; 40 циклов: 94 º� – 30 с, 55 º� – 45 с, 72 º� – 1 мин; 
1 цикл: 72 º� – 7 мин

Wx-D1-1-F, Wx-D1-1-R
 (��int�n e� a�., 1999)

95 º� – 3 мин; 40 циклов: 94 º� – 30 с, 55 º� – 45 с, 72 º� – 1 мин; 
1 цикл: 72 º� – 7 мин

BDFL и DRSL 
(�akamu�a e� a�., 2002)

94 º� – 5 мин; 32 цикла: 94 º� – 30 с, 58 º� – 30 с, 72 º� – 120 с;  
1 цикл: 72 º� – 7 мин

* После амплификации проводился гидролиз ПЦР-продукта эндонуклеазой рестрикции HindIII («���m�ntas��, Литва) 
при 37 ºС в течение 1 часа. Фрагменты ДНК, полученные в результате гидролиза, разделяли в агарозном геле.

ложена пара праймеров Wx-B1L�Wx-B1� дляWx-B1L�Wx-B1� для-B1L�Wx-B1� дляB1L�Wx-B1� для1L�Wx-B1� дляL�Wx-B1� для�Wx-B1� дляWx-B1� для-B1� дляB1� для1� для� для для 
идентификации трех аллелей: Wx-B1a-B1aB1a1aa, Wx-B1��Wx-B1��-B1��B1��1���� 
и Wx-B1e.Wx-B1e.-B1e.B1e.1e.e..

На основании амплификации с использова-
нием четырех различных систем молекулярных 
маркеров нами было установлено, что только 
2 сорта из 99 сортов Краснодарского НИИСХ  
им. П.П. Лукьяненко – Нота и Ласточка – несут 
в своем геноме аллель Wx-B1e-B1eB1e1ee (рис. 2). Сортов, 
несущих нуль-аллели в локусе Wx-B1-B1B11, выявлено 
не было.

Ген ���������������������� Для определения аллельного 
состояния гена Wx-D1-D1D11 использовали три моле-
кулярных маркера (табл.). Было показано, что 
все сорта исследуемой коллекции несли аллели 
Wx-D1а –-D1а –D1а –1а – аллели дикого типа. 

Обсуждение

При молекулярно-генетическом анализе 99 
сортов из коллекции мягких пшениц селекции 
КНИИСХ им. П.П. Лукьяненко, показано, что 
два сорта имеют аллели Wx-B1e-B1eB1e1ee гена Wx-B1-B1B11 и 
два сорта несут нуль-аллели Wx-А1��-А1���� гена Wx-А1.-А1. 
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Рис. 1. Электрофореграмма: а – продуктов ПЦР, полученных с праймерами ��� и ��2 (1 – сорт Безостая 1,��� и ��2 (1 – сорт Безостая 1, и ��2 (1 – сорт Безостая 1,��2 (1 – сорт Безостая 1,2 (1 – сорт Безостая 1,  
2 – сорт Кособрюховка, 3 – сорт Васса, 4 – сорт Фишт, 5 – сорт Леда, 6 – сорт Сила, 7 – сорт Старшина;  
М – маркер длины фрагментов ДНК); б – ампликонов, полученных с праймерами Wx-�1�-�-��� и Wx-Wx-�1�-�-��� и Wx--�1�-�-��� и Wx-�1�-�-��� и Wx-1�-�-��� и Wx-�-�-��� и Wx--�-��� и Wx-�-��� и Wx--��� и Wx-��� и Wx- и Wx-Wx--
�1�-�-��� и обработанных эндонуклеазой рестрикции1�-�-��� и обработанных эндонуклеазой рестрикции�-�-��� и обработанных эндонуклеазой рестрикции-�-��� и обработанных эндонуклеазой рестрикции�-��� и обработанных эндонуклеазой рестрикции-��� и обработанных эндонуклеазой рестрикции��� и обработанных эндонуклеазой рестрикции и обработанных эндонуклеазой рестрикции Hin�III (1, 2 – сорт Безостая 1; 3, 4 – сорт Сила,  
5, 6 – сорт Старшина). Серая стрелка – фрагменты, соответствующие наличию аллеля Wx-�1��.��.

Рис. 2. Электрофореграмма продуктов ПЦР, полученных с праймерами 4� и 4�. 

а – 4� и 4� (1, 2 – сорт Ласточка; 3, 4 – сорт Нота; 5, 6 – сорт Безостая 1; 7, 8 – сорт Кособрюховка; 9, 10 – сорт Васса; 
11 – сорт Фишт); б – B��L и B�� (1 – сорт Безостая 1; 2 – сорт Кособрюховка; 3 – сорт Васса; 4 – сорт Фишт; 5 – сорт 
Сила; 6 –сорт Старшина; 7 – сорт Ласточка; 8 – сорт Нота; М – маркер длины фрагментов ДНК); в – B��L и B��1  
(1 – сорт Безостая 1; 2 – сорт Ласточка; 3–5 – контрольный образец, несущий нуль-аллель Wx-В1� ��okkai 252);  
г – Wx-B1L и Wx-B1� (1 – сорт Безостая 1; 2 – сорт Кособрюховка; 3 – сорт Ласточка; 4 – сорт Нота; 5 – сорт Сила;  
6 – сорт Старшина; 7 – сорт Васса; 8 – сорт Фишт). Серая стрелка – тип амплификации, соответствующий аллелям, 
отличным от дикого типа.

В то же время в коллекциях сортов азиатских 
стран обнаруживалось до двадцати процентов 
сортов, несущих нуль-аллели по генам Wx-А1-А1 
и Wx-B1-B1B11 (�akamu�a�akamu�a e� a� a�a�., 1992; �amamo�i�amamo�i e� 

a�., 1994). Полученные нами результаты можно 
объяснить тем, что пониженное содержание 
амилозы, которое обусловливается наличием 
нуль-аллелей генов Wx в геноме, оказывает вы-
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раженное положительное влияние на качество 
лапши удон, основного продукта, на производ-
ство которого используется мягкая пшеница в 
азиатских странах. А основное использование 
мягкой пшеницы в России – это, прежде всего, 
хлебопечение. В этом случае выраженного 
положительного влияния на хлебопекарные 
качества пшеницы наличие только одного 
нуль-аллеля не оказывает и, соответственно, 
давление искусственного отбора в этом направ-
лении отсутствует. Также следует учитывать, 
что основные источники нуль-аллелей – это 
белозерные сорта азиатского происхождения. В 
России селекция пшеницы традиционно ориен-
тируется на краснозерные сорта ввиду ряда их 
преимуществ. Поэтому и вероятность нейтраль-
ного привнесения нуль-аллеля в результате се-
лекционных скрещиваний была крайне мала. В 
сорт Ласточка аллель Wx-B1e-B1eB1e1ee, вероятнее всего, 
пришел из родительской формы аргентинской 
яровой пшеницы (http:��g�n�ank.vu�v.c�). Ал-
лельный вариант Wx-B1e-B1eB1e1ee встречается среди сор-
тов аргентинской селекции (�an��tti�an��tti e� a�e� a� a�a�., 2009). 
В случае сорта Нота таких очевидных путей 
привнесения редкого для данного региона ал-
леля не прослеживается (http:��g�n�ank.vu�v.c�).  
В сорт Старшина нуль-аллель Wx-А1��-А1����, вероят-
нее всего, был привнесен через родительский 
сорт �olt (http:��g�n�ank.vu�v.c�).

Полученная в данной работе информация 
об аллельном состоянии по генам Wx в сортах 
КНИИСХ им. П.П. Лукьяненко позволит на-
метить отправные точки нового направления 
селекции мягкой озимой пшеницы – селекции 
сортов с модифицированным составом крахма-
ла с использованием в качестве основы высоко-
урожайных и качественных сортов Старшина и 
Сила и привлечением источников нуль-аллелей 
по другим генам Wx.
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Summary

�ol�cula� ma�k��-�as�� i��ntification of all�lic va�iants of Wx g�n�s has ���n p��fo�m�� in th� coll�ction of 
99 common wh�at cultiva�s an� �����ing lin�s ��v�lop�� at th� K�asno�a� Lukyan�nko ��s�a�ch Institut� 
of �g�icultu��. 
Us� of two mol�cula� ma�k��s to th� Wx-А1 g�n� shows that cultiva�s ‘Sta�shina’ an� ‘Sila’ ca��y null all�l�s 
of Wx-А1. Stu�i�s with fou� syst�ms of mol�cula� ma�k��s in�icat� that cultiva�s ‘�ota’ an� ‘Lastochka’ 
poss�ss th� Wx-B1e all�l�. �o cultiva�s with null-all�l�s of Wx-B1 hav� ���n foun�. Only wil�-typ� all�l�s 
a�� p��s�nt in th� Wx-D1 locus.

Key words: common wh�at, mol�cula� ma�k��s, Wx g�n�s. 


