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днк-маркер стійкості кукурудзи до 
ФУЗАРІОЗНИХ ГНИЛЕЙ ТА РОЛЬ МОБІЛЬНИХ 
ЕЛЕМЕНТІВ В СТІЙКОСТІ ДО ФІТОПАТОГЕНІВ

За допомогою ДНК-технології виявлений кодомінантний маркер RGA11 ло
кусу, що відповідає за стійкість кукурудзи до Fusarium spp., локалізований 
на короткому плечі хромосоми 1 на відстані 18,3 сМ. Проведене секвену- 
вання 240 п.н.-алеля, характерного для стійких генотипів. Нуклеотидна по
слідовність є комплементарною ретротранспозону Grande (ZDGRANDE1). 
Показаний можливий вплив мобільних елементів на прояв ознаки стійкості 
до фітопатогенів.
Ключові слова: ДНК-маркер, стійкість, кукурудза, Fusarium, мобільні еле
менти.

Мігруючі (транспозонні) генетичні елементи (МГЕ) складають 
більше 60% геномної ДНК еукаріот [1]. Найчисленнішим і широ
ко поширеним класом транспозонів є ретропозони або ретротранс- 
позони [2]. Ретротранспозони використовуються деякими РНК-віру- 
сами і еукаріотними об'єктами як проміжний етап життєвого ци
клу копіювання своєї РНК за допомогою зворотної транскрипції і 
ферменту РНКази Н в копію ДНК, яка вбудовується в ДНК хазя
їна за допомогою інтегрази IN. МГЕ розповсюджені по всьому ге
ному і знаходяться у всіх хромосомах.

Ретротранспозони класифіковані в три групи: ретровірус-подібні 
елементи, що містять довгі кінцеві повтори (Long Terminal Repeats, 
LTR), ne-LTR-ретротранспозони — довгі дисперговані повтори 
(Long Interspersed Elements) і короткі дисперговані повтори (Short 
Interspersed Elements).

Нові ретротранспозиції в геномі хазяїна, залежно від локалізації 
можуть приводити до змін активності генів [3, 4] і навіть індуку
вати хромосомні зміни. LTR ретротранспозонів несуть регуляторні 
сайти, що розпізнаються деякими хімічними компонентами ядра 
[5].

До сімейств ретротранспозонів у кукурудзи відносять наступні: 
Сіп [6], Bsl [7], Huck, Kake, Fourf, Milt, Reina, Victim, Ji [8], Magellan 
[9], Zeon-1 [10], Opie-1 [11], PREM [12], Grande-1 [12], Stonor [13], 
Cinful-1 [14], Tekay [15], ISAAC-CACTA [16]. В таблиці 1 наведені 
властивості деяких ретротранспозонів геному кукурудзи. Значний
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вміст ретропозуючих елементів в геномі дозволяє широко викорис
товувати їх послідовності як молекулярні маркери [17].

Таблиця 1
Характеристика деяких ретротранспозонів кукурудзи

Ретро- 
транс
позон

Розмір, 
тис. п.н.

Кількість 
копій

Локалі
зація

РНК- 
транскрипт Коментарі

LTR-ретротранспозони
сорш-подібні

Bsl 3,2 0,302 1-5 Не містять послідовно
стей зворотної транс- 
кріптази; мають придба
ні консервативні транс
мембранні домени це
люлярного плазматич
ного мембранного про
тона гена АТФази.

Оріе-1 8,7 1,256 понад
3000

міжген- 
ний 
розпо
діл

коріння, 
листя, 
волоть

Активні останні 2-6 млн. 
років; переважно вбудо
вуються в LTR інших 
ретропозонів.

PREM-2 9,5 1,307 понад
10000

дисперг 
овані

мікроспори Активні в найближчому 
минулому; інсерції в 5’- 
фланкуючих регіонах 
polgal-гєшк; складають 
близько 5 % генома.

gvyzsy-подібні
Cinful-1 8,6 0,586 20000 - листя Містять envelope-подіб

ні послідовності.

Grande-1 13,5 0,600 понад
1300

диспер
говані

Містять значний по дов
жині 3’-регіон (більше 
7 тис. п. н.), ймовірно, 
який захищає придба
ний целюлярний ген, 
який продукує 900 п.н.- 
транскрипт у всі тка
нини.

Zeon-1 7,3 0,648 понад
1250

ендосперм Не містить послідовно
стей зворотної транс- 
криптази; продукує gag- 
білок, який детектується 
антитілами.

He-LTR-ретротранспозони
Сіп4 1

6,8
- 50-100 - - Містять сімейство обрі

заних 5’-кінців.

Рослини використовують різні типи генів стійкості до хвороб і 
шкідників, по-перше, для детекції присутності патогена і, по-друге, 
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для індукції відповідних захисних реакцій. На даний час для 
багатьох видів рослин ідентифіковані численні гени стійкості (R- 
гени) до різних патогенних організмів — бактерій, грибів, вірусів, 
комах і нематод. Завдяки досягненням молекулярної генетики 
(зокрема, повному секвенуванню ДНК модельних рослин — гірчиці 
і рису) досягнуто величезного прогресу у вивченні структури і 
функцій R-генів, їх класифікації та визначенні кодованих продук
тів [18].

ДНК-технології, зосновані на методі полімеразної ланцюгової 
реакції (ПЛР), — ефективний засіб виділення генів стійкості. Бі
льшість R-генів кодують обмежене число консервативних регіонів, і 
ці регіони можуть бути використані для проектування вироджених 
праймерів, щоб ампліфікувати будь-які невідомі аналоги генів стій
кості (R-gene analogs, RGAs). Виділення і картування аналогів генів 
стійкості за допомогою ДНК-технологій здійснене для багатьох 
рослин, в тому числі для кукурудзи [19, 20].

За допомогою ПЛР-підходу нами виявлений кодомінантний 
ДНК-маркер RGA11 до локусу, що відповідає за стійкість кукуру
дзи до фузаріозної гнилі, картування якого дозволило локалізувати 
його на короткому плечі хромосоми 1 на відстані 18,3 сМ диста- 
льніше від маркера RGA11 [21].

Мета даного дослідження — вдосконалення ДНК-маркера 
RGA11 локусу стійкості до фузаріозної гнилі. Для досягнення 
поставленої мети виконували наступні задачі: оцінка ідентифікую
чої здатності маркера RGA11, визначення послідовності фрагментів 
ампліфікації локусу RGA11; оцінка ступеня гомології даного фра
гменту з відомими послідовностями кДНК рослин, конструювання 
праймерів, оцінка ідентифікуючої здатності розробленого маркера 
та порівняння її з такою попереднього маркера.

Матеріал і методи дослідження
Рослинний матеріал. 52 інбредні лінії, що різняться стійкістю 

до фузаріозної гнилі: стійкі лінії — ГК26, ОК124, ДК277-10, П343, 
ОК104-4, ОК109-6, БК440, Одеська 329, W59, HMv2/75, П502, Одесь
ка 386, ХЛГ100, F2, ІКІ07-1, Ух562, F564, Rl-2, W401, С103, П346, 
П149, Одеська 221, Одеська 308, ДК429, Одеська 139; сприйнятливі 
лінії — ДС10/3, ВІР27, Одеська 222, ОК39, Т135, Бс0135, ХЛГ457, 
Т22ТВ, Т22, R221, ХЛГ1360, ЕА2087, Дкбб, Дк322, ИкТ235, Вір27/7, 
ЮВЗ, Т13, ДС103, W275, W374, Чк62, САЗЗ, Одеська 109, ДС9МВ, 
Одеська 306.

Виділення ДНК здійснювали з 7-добових етіольованих паростків 
за модифікованою методикою [22].

Полімеразну ланцюгову реакцію проводили в 0,5 мкл-мікропро- 
бирках в термоциклері "Терцик" ("ДНК-технологія", Росія). Реак
ційна суміш об'ємом 20 мкл містила буфер (0,05 М КС1; 0,02 М 
Тріс-НСІ pH 8,4; 0,002 М MgC12; 0,01% Твін-20); по 0,2 шМ ко
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жного dATP, dCTP, dTTP, dGTP; 0,25 mkM праймера; 20 нг ДНК; 
2 одиниці ДНК-полімерази Taq. На реакційну суміш нашаровува
ли 20 мкл мінерального масла. Температурний режим ампліфіка
ції наступний: перша денатурація 94°С 2 хв; фінальна елонгація 
72°С 3 хв; ЗО основних циклів: денатурація 94°С 1 хв; відпалюван
ня праймерів 52°С 1 хв; елонгація 72°С 2 хв.

Електрофоретичне розділення продуктів ампліфікації. Продук
ти ПЛР (5 мкл-аліквоти ПЛР-суміші) фракціонували в 10,0% по- 
ліакриламідном (ПАА) гелі в ТВЕ-буфері при постійній напрузі 
500 В і температурі 60°С 3 год в апараті для вертикального гель- 
електрофорезу. Продукти ампліфікації візуалізували фарбуванням 
нітратом срібла.

Документування. Відеозображення електрофоретичних профілів 
ампліфікованої ДНК та оцінку довжини продуктів ампліфікації 
одержували за допомогою системи документації і аналізу гелів 
"Image Master VDS" ("AmershamPharmaciaBiotech", OKB) згідно з 
керівництвом користувача обладнання.

Результати досліджень та їх обговорення
Маркер RGA11, локалізований на відстані 18,3 сМ від локусу 

стійкості до фузаріозної гнилі, розроблений для попереднього скри- 
нінгу генотипів кукурудзи на стійкість: амплікон довжиною 240 
п. н., характерний для стійких генотипів; амплікон довжиною 265 
п. н. — для сприйнятливих. Для перевірки ідентифікуючої здат
ності даного маркера провели ПЛР-аналіз локусу RGA11 у вибірці 
50 ліній кукурудзи, що різняться за стійкістю до фузаріозної гни
лі. На рис. 1 наведено електрофореграму розподілу продуктів ам
пліфікації локусу RGA11.

Рис. 1. Електрофореграма продуктів ампліфікації локусу RGA11 ліній кукурудзи 
1 — ДС10/3, 2 — ВІР27, 3 — Одеська 222, 4 — ГК26, 5 — ДС9МВ, 6 — Одеська 308, 

7 — ХЛГ457, 8 — ОК39, 9 — Т135, 10 — Бс0135, 11 — Т22ТВ, 12 — Т22, 13 — 
ІКІ07-1, 14 — ХЛГ1360, 15 — Одеська 306
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3 25 ліній, оцінених фенотипово як стійкі, у 19 відмічена наяв
ність фрагмента ампліфікації довжиною 240 п. н. При ПЛР-аналі- 
зі локусу RGA11 25 ліній, сприйнятливих до фузаріозної гнилі, у 
18 був присутній фрагмент розміром 265 п. н. У 13 випадках 
виявлена невідповідність між алельним складом генотипу за локу
сом RGA11 і стійкістю/сприйнятливістю до фузаріозу. Шість лі
ній за даним локусом проявили гетерозиготність. RGAll-маркер 
ефективний в 74% порівнянь.

Для підвищення ідентифікуючої здатності маркера RGA11 про
вели секвенування алеля локусу RGA11 довжиною 240 п. н., що 
маркує стійкі генотипи. Дана робота складалася з наступних ета
пів. Продукти ампліфікації ДНК стійких генотипів з праймером 
RGA11 напрацьовували в препаративних кількостях і проводили 
електроелюцію 240 п.н.-амплікону з агарозного геля. Гомогенність 
виділеного фрагмента перевіряли за допомогою електрофорезу в 
10% ПАА гелі. Секвенування амплікона довжиною 240 п. н. лю
б’язно здійснено к. б. н., доцентом Р. М. Календарем (Institute of 
Biotechnology, University of Helsinki, Гельсинки, Фінляндія). Нукле- 
отидну послідовність аналізували за допомогою комп’ютерної про
грами "FastPCR" для оцінки ступеня гомології даного фрагмента з 
відомими ділянками кДНК рослин і ядерних білків, що синтезу
ються, а також для прогнозування наявності зон екзонів, інтронів, 
промоторів.

Нуклеотидна послідовність 240 п. H.-RGAll-алеля виявилася 
комплементарною ретротранспозону Grande (ZDGRANDE1) (рис. 2).

aactcgagagagcaagaggaagaccgaggccgcggagaaggaaaggggcg 
tagatcacggactcatgggtatcctctatcgggacagtgaccccatggcaaatc  
cgccaagagcagagctccctcgggggaagaaccccgatggacacgaggtgg 
aagagttcgggctcggagatgacagacatgtggttacctgcgaaaggcaactg 
gttgggccttcctcttgctctctcgagtt

Рис. 2. Послідовність (5’>3’) клонованого і секвенованого фрагмента ампліфікації 
240 п.н.-алеля локусу RGA11. Жирним курсивом відмічені місця комплемен- 

тарності секвенованого фрагмента ретротранспозону Grande (ZDGRANDE1).

Дані про нуклеотидну послідовність використовували для конс
труювання пар праймерів до кінцевих ділянок даного фрагмента 
ДНК за допомогою комп’ютерної програми "OLIGO". Послідовності 
(5’ > 3’) праймерів наступні: прямого — AACTCGAGAGAGCAAGA- 
GGAAGGCC і зворотного — GGCCTTCCTCTTGCTCTCTCGAATT.

За допомогою ПЛР з розробленими праймерами, які позначили 
RGA11/1, протестували генотипи кукурудзи, контрастні за стійкіс
тю до фузаріозної гнилі, а саме: батьківські інбредні лінії Одеська 
139 і R221, які використано для створення популяції, що розщеп
люється, для маркування стійкості, суміші ДНК гомозиготних рос
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лин; 50 інбредних ліній, що різняться за стійкістю до фузаріозної 
гнилі. При ампліфікації ДНК "стійких" генотипів отримано фра
гмент довжиною 198 п.н., "сприйнятливих" — розміром 215 п. н. 
У таблиці 2 наведено дані порівняльного аналізу результатів амп
ліфікації локусу RGA11.

Таблиця 2 
Порівняння фенотипової оцінки стійкості ліній з даними ПЛР-аналізу 

за праймерами RGA11 і RGA11/1

Маркер RGA11/1 має певні переваги порівняно з первісним 
маркером RGA11, а саме проявляє меншу кількість невідповіднос
тей у порівнянні маркер-ознака; має менші розміри ампліфікова- 
них алелів. Даний маркер може бути використаний в селекції при 
доборі генотипів кукурудзи, стійкість яких регулюється даним 
геном. До переваг виявленого маркера можна віднести його кодомі- 
нантність, що дозволяє тестувати як стійкі, так і сприйнятливі 
генотипи кукурудзи.

Згідно з даними літератури, мобільні елементи можуть змінюва
ти довжину генів стійкості і їх експресію, вбудовуючись в струк
турну або регуляторну частини гена, навіть до повної його інакти
вації [23]. Наприклад, транспозон довжиною 315 п. н. гена Нті 
стійкості кукурудзи до Cochiobolus carbonum\ транспозонні елемен
ти в двох мутантних генах L6 стійкості льону до Melampso Uni 
[24]. Мобільні елементи є одним з основних чинників варіабельно
сті сімейства Ха21-генів рису: 17 транспозонів детектовано в 
Ха21-локусі, з яких два формували нову відкриту рамку зчитуван
ня в кодуючих регіонах, що приводило до зміни експресії кодова
них білків і відповідно до зниження стійкості [25, 26]. Показано, 
що інокуляція різними вірусними, бактеріальними або грибними 
патогенами активує транскрипцію ретротранспозонів [27]. Прикла
дом може бути активація промотора Tntl ретротранспозону в тома
ті після інокуляції його грибним патогеном Cladosporium fulvum 
[28]. Можливо, ретротранспозон у складі розробленого нами марке
ра формує нову відкриту рамку зчитування R-гена, що приводить 
до зміни експресії кодованих білків і відповідно до зниження 
стійкості.
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Висновки
Просеквеновано алель RGA11 локусу, що е маркером гена стій

кості кукурудзи до Fusarium spp., характерного для стійких гено
типів. Нуклеотидна послідовність є комплементарною ретротранспо
зону Grande (ZDGRANDE1). Вдосконалено маркер RGA11 і розроб
лено маркер RGA11/1, що має певні переваги. Показаний 
можливий вплив мобільних елементів на стійкість до фітопатоге- 
нів.
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ДНК-МАРКЕР УСТОЙЧИВОСТИ КУКУРУЗЫ К ФУЗАРИОЗНЫМ 
ГНИЛЯМ И РОЛЬ МОБИЛЬНЫХ ЭЛЕМЕНТОВ В УСТОЙЧИВОСТИ
К ФИТОПАТОГЕНАМ
Резюме
С помощью ДНК-технологии выявлен кодоминантный маркер RGA11 локуса, 

отвечающего за устойчивость кукурузы к Fusarium spp., на коротком плече хромо
сомы 1 на расстоянии 18,3 сМ. Проведено секвенирование 240 п.н.-аллеля, харак
терного для устойчивых генотипов. Нуклеотидная последовательность комплемен
тарна ретротранспозону Grande (ZDGRANDE1). Показано возможное влияние мо
бильных элементов на устойчивость к фитопатогенам.

Ключевые слова: ДНК-маркер, устойчивость, кукуруза, Fusarium, мобильные эле
менты.
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DNA-MARKER OF MAIZE RESISTANCE TO FUSARIUM ROT AND
MOBILE ELEMENTS ROLE IN RESISTANCE TO
PHYTOPATHOGENES
Summary
By DNA-technology codominant marker of RGA11 locus for maize resistance to 

Fusarium spp., on the short shoulder of chromosome 1 in the distance 18,3 cM. 240 bp
allele, characteristic for resistance genotypes, was sequenced. The sequence was 
complement to Retrotransposon Grande (ZDGRANDE1). Possible effect of mobile elements 
on resistance to phytopathogene is discussed.

Keywords: DNA-marker, resistance, maize, Fusarium, mobile elements.


