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ЗАГАЛЬНА ХАРАКТЕРИСТИКА РОБОТИ
Обґрунтування вибору теми дослідження. М’яка пшениця (Triticum aestivum L.) є основною, стратегічною та найціннішою зерновою культурою України, яка становить основу продовольчої бази та безпеки держави (Улич та ін., 2015; Моргун та ін., 2010; Лифенко та ін., 2016). 

Однією з найважливіших господарсько-цінних ознак, яка визначає адаптивність культури до навколишнього середовища, є чутливість до фотоперіоду. Спадкова мінливість пшениці в період індивідуального розвитку значною мірою обумовлена особливістю експресії генів Ppd-1, які визначають реакцію рослин пшениці на довжину світлового дня, впливають на тривалість періоду «сходи-колосіння» та пов’язані зі скоростиглістю, стійкістю до посух та врожайністю.
Вивчення алелів генів фотоперіодичної чутливості допомогає визначити, які комбінації алелів найбільш ефективні в конкретному регіоні вирощування пшениці м’якої озимої, та сприяє підбору оптимальних за фенологією сортів з урахуванням мінливого клімату (Kiss et al., 2014; Guo et al., 2010). 
На теперішній час не проведено визначення алелів генів Ррd-D1, Ррd-В1, Ррd-А1 в генотипах сучасних сортів пшениці, створених у провідних селекційних центрах, які розташовані в різних агрокліматичних зонах України – на території Полісся і Лісостепу (Миронівського Інституту пшениці імені В.М. Ремесла, Полтавської державної аграрної академії, Білоцерківської дослідно-селекційної станції, Інституту землеробства НААН України, Носівської селекційно-дослідної станції), Південного (Інституту зрошуваного землеробства НААН України) та Північного Степу України (Луганського інституту селекції і технологій, Донецького інституту агропромислового виробництва НААН України, Дніпровського державного аграрно-економічного університету). Більшою мірою вивчені сорти Селекційно-генетичного інституту – Національного центру насіннєзнавства та сортовивчення (Файт та ін., 2014; Балашова, Файт, 2015; Файт та ін., 2017)
Тому актуальним було визначити алелі генів Ррd-1 в генотипах сучасних українських сортів пшениці, провести співставлення отриманих даних молекулярно-генетичного аналізу зі строками колосіння та цвітіння в польових умовах, оцінити ефекти гену Ррd-D1 ізольовано від інших генетичних систем, використовуючи майже-ізогенні лінії пшениці. Інформація щодо алельного стану генотипів сортів м’якої пшениці за системою генів Ррd-1 буде корисною для селекціонерів країни при постановці схрещувань для отримання нових сортів з прогнозованими темпами розвитку. 
Зв’язок роботи з науковими програмами, планами, темами. Дисертаційну роботу виконано на кафедрі генетики та молекулярної біології біологічного факультету Одеського національного університету імені І. І. Мечникова в рамках науково-дослідної теми «Поліморфізм локусів фотоперіодичної чутливості сортів пшениці і сої та залежність їх продуктивності від алельного складу локусів за даними ПЛР-аналізу» (№ ДР 0117U001114, 2017-2019 рр.).
Мета та завдання дослідження. Метою роботи був аналіз генетичного поліморфізму та визначення алелів за генами Ppd-1 у сучасних сортів та ліній м’якої пшениці, оцінка ефектів алелів Ppd-D1a / Ррd-D1b на темпи розвитку та агрономічні ознаки м’якої пшениці.

Для досягнення поставленої мети вирішували такі завдання:

1. Визначити алелі генів Ррd-D1, Ррd-В1, Ррd-А1 в генотипах сортів м’якої пшениці, створених в провідних селекційних центрах країни та адаптованих до умов вирощування в різних агро-кліматичних умовах;

2. Проаналізувати поліморфізм та ідентифікувати гаплотипний склад за геном Ррd-D1 в генотипах сучасних українських сортів м’якої пшениці;
3. Проаналізувати залежність фотоперіодичної чутливості сортів в умовах Лісостепу України від алельного стану генів Ррd-D1, Ррd-В1, Ррd-А1;
4. Порівняти рівень поліморфізму за генами Ррd-1 в зонах Полісся, Лісостепу і Степу України;
5. Визначити рівень ізогенності та алелі генів Ррd-1 у ліній пшениці м’якої озимої та їх ранньостиглих аналогів;
6. З'ясувати вплив алелів гена Ppd-D1 на агрономічні ознаки й тривалість періоду «сходи-колосіння» у майже-ізогенних ліній та ліній-аналогів пшениці.

Об’єкт дослiдження: гени фотоперіодичної чутливості Triticum aestivum L. та їхні ефекти на агрономічні ознаки.

Предмет дослiдження: нуклеотидні послідовності генів фотоперіодичної чутливості (алелі та гаплотипи) в генотипах сортів і ліній м’якої пшениці та їхній вплив на агрономічні ознаки і темпи розвитку пшениці м’якої озимої.

Методи дослiдження: молекулярно-генетичні (екстракція геномної ДНК, алель-специфічна та вкладена ПЛР, мікросателітний аналіз, IPBS- та RAPD-аналіз, електрофорез продуктів ампліфікації в агарозному та поліакриламідному гелі) статистичні (дисперсійний і дискримінантний аналіз для опрацювання даних щодо темпів виколошування сортів та ліній пшениці м’якої озимої та структурного аналізу урожаю, метод t-критерію Ст’юдента для опрацювання даних фотоперіодичної чутливості сортів МІП), агрономічні (структурний аналіз урожаю). 
Наукова новизна одержаних результатів. За допомогою ПЛР аналізу з алель-специфічними праймерами було визначено алелі генів системи Ppd-1 та гаплотипний склад за геном Ррd-D1 у 94 сучасних сортів пшениці м’якої озимої з різних селекційних установ розташованих на території Полісся, Лісостепу, Південного та Північного Степу України. Проведено географічний розподіл сортів – носіїв певних алелів та гаплотипів гену Ppd-D1 по агрокліматичним зонам України та створено базу даних досліджених сортів пшениці за алелями генів Ppd-1.

Вперше на спеціально створеному генетичному матеріалі – майже-ізогенних лініях пшениці BC7 Кооператорка та Кооператорка рання та лініях-аналогах BC7 Степняк 1 та Степняк 1 ранній оцінено вплив алелів Ppd-D1a / Ррd-D1b на агрономічні ознаки та темпи розвитку пшениці, статистично доведено ефекти алелів на 11 агрономічно важливих ознак пшениці в умовах Південного степу України та на фотоперіодичну чутливість в умовах Лісостепу. 

Практичне значення одержаних результатів. За результатами дисертаційної роботи створено базу даних сучасних сортів пшениці різних селекційних установ України за алелями генів фотоперіодичної чутливості Ppd-1. Ця інформація може бути використана селекціонерами у схрещуваннях для отримання нових сортів з прогнозованими темпами розвитку. 
Доведено ізогенність ліній Кооператорка та Кооператорка рання, які запропоновано використовувати в дослідженнях для оцінки впливу алелів гену Ppd-D1 на стійкість пшениці до абіотичних стресів (обидві пари ліній створено на основі сортів степового екотипу, які добре адаптовані до умов Півдня України). Одержані у дисертаційній роботі дані впроваджені у дослідно-селекційну роботу лабораторії селекції і насінництва пшениці озимої Миронівського інститута пшениці імені В.М. Ремесла та Інститута зрошуваного землеробства НААН України. Акти впровадження додаються.
Особистий внесок здобувача. Дисертантом разом з науковим керівником доктором біологічних наук, професором С. В. Чеботар складено план досліджень, сформульовані основні положення та висновки дисертаційної роботи. Здобувачем особисто проведено аналіз літературних джерел за темою дисертації, виконано експериментальну частину роботи, здійснено статистичну обробку отриманих результатів та написання дисертаційної роботи. 

Апробація результатів дисертації. Основні положення дисертаційної роботи були представлені на III та V Міжнародних науково-практичних конференціях молодих вчених і спеціалістів «Селекція, генетика і технології вирощування сільськогосподарських культур» (Миронівка, 2015, 2017), на VІІ Міжнародній конференції молодих вчених, аспірантів, студентів «Біорізноманіття. Екологія. Адаптація. Еволюція.» (Одеса, 2015), на науково-практичній конференції «Сучасні напрями селекційного удосконалення пшениці» (Одеса, 2016), на Всеукраїнській науково-практичній інтернет-конференції «Підвищення ефективності функціонування сільського господарства в умовах зміни клімату» (Херсон, 2016), на Міжнародній науково-практичній конференції «Новітні агротехнології: теорія та практика» (Київ, 2017), на Міжнародній науковій конференції «Геноміка та біохімія сільськогосподарських рослин» (Одеса, 2017), на Міжнародній науково-практичній конференції «Реалізація потенціалу сортів зернових культур – шлях вирішення продовольчої безпеки» (Миронівка, 2017), на Х з’їзді Українського товариства генетиків і селекціонерів імені М. І. Вавилова та ХІІ Міжнародній науковій конференції «Фактори експериментальної еволюції організмів» (Умань, 2017), на 4th Conference of Cereal Biotechnology and Breeding (Budapest, Hungary, 2017), на 17th EWAC EUCARPIA International Conference (Bucharest, Romaia, 2018), на Міжнародній науковій конференції «Сьогодення біологічної науки» (Суми, 2018), на IV Міжнародній науковій конференції молодих вчених «Сучасна біологія рослин: теоретичні та прикладні аспекти» (Харків, 2018), на Міжнародній науковій конференції «Біотехнологія – інноваційний шлях селекції рослин» (Одеса, 2018). Результати експериментальних досліджень були представлені на наукових семінарах кафедри генетики та молекулярної біології та щорічних звітних конференціях біологічного факультету Одеського національного університету імені І. І. Мечникова.
Публікації. За темою дисертації опубліковано 21 наукову працю, з яких 7 статей у фахових виданнях та 14 тез доповідей на міжнародних і вітчизняних наукових конференціях.
Структура та обсяг дисертації. Дисертація складається зі вступу, огляду літератури, матеріалів та методів досліджень, результатів досліджень, аналізу та узагальнення результатів досліджень, висновків, списку використаних джерел та 10 додатків. Дисертацію викладено на 185 сторінках друкованого тексту і проілюстровано 19 рисунками та 18 таблицями. Список використаних джерел складає 198 найменувань.
ОСНОВНИЙ ЗМІСТ РОБОТИ
ОГЛЯД ЛІТЕРАТУРИ
У огляді літератури описано молекулярну структуру генів Ppd-D1, Ppd-A1, Ppd-B1 та поліморфізми їх нуклеотидної послідовності, які пов’язані з проявом різного рівня чутливості до фотоперіоду, охарактеризовано генетичні механізми, що детермінують тривалість періоду «сходи-колосіння» у рослин пшениці м’якої озимої. Висвітлено поширення алелів генів Ppd-1 в сортах пшениці м'якої озимої в різних географічних областях та проаналізовано вплив системи генів Ppd-1 на адаптивний потенціал сортів пшениці для певних умов вирощування. На основі даних літературних джерел обґрунтовано актуальність та доцільність проведення досліджень за темою дисертації.

МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕНЬ

Рослинний матеріал. Матеріалом для дослідження слугували сучасні сорти та лінії пшениці м’якої озимої, які створені у провідних селекційних центрах України та занесені до Державного реєстру сортів рослин, придатних для поширення в Україні у період з 1995 по 2018 роки: Миронівського інституту пшениці ім. В. М. Ремесла НААНУ (МІП) – 29, Білоцерківської дослідно-селекційної станції (БДСС) – 16, Полтавської державної аграрної академії (ПДАА) – 15, Носівської селекційно-дослідної станції (НСДС) – 7, Інституту зрошуваного землеробства НААНУ (ІЗЗ) – 13, Селекційно-генетичного інституту – Національного центру насіннєзнавства та сортовивчення (СГІ – НЦНС) – 4, Інституту землеробства НААН України – 2 та інших. Також для дослідження використовували майже-ізогенні лінії пшениці BC7 Кооператорка та Кооператорка рання та лінії-аналоги BC7 Степняк 1 та Степняк 1 ранній, створені провідним науковим співробітником відділу загальної і молекулярної генетики СГІ – НЦНС к.б.н. І. І. Моцним.
Методи дослідження. Виділення ДНК з етиольованих паростків пшениці проводили за методикою Doyle (1991). Концентрацію виділеної ДНК визначали на спектрофотометрі NanoPhotometer Pearl UV/Vis (Implen, Німеччина). ПЛР-аналіз виконували на ампліфікаторі FlехСусlеr (Analytik Jena, Німеччина) згідно рекомендацій Beales et al. (2007); Nishida et al. (2013); Diaz et al. (2012); Guo et al. (2010). Продукти ампліфікації фракціонували методом горизонтального електрофорезу в 1% агарозному гелі та вертикального електрофорезу в 7 % поліакриламідному гелі (Sambrook, 2001). Продукти ПЛР, що фракціонували у поліакриламідному гелі, фарбували за допомогою AgNO3, згідно рекомендацій Bassam et al. (2007). Для визначення розмірів продуктів ампліфікації використовували маркери молекулярної маси pUC19/ Msp I, ladder mix (Thermo Fisher Scientific) та комп’ютерну програму Gelanalyzer (Gelanalyzer software).
Ступінь відновлення генофону рекурентної батьківської форми у майже-ізогенних ліній і ліній-аналогів розраховували на основі результатів мікросателітного аналізу за локусами Xgwm46 (7В), Xgwm155 (3А), Xgwm160 (4А)¸ Xgwm165 (4В), Xgwm169 (6А), Xgwm186 (5А), Xgwm304 (5А), Xgwm608 (2D і 4D) (Röder et al., 1998) і Xgwm261 (Worland et al., 2001); IPBS-аналізу з маркерами  2076, 2080, 2214 (Kalendar et al., 2006) та RAPD-аналізу з маркерами А02, А12, В02, В05, Е12, Е10 (Bassam et al., 2007).
Визначення фотоперіодичної чутливості сортів та ліній пшениці м’якої озимої проводилися у спільних дослідженнях з к.б.н. Н.В. Булавкою на базі МІП за рекомендаціями Файт та ін. (2006). 
Польові спостереження майже-ізогенних ліній та ліній-аналогів, під час яких фіксували дати колосіння та цвітіння рослин пшениці, проводили за загальноприйнятою методикою на полях СГІ – НЦНС (м. Одеса) впродовж 2015-2019 років. Матеріал висівали в середині жовтня однорядковими ділянками, довжиною 110 см, відстань між рядками 30 см, відстань між рослинами всередині рядка 5 см, у трьох повторностях, блоками. Агротехніка типова для Півдня України. Попередник – чорний пар. Ранньовесняне підживлення рослин здійснювали аміачною селітрою N30 кг/га. Для проведення структурного аналізу під час вегетації, збирання та обмолоту рослин визначали наступні ознаки: тривалість періоду до колосіння ДК (діб), висота рослин ВР (см), продуктивне кущіння ПК (шт.), кількість зерен з підгонів ЗП (шт), маса зерен з підгонів МЗП (г), маса тисячі зерен з підгонів МТЗП (г), довжина колоса l (см), довжина стебла h (см), відношення l/h, кількість колосків у колосі ККК (шт), кількість фертильних колосків у колосі КФК (шт), кількість стерильних колосків у колосі КСК (шт), кількість зерен у колосі ЗК (шт), маса зерна у колосі МЗК (г), маса тисячі зерен у колосі МТЗК (г), кількість зерен з рослини ЗР (шт), маса зерен з рослини МЗР (г), маса тисячі зерен з рослини МТЗР (г), озерненість колосу ОК, щільність колосу D.
Дані щодо фенологічних спостережень за сортами пшениці в полях спеціалізованих селекційних установ були любязно надані  академіком, д.с.-г.н. Ю. О. Лавриненком, с.н.с., д.с.-г.н. В. В. Москальцем.
Статистичну обробку даних структурного аналізу майже-ізогенних ліній та ліній-аналогів пшениці м’якої озимої та даних щодо темпів виколошування сортів та ліній пшениці м’якої озимої проводили методом однофакторного та двохфакторного дисперсійного аналізу ANOVA з використанням програмного забезпечення Statistiсa 10 (McDonald, 2009). Достовірність різниці між лініями за кожною ознакою визначали згідно F-критерію Фішера та НІР відповідного рівня значущості для відповідного фактора або взаємодії факторів (Рокицкий, 1973). Для визначення відмінностей між лініями-аналогами за комплексом ознак застосовували лінійний дискримінантний аналіз із покроковим включенням Forward stepwise (Фукунага, 1979). Статистичне опрацювання даних фотоперіодичної чутливості сортів МІП проводили методом t-критерію Ст’юдента. 
РЕЗУЛЬТАТИ ДОСЛІДЖЕННЯ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ

Поліморфізм за генами фотоперіодичної чутливості сучасних українських сортів та ліній пшениці м’якої озимої. З використанням діагностичних молекулярних маркерів для визначення алелів генів Ppd-1 і гаплотипного складу за геном Ррd-D1, що впливають на фотоперіодичну реакцію пшениці м'якої озимої, досліджено набір генотипів пшениці м’якої озимої, створених для вирощування у Поліссі, Лісостепу та Степу України. За результатами ПЛР-аналізу всі досліджені сорти є неполіфморфними носіями рецесивних алелів Ppd-A1b і Ppd-B1b, які визначаються відсутністю маркерної делеції 1085 п. н. і інсерції 308 п. н. в промоторних регіонах, відповідно. Лише у сорту пшениці м’якої озимої Антонівка (селекції СГІ – НЦНС) було детектовано фрагмент ампліфікації розміром 223 п. н., який визначає наявність в генотипі трьох копій Ppd-B1 по типу Sonora64 (Diaz et al., 2012), який може бути асоційований з більш раннім колосінням. Локус Ppd-D1 виявився поліморфним: співвідношення генотипів з домінантним, рецесивним алелями і гетерогенних за локусом Ppd-D1 становило 90%, 8% і 2%, відповідно.
Ppd-1 генотипи та фотоперіодична чутливість сортів Лісостепу України. Детектовано алелі генів Ppd-1 в генотипах сортів, створених в селекційних установах, розташованих в зоні Лісостепу України: МІП – 29, БДСС – 16, ПДАА – 15, ННЦ «Інститут землеробства» НААН України – 2 та агрофірми ТОВ «Сади України» – 3. У результаті електрофоретичного розподілу фрагментів ампліфікації, отриманих за допомогою алель-специфічної ПЛР, визначено наявність алеля Ppd-A1b, тобто делеція 1085 п. н. у промоторному регіоні в генотипах цих сортів відсутня (рис. 1 а). 
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Рис. 1. Електрофореграма продуктів ампліфікації, отриманих за допомогою ПЛР ДНК з маркерами: а) до алелю Ppd-A1b: 1 – Ювіляр миронівський; 2 – Миронівська 65; 3 – Економка; б) до алелю Ppd-B1b: 1 – Ювіляр миронівський; 2 – Миронівська 65; 3 – Економка; 4 – Крижинка; 5 – Пам’яті Ремесла; в) до трьохкопійного Ppd-B1 типу Sonora64: 1 – Ювіляр миронівський; 2 – Миронівська 65; 3 – Економка; К+ – Елегія миронівська; М – маркер молекулярної маси pUC19/Msp I, г) до чотирьохкопійного Ppd-B1 типу Chinese Spring: 1 – Ювіляр миронівський; 2 – Миронівська 65; 3 – Економка; К+ – Струна миронівська; М – маркер молекулярної маси pUC19/Msp I
Також у всіх досліджених сортів та ліній детектовано рецесивний алель Ppd-B1b, продукт ПЛР розміром 1292 п. н. (рис. 1 б), тобто інсерція 308 п.н. в області промотора відсутня (Nishida et al., 2013). Не виявлено фрагментів 223 п.н. та 425 п.н. (рис. 1 в, 1 г), які детекуються при наявності у генотипі трьох або чотирьох копій гену Ppd-B1, відповідно (Diaz et al., 2012) 
У сортів створених в зоні Лісостепу України визначено поліморфізм тільки за локусом Ppd-D1: сорти Берегиня миронівська, Зимоярка, Миронівська золотоверха, Миронівська сторічна, Миронівська слава та Легенда білоцерківська мали в генотипі рецесивний алель Ppd-D1b, інші сорти були носіями домінантного алелю Ppd-D1а, наявність якого в генотипі призводить до суттевого зменшення чутливості до фотоперіоду (рис. 2 а, 2 б).
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Рис. 2. Електрофореграма продуктів ампліфікації, отриманих за допомогою ПЛР з ДНК сортів з алель-специфічними праймерами до алелів: а) Ppd-D1a: 1 – Ювіляр миронівський; 2 – Миронівська 65; 3 – Економка; 4 – Крижинка; 5 – Пам’яті Ремесла; б) Ppd-D1b: 6 – Зимоярка; 7 – Берегиня миронівська; 8 – Миронівська сторічна; 9 – Миронівська золотоверха; М – маркер молекулярної маси ladder mix

Найбільш поліморфними за геном Ppd-D1 виявились сорти МІП. Це може бути по’язано з тим, що до їх створення було залучено значне різноманіття вихідних форм. Згідно з Коломієць (2019) в родоводах сортів МІП присутня геноплазма 56 сортів із 17 країн світу. Фотоперіодичну чутливість оцінювали за різницею в строках виколошування при вирощуванні сортів пшениці МІП на природному (14 год.) та штучно скороченому (12 год.) фотоперіодах. Встановлено, що у сортів з домінантним алелем Ppd-D1a в генотипі затримка виколошування при вирощуванні за скороченого фотоперіоду становила від 3 – у сорту Горлиця миронівська – до 8,6 діб – у сорту Економка, тобто ці сорти виявили слабку та середню чутливість до фотоперіоду. Сорти з рецесивним генотипом Ррd-D1b, Ррd-В1b, Ррd-А1b мали сильну реакцію на скорочення довжини дня − від 12,8 діб затримки виколошування – у сорту Миронівська сторічна – до 23,4 діб – у сорту Зимоярка. Особливо сильну чутливість до фотоперіоду виявив останній сорт, який є дворучкою (Василюк, 2012), тобто виколошується за весняного посіву без яровизації, а отже здатність його до перезимівлі зумовлена саме затримкою розвитку за короткої тривалості дня восени. 
Різниця за тривалістю періоду «сходи-колосіння» між групами сортів з домінантним та рецесивним алелями гену Ppd-D1 в генотипі в середньому за три роки досліджень становила 2,6 діб при вирощуванні на природному фотоперіоді та значно збільшувалася до 8 діб при вирощуванні на скороченому фотоперіоді. 

Також було проаналізовано різницю за тривалістю періоду до колосіння між окремими сортами у середині груп з домінантним та рецесивним за геном Ppd-D1 генотипом при вирощуванні на природному та скороченому фотоперіодах. У групі сортів – носіїв домінантного алеля Ppd-D1a при вирощуванні на природному фотоперіоді найбільше відрізнялись від інших сорти Горлиця миронівська з найкоротшою тривалістю періоду «сходи – колосіння» (57,9 діб), а також сорт Економка, у якого середня за три роки досліджень тривалість періоду «сходи – колосіння» була найдовшою (66,7 діб). Ці сорти мають яровизаційну потребу тривалістю 30 діб та 50 діб, відповідно, що вочевидь зумовлює прискорений розвиток у сорту Горлиця миронівська та уповільнений у сорту Економка у порівнянні з іншими сортами (Булавка, 2014). При вирощуванні на короткому фотоперіоді сорти з алелем Ppd-D1a в генотипі мали загалом меншу різницю за тривалістю періоду від сходів до колосіння. Достовірні відмінності у порівнянні з іншими сортами цієї групи спостерігались лише у сорту Горлиця миронівська, який майже не відреагував на штучне скорочення фотоперіоду. Різниця варіювала від мінімальної 1 доба між сортами Деметра та Економка до максимальної 14,4 доби (Горлиця миронівська та Економка). 

Сорти пшениці МІП з рецесивним генотипом Ррd-D1b, Ррd-В1b, Ррd-А1b мали достовірні попарні відмінності за датою колосіння на природному фотоперіоді, причому мінімальна різниця 6,7 діб відмічена для Миронівської сторічної та Берегині миронівської, максимальна ж різниця спостерігалася між Миронівською сторічною та Зимояркою – 16,6 діб (табл. 1). 
Таблиця 1
Відмінності між сортами пшениці м’якої озимої МІП з рецесивним генотипом Ppd-1 за тривалістю періоду «сходи-колосіння» 
	Сорти
	Миронівська сторічна
	Миронівська золотоверха
	Берегиня миронівська
	Зимоярка

	Миронівська сторічна
	 0
	8,6
	6,7**
	16,6**

	Миронівська золотоверха
	7,7**
	0
	5,7
	8

	Берегиня миронівська
	3,6
	6,7
	0
	9,9

	Зимоярка
	6,2
	2,3
	4,9
	0


Примітка: над діагоналлю –  різниця (доби) між сортами МІП з рецесивним генотипом Ppd-1 за тривалістю періоду «сходи-колосіння» на природному фотоперіоді; під діагоналлю – різниця (доби) між сортами МІП з рецесивним генотипом Ppd-1 за тривалістю періоду «сходи-колосіння» на короткому фотоперіоді; ** – рівень значимості різниць = 0,01

У сортів цієї групи, чутливих до скорочення довжини дня, темпи розвитку при вирощуванні на природному фотоперіоді навесні залежать окрім Ppd і від інших генетичних систем, пов’язаних найскоріше з їхньою яровизаційною потребою. Так, сорт Зимоярка, який є дворучкою, може виколошуватись без впливу яровизаційних температур і виколошується за таких умов вирощування першим, Миронівська золотоверха, яка має яровизаційну потребу тривалістю 30 діб – другою, Берегиня миронівська (яровизаційна потреба 40 діб) – третьою, а Миронівська сторічна (яровизаційна потреба 50 діб) – останньою (Булавка, 2014).
Крім того, ми припустили, що наявність достовірної різниці за строками колосіння, визначеними для сортів МІП з рецесивним генотипом Ppd-1, може бути викликана тим, що ці сорти відносяться до різних гаплотипів в залежності від поєднання поліморфізмів у нуклеотидній послідовності гену Ppd-D1. У зв’язку з цим ми детектували в генотипах сортів МІП гаплотипи за геном Ppd-D1 згідно класифікації, запропонованої Guo et al. (2010) та Chen et al. (2013). Авторами виділено десять функціонально відмінних гаплотипів, які контролюють різний рівень експресії гену Ppd-D1 і по різному впливають на тривалість періоду «сходи-колосіння». Так, наявність ТЕ-інсерції у першому інтроні алеля Ppd-D1b (гаплотип III) знижує рівень експресії цього гена (Guo et al., 2010), завдяки чому сорти з таким генотипом характеризуються більш пізнім виколошуванням. 
За допомогою молекулярних маркерів у генотипах досліджених рослин визначено наявність мутацій в нуклеотидній послідовності гена Ppd-D1, а саме інсерції 24 п. н. і 15 п. н., розділені 105 п. н. перед кодуючим регіоном, вставки транспозону типу MLE (mariner-like transposable element) в інтроні 1 (рис. 3 а), відсутність делеції 5 п. н. у сьомому екзоні (рис. 3 б) та делеція 16 п. н. у восьмому екзоні (рис. 3 в). 

З маркерами Ppd-P7 у сорта Миронівська слава виявлено фрагмент ампліфікації розміром 179 п. н., який детектує присутність делеції розміром 5 п. н. в сьомому екзоні. У інших сортів виявлено фрагмент ампліфікації розміром 184 п. н., наявність якого свідчить про відсутність делеції (рис. 3 б).
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Рис. 3. Електрофореграма продуктів ампліфікації, отриманих за допомогою ПЛР ДНК з маркерами, розробленими для визначення мутацій в послідовності гена Ppd-D1, згідно яких диференціюють гаплотипи: а) маркер Ppd-P5: 1 – Берегиня миронівська; 2 – Миронівська золотоверха; 3 – Зимоярка; 4 – Миронівська слава; 5 – Миронівська сторічна; 6 – Деметра; 7 – МІП Вишиванка; 8 – МІП Княжна; М – маркер молекулярної маси ladder mix; б) маркер Ppd-P7: 1 – Грація миронівська; 2 – МІП Ассоль; 3 – Балада миронівська; 4 –Трудівниця миронівська; 5 – МІП Валенсія; 6 – Миронівська слава; 7 – Миронівська сторічна; 8 – Деметра; 9 – Зимоярка; 10 – Берегиня миронівська; М – маркер молекулярної маси pUC19/MspI; в) маркер Ppd-P3: 1 – Грація миронівська; 2 – МІП Ассоль; 3 – Балада миронівська; М – маркер молекулярної маси pUC19/MspI
У всіх сортів з маркерами Ppd-P3 виявлено фрагмент ампліфікації розміром 320 п. н., що вказує на відсутність інсерції розміром 16 п. н. у восьмому екзоні.
Тільки у сорту Миронівська слава за результатами ПЛР з маркерами Ppd-P4 та Ppd-P5 виявлені фрагменти ампліфікації розміром 2612 п. н. та 1005 п. н. (рис. 3а), наявність яких, як стверджують Guo et al. (2010) та Chen et al. (2013), свідчить про відсутність ТЕ-інсерції у 1 інтроні нуклеотидної послідовності алеля Ppd-D1. У сортів Миронівська золотоверха та Берегиня миронівська тривалість періоду до колосіння була майже на 10 діб довше, ніж у сорту Миронівська слава, але в ПЛР з Ppd-P4 та Ppd-P5 не виявлено продуктів ампліфікації, що дозволяє припустити, що саме наявність ТЕ-інсерції в генотипі сортів Миронівська золотоверха та Берегиня миронівська впливає на затримку колосіння.
Таким чином, серед сортів Лісостепової зони за гаплотипним складом гена Ppd-D1: більшість сортів (91 %) відноситься до гаплотипу VII, сорт Миронівська слава та Легенда білоцерківська – до гаплотипу IV. Сорти Миронівська золотоверха, Берегиня миронівська, Миронівська сторічна відносяться до ІІІ гаплотипу, сорт Зимоярка до ІІ.
Для прискоренного розвитку рослин пшениці м’якої озимої навесні є оптимальним поєднання довготривалої потреби в яровизації зі слабкою чутливістю до фотоперіоду (Булавка, 2014), як простежується у сортів Оберіг миронівський, Світанок миронівський та Економка. Тривалість потреби в яровизації до 30 діб, навпаки, для збереження достатнього рівня зимостійкості може бути поєднана з сильною чутливістю до фотоперіоду, що характерно для сорту Миронівська золотоверха (Бакума та ін., 2016). 

Алелі генів системи Ppd-1 у сортів пшениці м’якої озимої Степової зони України. З метою визначення алелів генів Ppd-1 у рослин пшениці Степової зони України було проаналізовано 19 сортів пшениці м’якої озимої, створених у селекційних центрах Півдня України (ІЗЗ та ТОВ «Дріада, Лтд» (м. Херсон), СГІ – НЦНС та Одеському інституті агропромислового виробництва НААН України (м. Одеса), у НВА «Землеробець» (Миколаївська обл.), один сорт альтернативного типу розвитку (дворучка) та 7 сортів Північно-Східного регіону з різних селекційних установ. 
За локусом Ppd-D1 детектовано фрагмент ампліфікації розміром 288 п. н., що свідчить про те, що всі досліджені сорти є носіями домінантного алелю Ppd-D1a. Сорт Співанка, створений селекціонерами ДДАЕУ, виявився гетерогенним за цим локусом.

Локуси Ppd-А1 та Ppd-B1 виявилися неполіморфними (ампліфіковані фрагменти 299 п. н. та 1292 п. н., відповідно). В генотипах наявні рецесивні алелі за цими локусами.
Таким чином, в досліджених нами за системою генів Ppd-1 сортах Степу України, домінантний алель присутній тільки в локусі Ppd-D1. За даними Файта та ін. (2014), подібні результати були отримані при дослідженні сортів селекції СГІ – НЦНС – за допомогою гібридологічного аналізу відзначена висока частота домінантних лише за геном Ppd-D1 генотипів – 79,6%, що обумовлено використанням у селекційних програмах інституту в 60 – 70 роках минулого століття кількох груп генотипів – донорів різних генів карликовості, що слабо реагували на зміну тривалості дня. Згідно класифікації, запропонованої Guo et al. (2010) та Chen et al. (2013), досліджені сорти за поєднанням мутацій у нуклеотидній послідовності гена Ppd-D1 нами віднесено до гаплотипу VII. Гетерогенний за локусом Ppd-D1 сорт Співанка має гаплотип III/VII.

У генотипах сортів Степової зони України нами не виявлено фрагмента 425 п. н. (рис. 4 б), який визначає наявність в генотипі чотирьох копій Ppd-B1. 
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Рис. 4. Електрофореграма продуктів ампліфікації, отриманих за допомогою ПЛР ДНК з алель-специфічними праймерами до гена Ppd-B1: а) трьохкопійного Ppd-B1 типу Sonora64: 1 – Епоха одеська; 2 – Ужинок; 3 – Антонівка; 4 – Тулуза; 5 – Годувальниця; 6 – Верден; 7 – Турі; К+ –  Ажурна; М – маркер молекулярної маси pUC19/MspI; б) чотирьохкопійного Ppd-B1 типу Chinese Spring: 1 – Епоха одеська; 2 – Ужинок; 3 – Антонівка; 4 – Тулуза; 5 – Годувальниця; 6 – Верден; 7 – Турі; К+ – Струна миронівська; М – маркер молекулярної маси pUC19/MspI
При цьому у сорта Антонівка (СГІ – НЦНС) визначено фрагмент ампліфікації розміром 223 п. н., який підтверджує наявність в генотипі трьохкопійного Ppd-B1 типу Sonora64 (рис. 4 а). В якості контрольних зразків для визначення алелів Ppd-В1a та Ppd-B1c використовували ДНК сортів Елегія миронівська та Струна миронівська, в генотипах яких зазначені мутації були раніше детектовані Балашовою, Файтом (2015). 

Статистичний аналіз даних польових спостережень, в ході яких впродовж трьох років відмічали дати колосіння та цвітіння досліджених сортів ІЗЗ, показав відсутність достовірної різниці за цими показниками між сортами, тобто фенотиповий прояв чутливості до фотоперіоду загалом узгоджується з результатами молекулярно-генетичного аналізу генотипів. 

Алелі генів системи Ppd-1 у сортів та ліній пшениці м’якої озимої Полісько-Лісостепової агрокліматичної зони. Визначені генотипи Ppd-1 7 сортів та ліній пшениці м’якої озимої НСДС (Ювівата 60, КС1, КС22-04, Л59-95, Зоряна Носівська, КС14, Л41/95), ПДАА (Аріївка) та контрольних сортів Донська напівкарликова, Миронівська 61. У всіх досліджених сортів детектовано рецесивні Ppd-B1b та Ppd-А1b алелі. 
За геном Ppd-D1 рецесивний алель b визначено в генотипі сорту Ювівата 60. Лінія Л41/95 виявилась гетерогенною за цим локусом. В інших сортах та лініях пшениці м’якої детектовано домінантний алель Ppd-D1а.
Визначено, що генотип сорту Ювівата 60 відноситься до гаплотипу III за геном Ppd-D1, а генотип гетерогенної за локусом Ppd-D1 лінії Л41/95 – до гаплотипів III i VII. Інші сорти та лінії віднесено до гаплотипу VII.
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Рис. 5. Дата колосіння (а) та цвітіння (б) досліджених ліній в умовах Лісостепу (синій кружечок) та Полісся-Лісостепу (червоний квадрат), ■, ● – середнє значення, [image: image15.png]


 - дисперсія
У результаті однофакторного дисперсійного аналізу даних польового досліду щодо темпів колосіння та цвітіння виявлено достовірний вплив фактору «Лінія» (Р = 0,01) на зазначені ознаки. Найбільш раннє виколошування в умовах Лісостепу та Полісся-Лісостепу України було характерне для сорту Донська напівкарликова, найбільш пізнє – для сортів Ювівата 60, Миронівська 61 та лінії Л 41/95. Різниця між зазначеними групами була достовірною – в середньому 10 діб. Але за врожайністю досліджені лінії між собою різнилися в межах похибки. 
В умовах Лісостепу цвітіння та колосіння відбувалося приблизно на 2 доби раніше, ніж в умовах перехідної зони Полісся-Лісотеп (рис. 5 а, б). 

За даними двохфакторного дисперсійного аналізу фактори «Лінія» та «Зона вирощування» достовірно впливали на ДК та ДЦ, однак не на врожайність. 

В зазначених екотипах, так само як і на території всієї України переважають сорти з Ppd-D1a алелем. При вирощуванні в зонах Лісостепу та Полісся-Лісостепу спостерігаються однакові тенденції щодо більш раннього колосіння та цвітіння сортів та ліній зі зменшеною чутливістю до фотоперіоду.
Розподіл алелів генів системи Ppd-1 сучасних сортів пшениці м’якої озимої по агрокліматичним зонам України. Згідно результатів ПЛР-аналізу проведено географічний розподіл алелів та гаплотипів гену Ppd-D1 по агрокліматичним зонам України (рис. 6). Аналіз отриманих даних свідчить про те, що в усіх природних зонах генотипи з домінантним алелем значно переважали над рецесивними генотипами. Але алель Ppd-D1а був більш розповсюджений у Полісько-Лісостеповій та Степовій зонах у порівнянні з Лісостеповою, де співвідношення алелів Ppd-D1а та Ppd-D1b становило 91% та 9%, відповідно.
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Рис. 6. Географічний розподіл алелів гену Ppd-D1 в Україні 

Що стосується розподілу гаплотипів, то найбільш поліморфною за гаплотипним складом гену Ppd-D1 виявилася Лісостепова зона. В генетичному пулі сортів, створених в селекційних центрах зазначеної зони, зустрічаються гаплотипи VІІ (91 %), ІІІ (5 %), IV (3 %) та ІІ (1 %). 

Слід відмітити, що як в Європі в цілому, так і в Україні зокрема спостерігається чітка тенденція в бік ослаблення фотоперіодичної чутливості з півночі на південь. Так, алель Ppd-D1a, який обумовлює нечутливість до фотоперіоду, є рідкістю у Великобританії, Данії, Німеччині, Швеції та Австрії. Навпаки, близько третини французьких сортів пшениці несуть цей алель, а в Східній Європі генотипи з алелем Ppd-D1a переважають (Langer et al., 2014). Аналіз літератури показав, що генотипи зі слабкою чутливістю до фотоперіоду переважають в середовищі з кліматичними умовами, для яких характерне жарке й сухе літо. Їх перевага в порівнянні з генотипами, рецесивними за генами Ppd-1, полягає в тому, що вони відновлюють вегетацію до настання посухи і отже потенційно можуть давати в таких умовах значно більший урожай зерна. Генотипи сортів пшениці м’якої озимої, які мають алелі Ppd-1, що викликають сильну реакцію на фотоперіод, а значить більш тривалий період до колосіння, навпаки, зазвичай більш продуктивні в умовах Північної Європи, де літо прохолодне з великою кількістю опадів (Šíp et al., 2011; Kiss et al., 2014; Shcherban et al., 2015). 

Вплив алеля Ppd-D1a на темпи розвитку та агрономічні ознаки пшениці, визначений із застосуванням майже-ізогенних ліній та ліній-аналогів. Для з’ясування впливу алеля Ppd-D1а на тривалість періоду «сходи – колосіння» та на агрономічні ознаки рослин пшениці незалежно від інших генетичних систем використовували спеціально створений генетичний матеріал – майже-ізогенні лінії Кооператорка та Кооператорка рання і лінії-аналоги Степняк 1 та Степняк 1 ранній. В першу чергу у ліній було перевірено рівень ізогенності, детектовано алельний стан генів системи Ppd-1. 
За результатами RAPD-аналізу та IPBS-аналізу, лінії, створені на генофоні сорту Кооператорка, відрізнялися від ліній, створених на генофоні сорту Степняк 1, за 18 локусами з 79. 
За результатами мікросателітного аналізу у ліній Кооператорка та Кооператорка рання рівень ізогенності становив 98,6 % за 71 протестованим локусом і у ліній Степняк 1 та Степняк 1 ранній – 98,5 % за 65 локусами. В генотипі ліній Степняк 1 та Степняк 1 ранній виявлено поліморфізм за локусом Xgwm261 (2D), який знаходиться в одній групі зчеплення з геном Ppd-D1, та є діагностичним для гену короткостебловості Rht8. Лінія Степняк 1 несе в генотипі алель Rht8а, а у лінії Степняк 1 ранній присутній алель Rht8с.
За результатами ПЛР аналізу за локусом Ppd-D1 у генотипі рекурентних ліній Кооператорка та Степняк 1 детектовано рецесивний алель Ppd-D1b. У генотипі їх ранньостиглих аналогів Кооператорка рання та Степняк 1 ранній визначено алель Ppd-D1a. За локусами Ppd-B1 та Ppd-А1 не виявлено поліморфізму − лінії несуть рецесивні алелі Ppd-B1b та Ppd-А1b. За результатами ПЛР лінії не мають в геномі трьох та чотирьохкопійного гена Ррd-В1. Ранньостиглі лінії (Кооператорка рання та Степняк 1 ранній) віднесені нами до гаплотипу VII (алель Ррd-D1a), лінії Кооператорка та Степняк 1 з рецесивним генотипом Ррd-D1 – до гаплотипу III. Отже, за допомогою молекулярно-генетичного аналізу (RAPD, IPBS, SSR, алель-специфічної ПЛР) та з урахуванням схем схрещування та доборів доведено, що лінії Кооператорка – Кооператорка рання є майже-ізогенними і відрізняються алелями Ррd-D1b та Ррd-D1a, а лінії Степняк 1 – Степняк 1 ранній – лініями-аналогами і відрізняються алелями Ррd-D1b / Ррd-D1a й Rht8а / Rht8с.
З метою оцінки ступеня впливу алеля Ppd-D1a на швидкість вегетації та агрономічні ознаки рослин пшениці в умовах Південного степу України у 2016, 2018, 2019 роках проводили структурний аналіз урожаю майже-ізогенних ліній Кооператорка – Кооператорка рання та ліній-аналогів Степняк 1 – Степняк 1 ранній. За результатами статистичного аналізу даних визначено достовірну різницю між показниками майже усіх агрономічних ознак, що вивчалися, у пар досліджуваних ліній з різними алелями гену Ppd-D1, крім ознак продуктивне кущіння та щільність колосу.
За допомогою трьохфакторного дисперсійного аналізу було показано, що взаємодія факторів «генотип лінії за геном Ppd-D1» х «генофон» достовірно впливала на варіацію ознак МТЗК і МТЗР. При цьому фактор «генотип лінії» не впливав на загальну варіацію за ознаками ПК, l/h, КСК, ЗП, ЗР, а фактор «генофон» не впливав на ПК, l, ЗК, ЗП, ЗР.
Достовірний вплив фактора «Рік» на значне число ознак обумовлено відмінністю погодних умов 2016, 2018 та 2019 років. Так, навесні 2016 року в період вегетації рослин запаси продуктивної вологи в метровому шарі ґрунту становили 108-147 мм, що сприяло задовільному розвитку рослин (продовженню росту стебла і формуванню колоса). Навпаки, в 2018 та 2019 році ці показники істотно відрізнялись та були недостатніми і незадовільними для формування повноцінного колоса (39-70 мм та 64-80 мм, відповідно), що могло позначитися на врожаї зерна, викликати всихання недорозвиненого зерна і зниження абсолютного ваги. За нашими даними, маса зерен з рослини в 2016 році була достовірно в середньому вище, ніж в 2018 та 2019, на 7,5 г, кількість зерен з рослини – на 213 шт. 

Лінії, створені на генетичному фоні сорту Степняк, при порівнянні з лініями, створеними на генофоні сорту Кооператорка, виколошувалися достовірно пізніше в середньому на 3,8 діб, були нижче на 19,2 см, мали меншу h на 19,2 см, більше l/h на 0,02, більшу КФК на 0,6 шт., меншу КCК на 0,7 шт., більшу ПК на 2,1 шт., більше ЗП та ЗР на 48,4 шт. та 48,9 шт., відповідно, більшу МТЗК на 2,8 г. Такі істотні відмінності між агрономічними показниками ліній, створених на різних генофонах, пов’язані з різним алельним станом багатьох генів та QTL, що детермінують агрономічні ознаки, та, на нашу думку, можуть бути обумовлені різним походженням сортів Кооператорка та Степняк. 

За використання майже-ізогенних ліній Кооператорка та Кооператорка рання та ліній-аналогів Степняк 1 та Степняк 1 ранній визначено, що алель Ppd-D1a на генофоні сортів Кооператорка та Степняк в умовах півдня України достовірно прискорює ДК, в середньому на 5,8 діб (табл. 2). 
Таблиця 2
Вплив алеля Ppd-D1a на агрономічні ознаки за 2016, 2018 та 2019 рр. на генофоні сортів Кооператорка і Степняк
	Ознака
	Ефект алеля Ppd-D1a
	Ознака
	Ефект алеля Ppd-D1a

	Тривалість періоду до колосіння, діб1
	-5,8***
	Кількість зерен з підгонів, шт
	+33,0

	Висота рослини, см
	-17,6***
	Кількість зерен з рослини, шт
	+36,7

	Продуктивне кущіння, шт.
	+0,4
	Маса зерна у колосі, г
	+0,3***

	Довжина колоса, см
	-1,0***
	Маса зерен з підгонів, г
	+2,2*

	Довжина стебла, см
	-16,6***
	Маса зерен з рослини, г
	+2,5**

	Відношення довжина колоса до довжини стебла
	0,01*
	Маса тисячі зерен у колосі, г
	+4,5**

	Кількість колосків у колосі, шт.
	-1,5***
	Маса тисячі зерен з підгонів, г
	+6,8**

	Кількість стерильних колосків у колосі, шт.
	0
	Маса тисячі зерен з рослини, г
	+4,8***

	Кількість фертильних колосків у колосі, шт.
	-1,5***
	Щільність колоса
	+0,4

	Кількість зерен у колосі, шт.
	+3,7*
	Озерненість колоса
	+0,4***


Примітка. Достовірно при * Р = 0,05, ** Р = 0,01, ***Р = 0,001; достовірність впливу фактора «генотип лінії за геном Ppd-D1» визначена за F-критерієм Фішера, 1 – кількість днів до колосіння, починаючи відлік з першого травня

Отримані нами результати дещо перевищують дані Файта та ін. (2007), Мокану та ін. (2008), згідно з якими на генетичному фоні рекомбінантно-заміщених по хромосомі 2D ліній сорту Ciano 67 та рекомбінантно-інбредних ліній F5 Одеська 16/Безоста 1, які були вирощені в СГІ – НЦНС, алель Ppd-D1а обумовлював скорочення періоду до колосіння на 3 доби. При цьому ефект домінантного алеля Ppd-D1a на ДК в умовах Південного степу України виявився меншим, ніж в умовах центрального і південно-західного регіонів Японії, де близько ізогенні лінії з алелем Ppd-D1а, виколошувалися в середньому на 8 днів раніше, ніж лінії з рецесивним алелем Ppd-D1b (Matsuyama et al., 2015). Також виявлено, що домінантний алель Ppd-D1a скорочує ВР на 17,6 см (табл. 2). В дослідженнях Worland et al. (2001) і Matsuyama et al. (2015) показано, що ген Ppd-D1a зменшує висоту рослин на 10 см за рахунок скорочення вегетації на тиждень. Відповідно до результатів Чеботар та ін. (2012) в умовах м. Одеси на генетичному фоні сортів Одеська 3 і Одеська 16 привнесення алеля Ppd-D1a від Безостої 1 знижувало ВР в середньому на 3,8 см, а згідно з даними Мокану та ін. (2008), наявність алеля Ppd-D1a призводить до зниження ВР на 4 см.
В процесі польових спостережень отримані дані щодо впливу алеля Ppd-D1a на темпи росту рослин. Так, одразу після цвітіння, ВР ліній з алелем Ppd-D1a Кооператорка рання та Степняк 1 ранній була достовірно вища на 19,9 см і 16,5 см, відповідно, ніж їх рекурентних батьків з алелем Ppd-D1b. А під час збору врожаю ВР, в генотипі яких був присутній алель Ppd-D1a, була вже нижча в середньому на 20,1 см на генетичному фоні сорту Кооператорка та на 9,9 см на генетичному фоні сорту Степняк. Відмічено, що ріст ранньостиглих ліній майже зупинився після цвітіння.

Крім того, за результатами наших досліджень під впливом домінантного алеля Ppd-D1а зменшується l на 1 см, h на 16,6 см, зменшується ККК та КФК на 1,5 шт., збільшується ЗК на 3,7 шт., МЗК на 0,3 г, МЗП на 2,2 г, МЗР на 2,5 г, МТЗК на 4,5 г, МТЗП на 6,8 г, МТЗР на 4,8 г, збільшується ОК та D на 0,4 шт. Згідно з даними літератури, лінії пшениці, вирощені в умовах північно-східної частини Англії, що несуть у своєму генотипі ген Ppd-D1a, мали меншу ККК (Worland et al., 1994; Worland et al., 1998) і, на відміну від наших результатів, МЗК (Foulkes, 2004), але більше ЗК (Worland et al., 1998, Foulkes et al., 2004). На думку Foulkes et al. (2004), гени фотоперіодичної реакції нейтрально впливають на врожай зерна у вищевказаних умовах. Однак, в роботі Worland та Law (1986) показано, що домінантні алелі генів Ppd зменшують урожай на 5-10%; а Börner et al. (1993) вважають, навпаки, що алелі, які контролюють нечутливість до фотоперіоду, підвищують урожай на 15-35%. При цьому, як зазначено в роботі Файта та ін. (2007) при вирощуванні в умовах Південного Степу України, алель Ppd-D1а у рекомбінантно-заміщених за хромосомою 2D лінії сорту Ciano 67 обумовлював зниження ККК на 0,7 шт., збільшення МЗР на 0,6 г, МТЗ на 1,9 г, відзначали тенденції до збільшення показників ознак ПК, ЗР, МЗК у лінії з Ppd-D1a, а до збільшення ЗК у лінії з Ppd-D1b. Отримані авторами дані відрізняються від наших показників і це може бути пов’язано з тим, що вплив генів фотоперіодичної чутливості на врожайність, ймовірно, різний, в залежності від місця або методу вирощування. Подібні висновки зробили Matsuyama et al. (2015), які у своєму дослідженні використовували в якості матеріалу майже-ізогенні лінії, які були створені на генетичному фоні японських скоростиглих сортів пшениці. Авторами було показано, що алель Ppd-D1a тільки незначною мірою зменшує вагу зерна.
У зв’язку з тим, що в генотипі лінії Степняк 1 ранній визначено алель Rht8c, який є зчепленим з алелем Ppd-D1a і може також впливати на агрономічні ознаки (Чеботар та ін., 2013), ми за результатами трьохфакторного дисперсійного аналізу визначали ознаки, на варіацію яких достовірно впливала взаємодія «генотип лінії за геном Ppd-D1» х «генофон» і на яких, відповідно, могли проявитися ефекти алеля Rht8с. Такими ознаками були МТЗК і МТЗР. На даному етапі роботи у зв’язку з неможливістю розмежування ефектів алелів Ppd-D1a та Rht8с на лініях, створених на генетичному фоні сорту Степняк, ми змогли з’ясувати відокремлений вплив алеля Ppd-D1a на вказану вище низку ознак тільки на генофоні сорту Кооператорка: алель Ppd-D1а збільшує МТЗР на 8,7 г, а МТЗК на 7,7 г.
Результати оцінки ролі ознак в дискримінації різних Ppd-D1 генотипів на різних генетичних фонах. Дискрімінантний аналіз дозволив виявити статистично доведені відмінності між показниками агрономічних ознак у ліній з домінантним та рецесивним генотипом за геном Ppd-D1. 

Таблиця 3
Результати оцінки ролі ознак в дискримінації різних Ppd-D1 генотипів на різних генетичних фонах у 2016 році

	Генетичний фон
	Ознака
	Часткова λ Уїлкса
	F
	R2
	Корінь 1 

дискримінантної функції 

	Кооператорка
	ДК
	0,76
	13,22***
	0,29
	-0,53

	
	ВР1
	0,89
	5,14*
	0,61
	0,17

	
	ВР2
	0,52
	38,13***
	0,68
	-0,26

	
	ПК
	0,82
	8,73**
	0,93
	-0,02

	
	l
	0,95
	1,93
	0,65
	-0,09

	
	ККК
	0,79
	11,08***
	0,44
	-0,21

	
	ЗК
	0,96
	1,75
	0,62
	0,12

	
	МЗК
	0,97
	1,29
	0,53
	0,21

	
	ЗП
	0,92
	3,46
	0,98
	0,03

	
	МЗП
	0,99
	0,3
	0,96
	0,09

	Степняк


	ДК
	0,63
	17,81***
	0,27
	-0,66

	
	ВР1
	0,95
	1,54
	0,65
	0,22

	
	ВР2
	0,79
	8,05**
	0,54
	-0,18

	
	l
	0,7
	13,25***
	0,52
	-0,228

	
	ККК
	0,74
	11,06**
	0,6
	0,078

	
	ККК
	0,92
	2,52
	0,5
	-0,1782

	Примітка: достовірно при * Р = 0,05, ** Р = 0,01, ***Р = 0,001; достовірність визначена за F-критерієм



На обох генетичних фонах чітко розрізнялися генотипи з алелями Ppd-D1a та Ppd-D1b. На генофоні сорту Кооператорка до моделі увійшли усі обрані ознаки, крім КФК, але статистично достовірний внесок мали лише ВР2, ДК, ККК, ПК та ВР1 (табл. 3). На генофоні сорту Степняк до моделі було включено 6 з 11 ознак, що сформували одну дискримінантну функцію. Значущий внесок мали ДК, ВР2, l, ККК (табл. 3). Найбільш значний вплив на розділення різних Ppd-D1 генотипів між собою мали ознаки ДК та ВР2 на обох генофонах.
Діаграма розсіяння в просторі двох дискримінантних функцій демонструє чіткий розділ ліній за чотирма згущеннями, що відповідають різним чотирьом генотипам ліній (рис. 7) на двох різних генофонах. 
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Рис. 7. Діаграма розсіяння в осях перших 2-х дискримінантних функцій генотипи окремих рослин майже-ізогенних ліній та ліній-аналогів на генетичному фоні сортів Кооператорка і Степняк за алелями гена Ppd-D1; позначення: ● – Кооператорка, ■ – Кооператорка рання, ▲ – Степняк 1, ♦ – Степняк 1 ранній
Корінь 1 розрізняє лінії з різними алелями гена Ppd-D1, а корінь 2 демонструє розділення у просторі ліній, створених на різних генофонах. Генотипи усіх ліній розрізняються достовірно, перекривань немає, тому якість дискримінації є високою. Наступними ознаками, які дискримінують означені сукупності, є ЗП, МЗП, КФК та ККК, найменш інформативні – ЗК та ПК. Перша дискримінантна функція сформована, головним чином ознаками ДК, ВР2, ККК, КФК, що позитивно корелюють між собою, та ВР1, яка негативно корелює з ВР2, а до другої дискримінантної функції увійшли перш за все ВР2, ВР1 та ДК, причому ВР1 та ВР2 негативно корелюють з ДК.
Таким чином, результати дисперсійного та дискримінантного аналізів підтверджують значний вплив алеля Ppd-D1a на агрономічно значущі ознаки м’якої пшениці.
Визначення фотоперіодичної чутливості майже-ізогенних ліній та ліній-аналогів пшениці. З метою оцінювання фотоперіодичної чутливості ліній-аналогів та майже ізогенних ліній на базі Миронівського інститут пшениці у 2019 році проведено дослід за загальноприйнятою методикою. Визначено, що різниця за тривалістю періоду «сходи-колосіння» при вирощуванні на природному та скороченому фотоперіоді становила в середньому 5 діб у ліній з домінантним алелем Ppd-D1а, та від 12 до 14 діб у ліній – носіїв рецесивного алелю Ppd-D1b, тобто у 2,4 – 2,8 разів довший період «сходи-колосіння» при короткому світовому дні (12 годин) за впливу Ppd-D1b алелю. Також у ліній з рецесивним алелем Ppd-D1b при вирощуванні на короткому дні спостерігали значну затримку вегетації: частка рослин залишалась в фазі виходу в трубку, а у лінії Кооператорка – навіть в фазі кущіння. У аналогічному нашому досліді стосовно сортів МІП затримка виколошування при вирощуванні на короткому дні становила від 3 до 8,6 діб у сортів з домінантним алелем Ppd-D1a та від 12,8 до 23,4 діб у сортів з рецесивним генотипом. Така значна різниця між сортами з однаковим Ppd-1 генотипом обумовлена впливом інших генетичних систем, зокрема яровизаційною потребою тривалістю 30 діб та 50 діб (Булавка, 2014), на фотоперіодичну чутливість. 
ВИСНОВКИ

В результаті молекулярно-генетичного аналізу визначено алельні характеристики за системою генів фотоперіодичної чутливості Ррd-1 генотипів сучасних сортів та ліній T. aestivum L., створених у провідних селекційних центрах України, та з’ясовано вплив алелів Ррd-D1а / Ррd-D1b на темпи вегетації та агрономічні ознаки рослин пшениці в умовах Півдня України, на період «сходи-колосіння» на довгому та на короткому дні в умовах Лісостепу України.
1. Визначено генотипи 94 сучасних сортів пшениці м’якої озимої за генами Ppd-A1, Ppd-B1, Ppd-D1. За геном Ppd-A1 не виявлено поліморфізму, усі досліджені сорти є носіями алелю Ppd-A1b, що детермінує чутливість до фотоперіоду. За локусом Ppd-B1 всі досліджені сорти є носіями алелю Ppd-B1b, який визначається відсутністю інсерції 308 п.н. в промоторному регіоні, а у генотипі сорта Антонівка детектовано наявність трьох копій цього гена по типу Sonora64. За геном Ppd-D1 спостерігали поліморфізм: співвідношення генотипів з домінантним, рецесивним алелями і гетерогенних становило 90%, 8% і 2%, відповідно.

2. Більшість досліджених сучасних українських сортів пшениці м’якої озимої (85) відноситься до гаплотипу VII за гаплотипним складом гена Ppd-D1. До гаплотипів ІІ віднесено сорт Зимоярка, ІІІ – Миронівська сторічна, Миронівська золотоверха, Берегиня миронівська, Ювівата 60, IV – Миронівська слава та Легенда білоцерківська; III/VII – Співанка, лінія Л41/95.
3. Сорти пшениці м’якої озимої з генотипом Ppd-А1b/Ppd-B1b/Ppd-D1b проявляють сильну реакцію на скорочення довжини дня, затримка виколошування триває від 12,8 до 23,4 діб. У сортів з генотипом Ppd-А1b/Ppd-B1b/Ppd-D1a затримка виколошування при вирощуванні за скороченого фотоперіоду варіює від 3 до 8,6 діб, тобто ці сорти виявляють слабку та середню чутливість до фотоперіоду. 

В зонах Полісся, Лісостепу і Степу України поширені сорти пшениці м’якої озимої з алелем Ppd-D1a (для них характерна наявність делеції 2089 п.н. перед кодуючим регіоном), вони віднесені до VII гаплотипу. Саме такі сорти пшениці складають 91 % від усіх досліджених. Найбільш поліморфними за гаплотипним складом гену Ppd-D1 виявились генотипи сортів Лісостепової зони: детектовано VІІ (91 %), ІІІ (5 %), IV (3 %) та ІІ (1 %) гаплотипи.
4. Встановлено, що лінії Кооператорка - Кооператорка рання є майже-ізогенними і відрізняються алелями Ррd-D1а / Ррd-D1b, лінії Степняк 1 та Степняк 1 ранній є лініями-аналогами та відрізняються алелями Ррd-D1а / Ррd-D1b та Rht8c / Rht8a.

5. На близько-ізогенних лініях Кооператорка - Кооператорка рання та лініях-аналогах Степняк 1 та Степняк 1 ранній показано, що в умовах Півдня України алель Ppd-D1a, незалежно від генофону, достовірно прискорює тривалість періоду до колосіння на 5,8 діб, скорочує висоту рослин на 17,6 см, зменшує довжину колоса на 1 см, збільшує кількість зерен у колосі на 3,7 шт., масу зерен з рослини на 2,5 г.

6. На генетичних фонах сортів Кооператорка та Степняк виявлено, що серед одинадцяти агрономічних ознак, які увійшли в дискримінантну модель варіювання, ознаки тривалість періоду до колосіння та висота рослин краще за все розмежовують Ppd-D1 генотипи між собою.
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АНОТАЦІЯ
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Дисертація на здобуття наукового ступеня кандидата біологічних наук за  спеціальністю 03.00.22 – молекулярна генетика. – Одеський національний університет імені І. І. Мечникова. – Державна установа «Інститут харчової біотехнології та геноміки Національної академії наук України», Київ, 2021.

Дисертація присвячена вивченню алельного стану генів фотоперіодичної чутливості Ррd-1 в генотипах сучасних сортів пшениці м’якої озимої, створених у різних селекційних центрах України та з’ясуванню безпосереднього впливу алелів гена Ррd-D1 на темпи вегетації та агрономічні ознаки рослин пшениці.

За допомогою ПЛР аналізу з алель-специфічними праймерами було визначено алельний стан генів систем Ppd-1 та гаплотипний склад за геном Ррd-D1 у 94 сучасних сортів пшениці м’якої озимої селекції установ України, розташованих на території Полісся, Лісостепу та Степу України, та створено базу даних алельних характеристик досліджених сортів пшениці за генами Ppd-1. Всі досліджені сорти є носіями рецесивних алелів Ppd-A1b і Ppd-B1b, які визначаються відсутністю делеції 1085 п.н. і інсерції 308 п.н. в промоторних регіонах вказаних генів, відповідно. В генотипі сорту пшениці м’якої озимої Антонівка визначено трьохкопійну форму Ppd-B1 по типу Sonora64. В усіх природних зонах України генотипи з домінантним алелем Ppd-D1a значно переважали над рецесивними генотипами. Співвідношення генотипів з домінантним, рецесивним алелями і гетерогенних за локусом Ppd-D1 становило 90%, 8% і 2%. В генотипах сортів пшениці м’якої озимої Лісостепу України, який виявився найбільш поліморфним за гаплотипним складом гену Ppd-D1, зустрічались гаплотипи VІІ (91 %), ІІІ (5 %), IV (3 %) та ІІ (1 %).
За допомогою RAPD-, IPBS-, SSR-аналізу, алель-специфічної ПЛР та з урахуванням схем схрещування та доборів доведено, що лінії Кооператорка – Кооператорка рання є майже-ізогенними і відрізняються алелями Ррd-D1b та Ррd-D1a, а лінії Степняк 1 – Степняк 1 ранній – лініями-аналогами і відрізняються алелями Ррd-D1b / Ррd-D1a й Rht8а / Rht8с. Визначено вплив алелів Ppd-D1a / Ррd-D1b на 11 агрономічно важливих ознак пшениці в умовах Південного степу України та на фотоперіодичну чутливість в умовах Лісостепу України на майже-ізогенних лініях та лініях-аналогах пшениці м’якої озимої. 

Отримані в дисертації дані заповняють інформаційну прогалину щодо алельної характеристики за генами фотоперіодичної чутливості вітчизняних сортів пшениці, поповнюють інформацію щодо генетичних ресурсів пшениці в країні та будуть сприяти залученню маркерної селекції в селекційний процес. 
Ключові слова: пшениця м’яка озима, Triticum aestivum L., гени Ppd, чутливість до фотоперіоду, генетичний поліморфізм, маркерний ПЛР-аналіз.
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The presented work is dedicated: to the studying of allelic diversity of photoperiod sensitivity genes Ррd-1 in the genotypes of modern bread winter wheat varieties, created in different breeding centers of Ukraine and to the investigation of the effects of alleles of Ррd-D1 gene on vegetation rates and agronomic traits of wheat plants. 

By using PCR-analysis with allele-specific primers for alleles of Ppd-1 genes the haplotype composition of the Ррd-D1 gene and the allelic characteristics of Ppd-1 genes were revealed in 94 modern bread winter wheat varieties from institutions and breeding centers, which are located in Polesie, Forest steppe and Steppe zone of Ukraine. The data base of studied wheat varieties was created. In all investigated wheat varieties were presented recessive Ppd-A1b and Ppd-B1b, for which absence of deletion 1085 bp and insertion 308 bp in the promotor regions have been revealed, respectively. In the genotype of wheat variety Antonivka we have detected three copy of Ppd-B1b like in Sonora64. In all agro-climatic zones of Ukraine genotypes with dominant Ppd-D1a allele exceeded recessive genotypes. The ratios of genotypes with Ppd-D1а, Ppd-D1b alleles and heterogeneous by Ppd-D1 locus were 90%, 8% and 2%. In genotypes of bread winter wheat varieties of Forest steppe of Ukraine, that turned out to be the most polymorphic by haplotype composition of Ppd-D1 gene, were detected haplotypes VІІ (91 %), ІІІ (5 %), IV (3 %) та ІІ (1 %).
By using RAPD-, IPBS-, SSR-analysis, allele-specific PCR and according to the scheme of crossing and selection was proved, that Kooperatorka and Kooperatorka rannia are near-isogenic lines, that differed by Ррd-D1b / Ррd-D1a alleles, and Stpenyak 1 and Stepnyak 1 ranniy are wheat analogue-lines, that differed by Ррd-D1b / Ррd-D1a and Rht8а / Rht8с alleles. The effects of Ppd-D1a and Ррd-D1b alleles on 11 agronomically important wheat traits in conditions of South steppe of Ukraine and photoperiodic sensitivity in conditions of Forrest steppe were revealed on bread winter wheat near-isogenic lines and analogue-lines.

The obtained in the dissertation data fill the information gap on allelic characteristics of photoperiodic sensitivity genes of modern Ukrainian wheat varieties, enrich information on wheat genetic resources in the Ukraine, and contribute to the involvement of marker selection in the breeding process.
Key words: bread winter wheat, Triticum aestivum L., Ppd-1 genes, photoperiod sensitivity, genetic polymorphism, PCR-analysis. 
