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Вступ. Одним із напрямів рослинництва є створення за допомогою молекулярно-генетичних, біохімічних методів біотехнологій підвищення ефективності селекції сільськогосподарських рослин. Дослідження більшості селекційних центрів спрямовані на створення сортів озимої м’якої пшениці з покращеними якісними та технологічними показниками зерна. Крім генетичного контролю запасних білків, що впливають на хлібопекарні властивості та технологічні якості зерна, в останній час особлива увага надається такому показникові, як вміст амілози в пшеничному крохмалі. Низький або нульовий вміст амілози обумовлюється мутантним станом 
Wx-генів, які кодують фермент, що контролює синтез даного полімеру. Дані гени ідентифіковано та локалізовано у пшениці Wx-А1 (7AS), Wx-В1 (4AL),
 Wx-D1 (7DS) [Nakamura et al., 1993].
Відсутність сукупності оптимізованих методів, які надали б можливість контролювати вміст амілози на різних етапах вегетації рослин, сповільнює процес створення сортів та ліній м’якої пшениці з низьким або нульовим вмістом амілози.
У зв’язку з цим теоретичний та практичний інтерес представляє вивчення питань, що стосуються ефективності використання різноманітних методів для оцінки та контролю вмісту амілози у крохмалі та детекції Wx-генів. Розробка біотехнології оцінки та контролю вмісту амілози має велике значення для генетико-селекційних досліджень, оскільки дозволяє створювати сорти пшениці з низьким або нульовим вмістом амілози в крохмалі зерна. Крохмаль зерна таких сортів матиме технологічні якості, властиві окремій групі модифікованих крохмалів. Тобто, не вдаючись до хімічної, фізичної та ферментативної обробки, можна буде отримувати високоякісну сировину для різних галузей промисловості. Використання борошна із зерна з такими якостями відкриває широкі перспективи для хлібопекарної промисловості, для розширення асортименту харчових продуктів та виробництва біоетанолу [Рибалка та ін., 2005; Рибалка та ін., 2007], що свідчить про актуальність досліджень у даному напрямі. 
Метою роботи була розробка біотехнології оцінки та контролю вмісту амілози в процесі селекції пшениці.

Наукова новизна: вперше в Україні проведено молекулярно-генетичне дослідження вмісту амілози в крохмалі зерна сортів пшениці вітчизняної селекції та детектовано алелі дикого типу (Wx-A1а,Wx-B1а, Wx-D1а). Для оцінки вмісту амілози спектрофотометричним методом визначено оптимальні діапазони довжин хвиль: для абсорбції - 600-750 нм, першої похідної абсорбції -480-760 нм. Визначено ефекти впливу окремих алелів Wx-генів (Wx-A1a - 0,050; Wx-B1a – 0,054; Wx-D1a – 0,082) на вміст амілози в селекційному матеріалі відносно альтернативних нуль-алелів. За результатами молекулярно-генетичного тестування алелів Wx-локусів у рослин популяції F5 (Куяльник × Wx-12) та проведеного генетичного аналізу, добрано рослини з блокованим синтезом амілози. Вперше в Україні запропоновано комплексну біотехнологію оцінки та контролю вмісту амілози в крохмалі зерна, що базується на використанні ПЛР-аналізу і спектрофотометрії та дозволяє провадити контрольовану селекцію пшениці з низьким вмістом амілози. Запропоновано при створенні Wx-аналогів сортів пшениці використовувати визначення генетичних дистанцій і контрольований добір генотипів із потрібними комбінаціями алелів. На матеріалі встановлено ефективність застосування даної біотехнології для прогнозування вмісту амілози та добору генотипів із низьким або нульовим вмістом цього полімеру на стадії паростка. 

ОСНОВНИЙ ЗМІСТ РОБОТИ
РОЗРОБКА БІОТЕХНОЛОГІЇ ОЦІНКИ І КОНТРОЛЮ ВМІСТУ АМІЛОЗИ В ПРОЦЕСІ СЕЛЕКЦІЇ ПШЕНИЦІ
Проведено аналіз публікацій за результатами досліджень вітчизняних та зарубіжних науковців з питань застосування молекулярних маркерів для генетико-селекційних досліджень при селекції зернових культур з поліпшеними якісними та технологічними показниками зерна. Особлива увага приділялась вивченню такого показника, як низький або нульовий вміст амілози в пшеничному крохмалі. Відсутність сукупності ефективних методів прогнозування вмісту амілози у крохмалі рослин на етапі до колосіння, сповільнює процес селекції пшениці спрямованої на низький вміст даного полімеру. У зв’язку з цим актуальним напрямом є вивчення ефективності використання різноманітних методів для оцінки та контролю вмісту амілози, їх удосконалення та створення на їх основі біотехнології. З’ясуванню даних невирішених питань і присвячена дана робота.
Матеріали та методи досліджень. Дослідження проводили протягом 2004 – 2008 років у відділі молекулярної генетики Південного біотехнологічного центру в рослинництві (ПБЦ). Матеріалом для дослідження слугували 46 сортів озимої м’якої пшениці з різних центрів створення, зареєстрованих в Державному реєстрі сортів рослин України 2006 року (Альбатрос одеський, Одеська 162, Українка одеська, Херсонська остиста, Київська остиста, Фантазія, Красуня одеська, Струмок, Вікторія одеська, Миронівська 33, Мірич, Білоцерківська напівкарликова, Леля, Лада одеська, Любава одеська, Українка полтавська, Лузанівка одеська, Знахідка одеська, Ятрань 60, Прима одеська, Застава одеська, Зустріч, Куяльник, Диканька, Побєда, Станічна, Фаворитка, Писанка, Либідь, Білосніжка, Краснодарська 99, Апогей луганський, Світанок 1, Батько, Супутниця, Ренан, Фарандоль, Обрій, Одеська 133, Тіра, Вимпел, Порада, Миронівська 27, Альбідум 117, Лютесценс 7), 11 ліній Wx-пшениці, створених Р. Грейбошем (University of Nebraska, Lincoln, USA). Селекційні популяції озимої м’якої пшениці F3 та F5, одержані від схрещування сорту Куяльник (Wx-A1a, Wx-B1a, Wx-D1a) з лінією Wx-12 (Wx-A1b, Wx-B1b, Wx-D1b), надано для дослідження д.б.н. О.І. Рибалкою (СГІ). 

Спектрофотометричне визначення вмісту амілози в крохмалі. Зразки для проведення аналізу було підготовлено згідно методу, описаному Fujitа et al. [2001]. Спектральні дані отримували на спектрофотометрі Cary Win UV фірми „Varian” (Австрія) у режимі повного сканування в діапазоні 350–800 нм з кроком 1 нм. Формою первинного представлення даних були показники абсорбції. Визначення параметрів багатовимірної лінійної регресії та оцінку метрологічних характеристик у системі трьохфакторного дисперсійного аналізу (генотип: блок: серія) провадили за відповідною процедурою у спеціалізованому програмному пакеті Agrobase 21 „Agronomix” (Канада).
Ампліфікація ДНК з STS та SSR – праймерами. Виділення ДНК з фрагменту паростка проводили згідно стандартної методики з використанням СТАВ-буферу [Сиволап, 1998]. Концентрацію виділеної ДНК визначали на флюориметрі „ТКО 100 Dedicated mini Fluorometer” („Hoefer Scientific Instruments”, США) у 1×TNE буфері (3 М NaCl, 50 мM Na2HPO4) в присутності флюорисцентного барвника Hoechst 33258 згідно інструкції виробника обладнання.
Ампліфікацію проводили на приладі „Терцик” („ДНК – технологія”, Росія). Реакційна суміш для проведення ПЛР з праймерами до локусів Wx-A1, Wx-B1, Wx-D1 об’ємом 20 мкл містила: 100 нг ДНК, 1,5 мМ MgCl2, 10 пмоль кожного праймера, 0,2 мМ кожного dATP, dCTP, dTTP, dGTP, 2 мкл 10×ПЛР буферу и 1 од. Taq-полімерази. Нуклеотидні послідовності праймерів для детекції алельного стану за Wx-локусами наведено в табл. 1. В епендорфи поверх реакційної суміші нашаровували 30 мкл мінеральної олії. 
Температурний режим ампліфікації для пар праймерів до локусів Wx-B1, Wx-D1 був таким: перша денатурація 95 ºС - 5 хв.; 95 ºС - 30 сек, 55 ºС - 30 сек, 72 ºС - 2 хв. – 32 цикли; остання елонгація 72 ºС - 7 хв. Ампліфікацію з парами праймерів до локусу Wx-A1 проводили в наступному режимі: перша денатурація 94 ºС - 1,3 хв.; 94 ºС - 1 хв., 62 ºС - 40 сек, 72 ºС - 1 хв. – 35 циклів; остання елонгація 72 ºС - 2 хв.
Таблиця 1

Пари праймерів для детекції алельного стану за Wx-локусами

	Назва
праймерів
	Локус
	Послідовність

праймерів (5′-3′)
	Літературне

джерело

	AFC
AR2
	Wx-A1

(7АS)
	tcgtgttcgtcggcgccgagatgg

ccgcgcttgtagcagtggaagtacc
	[Nakamura et al., 2003]

	Wx98F1

Wx98R1
	Wx-B1

(4AL)
	tcctcctccttcctgccaattcc

tcaccaccttcttcacgtcg
	[McLauchlan et al., 2001]

	WxD1b1F
WxD1b1R
	Wx-D1

(7DS)
	acaggatctctcctggaag
gcaaggaaaatagtgaagc
	[McLauchlan et al., 2001]

	WMC 262
	Wx-B1

(4AL)
	gctttaacaaagatccaagtggcat
gtaaacatccaaacaaagtcgaagg
	[McLauchlan et al., 2001]


Для проведення SSR-аналізу використовували пари праймерів до мікросателітних локусів: Xgwm18 (1В), Xgwm382 (2А), Xgwm261 (2D), Xgwm155 (3A), Xgwm389 (3B), Xgwm186 (5A), Xgwm179 (5A), Xgwm156 (5A), Xgwm304 (5A), Xgwm595 (5A), Xgwm408 (5B), Xgwm499 (5B), Xgwm443 (5B), Xgwm190 (5D), Xgwm577 (7B), Xgwm437 (7D). ПЛР виконували згідно рекомендацій [Röder et al., 1998].
Реакційна суміш для проведення SSR – ПЛР об’ємом 20 мкл містила: 
100 нг ДНК, 2,0 мМ MgCl2 , 10 пмоль кожного праймера, 0,2 мМ кожного dATP, dCTP, dTTP, dGTP, 2 мкл 10×ПЛР буферу та 1од. Taq полимерази. Температурний режим ампліфікації для SSR - праймерів був таким: перша денатурація 94 ºС - 1,3 хв.; 94 ºС - 1 хв., 60 ºС - 40 сек, 72 ºС - 1 хв. – 35 циклів; остання елонгація 72 ºС - 2 хв.
Для ідентифікації алельного складу досліджуваних локусів продукти ПЛР фракціонували у 10 % денатуруючому (10 % акріламід, 10 × ТВЕ, 8 М сечовина) та 7 % (30 % акріламід, 10 × ТВЕ, дистильована Н2О) поліакриламідних гелях в 1×ТВЕ-буфері (89,0 мM трис, 89,0 мM борна кислота, 2,0 мM Na3EDTA) за постійної напруги 550 В 2-3 години залежно від довжини фрагментів ампліфікації. Електрофорез проводили на обладнанні Helicon (Росія). Продукти ампліфікації ДНК у гелях забарвлювали за допогою 0,012 М AgNO3 згідно з Silver sequence TMDNA Sequencing Sistem Technical Manual (Promega). Отримані електрофореграми документували за допомогою системи „Image Master VDS” (Amersham Pharmacia Biotech). Розмір ампліфікованих фрагментів визначали, використовуючи програмний пакет „Image Master 1D Elite v 3.1”. Калібровку молекулярної маси здійснювали з використанням стандартів молекулярної маси (pGem, pBR 322, pUC 19/Msp1, pBlue/Msp1).
Визначення генетичних дистанцій та кластерний аналіз. Для встановлення генетичних дистанцій за даними поліморфізму продуктів ампліфікації мікросателітних локусів використовували алгоритм Nei et al. [1979]. Кластерний аналіз генетичних дистанцій здійснювали, використовуючи незважений парногруповий метод із арифметичним усередненням UPGMA [Sneath et al., 1973]. Для побудови дендрограми використовували програму “TREES” [Календарь, 1994].
Оптимізація методу спектрофотометричної оцінки вмісту амілози в зерновому крохмалі озимої м’якої пшениці. Для оцінки вмісту амілози використовують спектрофотометрію у видимому та інфрачервоному діапазонах довжин хвиль. Використання даного підходу дає змогу провести кількісний аналіз, а також оцінити ефекти впливу активних алелів Wx-генів на вміст амілози в пшеничному крохмалі. Ми обрали один із стандартних способів контролю, що базується на використанні реакції між крохмалем та сполуками йоду. При їх взаємодії утворюється блакитно забарвлений комплекс - клатрат, кількість якого вимірюється спектрофотометрично у діапазоні (400-800 нм) з подальшим визначенням довжини хвилі, за якої спостерігається максимальна абсорбція [Fujitа et al., 2001]. За даними літературних джерел пік абсорбції йоду для амілози 
спостерігається за довжини хвилі 600 нм [Schulman et al., 1995]. Дослідження в даному напряму полягали у встановленні оптимальних параметрів цього методу, які забезпечували б найвищу роздільну здатність. 
За результатами аналізу визначено оптимальні діапазони довжин хвиль для оцінювання вмісту амілози спектрофотометричним методом. Для абсорбції найбільш виразний пік приходиться на діапазон 600-750 нм.
Спектри першої похідної мають більш складні профілі. В діапазоні 400-800 нм є два локальні мінімуми (430 нм, 550 нм) та два максимуми (480 нм, 760 нм). В обох випадках оптимальні діапазони лежали поза межами головного піку 600 нм, рекомендованого [Schulman et al., 1995].
У діапазоні концентрацій амілози 0 - 23 % оптимізований метод дозволяє достовірно розпізнавати приблизно 5-6 градацій, що достатньо як для прямого застосування в селекції, так і в дослідженнях з розробки нових простих та експресних методів. Для приладів сканувального типу показано доцільність використання градуювань з застосуванням двох чи більшої кількості довжин хвиль за типом багатовимірної лінійної регресії. Це забезпечує в 1,5 рази вищу розподільчу здатність у порівнянні з вимірюваннями на одній довжині хвилі.

Метрологічна характеристика методу спектрофотометричної оцінки вмісту амілози в зерновому крохмалі селекційних ліній пшениці. У ході метрологічної характеристики методу оцінено повторюваність, відтворюваність результатів дослідів та диференційну здатність. У даному аспекті для характеристики різниць, обумовлених генотипами, показані переваги застосування спектральних даних отриманих на довших хвилях (700–750 нм), які є більш інформативними.

В процесі роботи було визначено ефекти впливу алельного стану Wx-локусів на вміст амілози в крохмалі зерна селекційних форм пшениці.
Середні ефекти впливу функціональних алелів локусів Wx-A1а, Wx-B1a,
 Wx-D1a на вміст амілози в крохмалі зерна генотипів пшениці, добраних з популяції F5 (96 родин), що розщеплюється, отриманої від схрещування сорту Куяльник × Wx-12 (99ID524) відносно альтернативних нуль-алелів, склали 0,050, 0,054, 0,082 одиниць абсорбції, відповідно.
Коефіцієнт кореляції (r) суми ефектів впливу Wx-генів на вміст амілози, визначених при дисперсійному аналізі з фактично отриманими даними абсорбції дорівнював 0,9, що вказує на коректність адитивної моделі взаємодії генів за критерієм кореляції. У цілому кореляція (r) сумарного ефекту впливу Wx-генів на вміст амілози з відсотковим вмістом даного полімеру в крохмалі згідно даних Yamamori [1994] складала 0,77.

При дослідженні ознаки Wx слід враховувати особливості її детермінації та прояв компенсаторного ефекту. Компенсаторний ефект полягає у тому, що наявність у генотипі функціонального алеля „а” лише в одному локусі призводить до підвищення накопичення амілози у крохмалію На рис. 1 відображено фактичні величини абсорбції за довжини хвилі 600 нм (вісь У) проти сум ефектів алелів Wx-локусів, визначених за адитивною моделлю взаємодії генів (вісь Х). 
На рисунку показані відхилення від адитивності, що обумовлені ефектом компенсації алелів даних генів. За відсутності даних відхилень від адитивності функція мала би лінійний характер. Мінімальна абсорбція, як і очікувалось, спостерігається у гібридів з трьома нуль-алелями bbb за локусами Wx-A1, Wx-B1, Wx-D1.
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Рис. 1. Порівняння ефектів впливу алельного стану Wx-локусів 
(Wx-A1, Wx-B1, Wx-D1) на вміст амілози в крохмалі генотипів, обчислених за адитивною моделлю взаємодії генів, із фактичними даними з абсорбції амілози

Наявність лише одного функціонального алеля „a” у будь-якому з трьох локусів підвищувала величину абсорбції в середньому на 0,138 одиниць. У той же час очевидно, що рівень абсорбції амілози сорту Куяльник, що використовувався як контроль, у селекційних форм з комбінаціями алелів Wx-локусів abb, bba, aba, bab, aab, baa не досягається.
Лише генотипи з трьома алелями ааа за Wx-локусами повністю відтворюють рівень, характерний для батьківської форми сорту Куяльник.
У селекційних форм із повним набором мутантних алелів (Wx-A1b,     Wx-B1b, Wx-D1b) спектри абсорбції амілози в трьох серіях спектрофотометричних вимірювань були помітно вищими, ніж у батьківської лінії Wx-12, що використовувалась як контроль. Різниця в залежності від довжини хвилі, складала від 0,03 до 0,06 одиниць абсорбції.
Неповне відтворення Wx-фенотипу при наявності нуль-алелів за 
Wx-локусами  свідчить про присутність додаткових факторів, що впливають на вміст амілози в крохмалі зерна м’якої пшениці.

Дослідження генетичного поліморфізму Wx-локусів сортів пшениці української селекції та окремих представників роду Aegilops. 
З використанням ПЛР-аналізу із алель-специфічними праймерами при тестуванні алельного стану Wx-генів 46 сортів пшениці української селекції детектовано алелі дикого типу (Wx-A1а, Wx-B1а, Wx-D1а). У видів 
Ae. umbellulata, Ae. ovata, Ae. tauschii ssp. strangulata за Wx-В1 локусом виявлено алель Wx-B1a розміром фрагменту ампліфікації 294 п.н. на відміну від видів Ae. crassa, Ae. caudatа, Ae. boeticum у яких детектовано аллель 
(Wx-B1a) з молекулярною масою 308 п.н., як у T. aestivum L.
Контроль Wx-генів в процесі селекції сортів та ліній м’якої пшениці з низьким або нульовим вмістом амілози у крохмалі. Для оцінки ефективності прогнозування вмісту амілози в рослинах до квітіння і формування зерна та добору генотипів нами за допомогою молекулярних маркерів протестовано популяцію F5 , одержану від схрещування сорту Куяльник з лінією Wx-12 (99ID524), яка містила 96 родин, 288 індивідуальних рослин. Популяцію аналізували за Wx-A1, Wx-B1, Wx-D1 локусами з метою добору гомозиготних рослин з алелями Wx-A1b, Wx-B1b,  Wx-D1b. Теоретично очікуване відношення розщеплення було 15:2:15. Застосування статистичного критерія достовірності χ2 для співставлення теоретично очікуваних та даних, що спостерігались, дозволило отримати наступні результати: Wx-A1 (χ2=5,05; 0,20>Р>0,05); Wx-D1 (χ2=2,132; 0,80>Р>0,50). При статистичній обробці даних за локусом Wx-B1 отримали (χ2=7,65; 0,05>Р>0,01). Так як достовірність розщеплення була низькою, провели ПЛР-аналіз популяції F3  (43 родини, 215 індивідуальних рослин) з домінантним молекулярним маркером Wx98, рекомендованим для аналізу даного локусу McLauchlan et al. [2001]. У 122 рослин виявили фрагмент ампліфікації ДНК розміром 308 п.н., характерний для алеля Wx-B1а, у 93 рослин даний фрагмент ампліфікації був відсутній, що властиве для генотипів-носіїв алеля Wx-B1b. Очікуване розщеплення 5:3 узгоджується з даними, що спостерігались (χ2=2,844; 0,20>Р>0,05). За результатами аналізу F5 популяції добрано 10 гомозиготних рецесивних рослин, які мають генотип Wx-A1b, Wx-B1b, Wx-D1b. Слід відмітити, що застосування такої маркерної системи в селекційній практиці дозволяє об’єктивно, на стадії паростку, оцінювати рослинний матеріал за вмістом амілози в крохмалі зерна.
Дослідження алельного стану мікросателітних локусів у рослин з низьким вмістом амілози у крохмалі (Wx-A1b, Wx-B1b, Wx-D1b). В роботі досліджували 10 селекційних форм з алельним складом (Wx-A1b,     Wx-B1b, Wx-D1b), добраних із популяції F5, отриманої від схрещування сорту Куяльник з лінією Wx-12. 
Мікросателітний аналіз проводили з метою виявлення рослин максимально генетично подібних вихідній материнській формі сорту Куяльник. За результатами проведеного аналізу встановлено алельні характеристики батьківських та селекційних форм з нульовим вмістом амілози (Wx-A1b,
 Wx-B1b, Wx-D1b) за 16 мікросателітними локусами.

На основі отриманих даних із поліморфізму мікросателітних локусів розрахували генетичні дистанції, провели кластерний аналіз та побудували дендрограму, що відображає генетичну подібність досліджених селекційних форм.

Як і очікувалось, максимальна генетична дистанція спостерігалась між вихідними батьківськими формами, сортом Куяльник і лінією Wx-12, яка становила 0,956. Особливу увагу привернули форми 65/1, 65/2, 180/2, 180/3, що складали перший субкластер. Дані генотипи мали з сортом Куяльник 6 – 8 спільних алелів за мікросателітними локусами, порівняно з іншими формами, що тестувались (4 – 5 спільних алелів). Це свідчить про те, що дані генотипи найбільш наближені до материнської форми. Генетична дистанція першого субкластеру по відношенню до сорту Куяльник склала 0,319.
В процесі мікросателітного аналізу також виявлено, що всі досліджені форми за локусом Xgwm261 мають алель 165 п.н., як батьківська форма - лінія Wx-12, тоді як материнська форма має алель 192 п.н. У попередніх дослідженнях [Korzun et al.,1998] було показано, що даний локус є діагностичним для гену короткостебловості Rht8. За даними досліджень Rebetzke et al. [2000] алель 192 п.н. корелятивно пов’язаний з підвищенням таких показників, як кількість зернівок, індекс врожайності, та, в цілому, з урожайністю м’якої пшениці.
За даними молекулярно-генетичного аналізу досліджені генотипи є високими та схильними до полягання за несприятливих кліматичних умов, так як несуть алель дикого типу за геном короткостебловості Rht8а. Це узгоджується з даними польової оцінки рослин.
Для створення сортів на основі селекційних форм, носіїв трьох нуль-алелів за Wx-генами, які максимально наближені до генотипу вихідної материнської форми сорту Куяльник, нами запропоновано провести додаткові схрещування вищевказаних форм з сортом Куяльник та добрати рослини з Wx нуль-алелями та алелем Rht8с за допомогою молекулярних маркерів.
 За підсумками проведених досліджень для ефективного прогнозування та добору форм пшениці з низьким або нульовим вмістом амілози у крохмалі пропонуємо розроблену біотехнологію, схема якої представлена на рис. 2.
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Рис. 2. Схема біотехнології оцінки та контролю вмісту амілози в процесі селекції  пшениці
Запропонована біотехнологія надасть можливість селекціонерам проводити цілеспрямований добір вихідного матеріалу, а також проводити контрольовану селекцію сортів пшениці, що мають низький або нульовий вміст амілози у крохмалі.

ПРАКТИЧНІ РЕКОМЕНДАЦІЇ
Розроблена біотехнологія оцінки та контролю вмісту амілози в генотипах озимої м’якої пшениці рекомендована для використання в генетико-селекційних дослідженнях при створенні форм з низьким або нульовим вмістом амілози. 
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Wx-пшениця: перспективні  напрями використання


- продукти з замороженого тіста


- виготовлення харчових загущувачів


- хлібопекарна промисловість


- виробництво біоетанолу





Візуалізація 


 продуктів


 ампліфікації в агарозних гелях.





ПЛР-аналіз із: 


STS-праймерами до локусів 


Wx-A1, Wx-D1 (Nakamura et al., 2003), (McLauchlan et al., 2001);


SSR-праймерами до Wx-B1 локусу (McLauchlan et al., 2001).





Спектрофотометрична оцінка вмісту амілози в крохмалі зерна та технологічні тести на матеріалі, добраному в F5 поколінні





Мікросателітний аналіз  з метою добору максимально генетично подібних до вихідної материнської форми генотипів





Добір рослин із потрібним алельним


складом за Wx-генами: Wx-A1b, Wx-B1b,


Wx-D1b; Wx-A1b, Wx-B1a, Wx-D1a; Wx-A1


Wx-B1b, Wx-D1a;Wx-A1b, Wx-B1b, Wx-D1a та ін.
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STDS

		Plot		Bloc		REPR		Entry		Name		Abs600		Abs650		Abs700		A1		B1		D1		AMY

		1		1		1		1		WX15		0.00025		0.00011		0.00009		b		b		b		0.9

		2		1		1		2		L150		0.18926		0.19252		0.16893		b		a		b		27.1

		3		1		1		3		KLNK		0.31915		0.33353		0.29976		a		a		a		28.7

		4		2		1		1		WX15		0.00076		0.00057		0.00054		b		b		b		0.9

		5		2		1		2		L150		0.16258		0.17692		0.16218		b		a		b		27.1

		6		2		1		3		KLNK		0.31986		0.33328		0.29954		a		a		a		28.7

		7		3		1		1		WX15		0.00984		0.00592		0.00328		b		b		b		0.9

		8		3		1		2		L150		0.13299		0.13754		0.12508		b		a		b		27.1

		9		3		1		3		KLNK		0.24614		0.24904		0.22493		a		a		a		28.7

		10		1		2		1		WX15		0.00984		0.00592		0.00328		b		b		b		0.9

		11		1		2		2		L150		0.13299		0.13754		0.12508		b		a		b		27.1

		12		1		2		3		KLNK		0.24614		0.24904		0.22493		a		a		a		28.7

		13		2		2		1		WX15		0.00544		0.00131		-0.00286		b		b		b		0.9

		14		2		2		2		L150		0.11442		0.12151		0.11152		b		a		b		27.1

		15		2		2		3		KLNK		0.22138		0.22730		0.20642		a		a		a		28.7

		16		3		2		1		WX15		-0.00620		-0.00272		-0.00086		b		b		b		0.9

		17		3		2		2		L150		0.24267		0.24769		0.22488		b		a		b		27.1

		18		3		2		3		KLNK		0.30322		0.32184		0.29784		a		a		a		28.7

		19		1		3		1		WX15		0.00494		0.00332		0.00133		b		b		b		0.9

		20		1		3		2		L150		0.26560		0.26190		0.22733		b		a		b		27.1

		21		1		3		3		KLNK		0.30973		0.31812		0.28365		a		a		a		28.7

		22		2		3		1		WX15		0.00456		0.00275		0.00152		b		b		b		0.9

		23		2		3		2		L150		0.23885		0.23400		0.20135		b		a		b		27.1

		24		2		3		3		KLNK		0.27723		0.28202		0.24965		a		a		a		28.7

		25		3		3		1		WX15		-0.00026		-0.00001		0.00001		b		b		b		0.9

		26		3		3		2		L150		0.25504		0.25241		0.22075		b		a		b		27.1

		27		3		3		3		KLNK		0.30741		0.31527		0.28117		a		a		a		28.7





ALL

		Plot		Bloc		REPR		Entry		Name		Abs600		Abs650		Abs700		Abs750		A1		B1		D1		AMY				AMY_AVG

		1		1		1		1		WX15		0.00025		0.00011		0.00009		0.00016		b		b		b		0.90				A1				B1				D1

		2		1		1		2		BBB		0.09467		0.09262		0.07941		0.05279		b		b		b		0.90				a		25.6				28.1				26.5

		3		1		1		3		ABB		0.06853		0.07011		0.06121		0.04120		a		b		b		19.80				b		19.9				17.4				19

		4		1		1		4		BBA		0.15944		0.17316		0.15773		0.10758		b		b		a		22.90						(26.2)				(22.8)				(25.0)

		5		1		1		5		ABA		0.18926		0.19252		0.16893		0.11265		a		b		a		25.80

		6		1		1		6		BAB		0.21463		0.21102		0.18216		0.12166		b		a		b		27.10

		7		1		1		7		AAB		0.20197		0.21691		0.19733		0.13419		a		a		b		28.00

		8		1		1		8		BAA		0.29468		0.29375		0.25640		0.17026		b		a		a		28.50

		9		1		1		9		AAA		0.28411		0.29415		0.26494		0.17837		a		a		a		28.70				b		b		b		0.90

		10		1		1		10		KLNK		0.31915		0.33353		0.29976		0.20377		a		a		a		28.70				a		b		b		19.80

		11		2		1		1		WX15		0.00076		0.00057		0.00054		0.00046		b		b		b		0.90				b		b		a		22.90

		12		2		1		2		BBB		0.09777		0.10031		0.08358		0.05676		b		b		b		0.90				a		b		a		25.80

		13		2		1		3		ABB		0.06027		0.06285		0.05621		0.03828		a		b		b		19.80				b		a		b		27.10

		14		2		1		4		BBA		0.23395		0.24375		0.21792		0.14693		b		b		a		22.90				a		a		b		28.00

		15		2		1		5		ABA		0.19162		0.19973		0.17765		0.12045		a		b		a		25.80				b		a		a		28.50

		16		2		1		6		BAB		0.16258		0.17692		0.16218		0.11113		b		a		b		27.10				a		a		a		28.70

		17		2		1		7		AAB		0.21181		0.22801		0.20676		0.14095		a		a		b		28.00

		18		2		1		8		BAA		0.32514		0.33045		0.29300		0.19792		b		a		a		28.50

		19		2		1		9		AAA		0.25420		0.26747		0.24095		0.16383		a		a		a		28.70

		20		2		1		10		KLNK		0.31986		0.33328		0.29954		0.20479		a		a		a		28.70

		21		3		1		1		WX15		0.00984		0.00592		0.00328		0.00161		b		b		b		0.90

		22		3		1		2		BBB		0.10173		0.07802		0.05640		0.03438		b		b		b		0.90

		23		3		1		3		ABB		0.40696		0.39075		0.33934		0.23391		a		b		b		19.80

		24		3		1		4		BBA		0.25103		0.23906		0.20484		0.14036		b		b		a		22.90

		25		3		1		5		ABA		0.16757		0.16246		0.14260		0.09859		a		b		a		25.80

		26		3		1		6		BAB		0.13299		0.13754		0.12508		0.08863		b		a		b		27.10

		27		3		1		7		AAB		0.20966		0.20987		0.18711		0.13063		a		a		b		28.00

		28		3		1		8		BAA		0.14005		0.14553		0.13327		0.09480		b		a		a		28.50

		29		3		1		9		AAA		0.24533		0.24444		0.22077		0.15430		a		a		a		28.70

		30		3		1		10		KLNK		0.24614		0.24904		0.22493		0.16148		a		a		a		28.70

		31		1		2		1		WX15		0.00984		0.00592		0.00328		0.00161		b		b		b		0.90

		32		1		2		2		BBB		0.10173		0.07802		0.05640		0.03438		b		b		b		0.90

		33		1		2		3		ABB		0.40696		0.39075		0.33934		0.23391		a		b		b		19.80

		34		1		2		4		BBA		0.25103		0.23906		0.20484		0.14036		b		b		a		22.90

		35		1		2		5		ABA		0.16757		0.16246		0.14260		0.09859		a		b		a		25.80

		36		1		2		6		BAB		0.13299		0.13754		0.12508		0.08863		b		a		b		27.10

		37		1		2		7		AAB		0.20966		0.20987		0.18711		0.13063		a		a		b		28.00

		38		1		2		8		BAA		0.14005		0.14553		0.13327		0.09480		b		a		a		28.50

		39		1		2		9		AAA		0.24533		0.24444		0.22077		0.15430		a		a		a		28.70

		40		1		2		10		KLNK		0.24614		0.24904		0.22493		0.16148		a		a		a		28.70

		41		2		2		1		WX15		0.00544		0.00131		-0.00286		-0.00534		b		b		b		0.90

		42		2		2		2		BBB		0.06363		0.06137		0.05212		0.03309		b		b		b		0.90

		43		2		2		3		ABB		0.07403		0.09057		0.08909		0.06411		a		b		b		19.80

		44		2		2		4		BBA		0.17988		0.17998		0.16419		0.11163		b		b		a		22.90

		45		2		2		5		ABA		0.06341		0.07631		0.07458		0.05167		a		b		a		25.80

		46		2		2		6		BAB		0.11442		0.12151		0.11152		0.07757		b		a		b		27.10

		47		2		2		7		AAB		0.13400		0.14652		0.13684		0.09699		a		a		b		28.00

		48		2		2		8		BAA		0.19852		0.20617		0.18803		0.13241		b		a		a		28.50

		49		2		2		9		AAA		0.17220		0.18030		0.16519		0.11514		a		a		a		28.70

		50		2		2		10		KLNK		0.22138		0.22730		0.20642		0.14500		a		a		a		28.70

		51		3		2		1		WX15		-0.00620		-0.00272		-0.00086		0.00123		b		b		b		0.90

		52		3		2		2		BBB		-0.04591		-0.02974		-0.01831		-0.00758		b		b		b		0.90

		53		3		2		3		ABB		0.03528		0.07703		0.09195		0.07459		a		b		b		19.80

		54		3		2		4		BBA		0.25617		0.26703		0.24358		0.17419		b		b		a		22.90

		55		3		2		5		ABA		0.41479		0.42046		0.37554		0.26488		a		b		a		25.80

		56		3		2		6		BAB		0.24267		0.24769		0.22488		0.15970		b		a		b		27.10

		57		3		2		7		AAB		0.19886		0.21191		0.19407		0.13896		a		a		b		28.00

		58		3		2		8		BAA		0.22098		0.22945		0.20804		0.15699		b		a		a		28.50

		59		3		2		9		AAA		0.31561		0.33109		0.29968		0.21475		a		a		a		28.70

		60		3		2		10		KLNK		0.30322		0.32184		0.29784		0.21536		a		a		a		28.70

		61		1		3		1		WX15		0.00494		0.00332		0.00133		0.00081		b		b		b		0.90

		62		1		3		2		BBB		0.03404		0.02122		0.01161		0.00639		b		b		b		0.90

		63		1		3		3		ABB		0.18302		0.17234		0.14519		0.09531		a		b		b		19.80

		64		1		3		4		BBA		0.28247		0.26801		0.22567		0.14726		b		b		a		22.90

		65		1		3		5		ABA		0.33976		0.32190		0.27298		0.17836		a		b		a		25.80

		66		1		3		6		BAB		0.26560		0.26190		0.22733		0.15137		b		a		b		27.10

		67		1		3		7		AAB		0.26135		0.25638		0.22168		0.14742		a		a		b		28.00

		68		1		3		8		BAA		0.25017		0.24402		0.20995		0.13933		b		a		a		28.50

		69		1		3		9		AAA		0.42004		0.41226		0.35223		0.23284		a		a		a		28.70

		70		1		3		10		KLNK		0.30973		0.31812		0.28365		0.19046		a		a		a		28.70

		71		2		3		1		WX15		0.00456		0.00275		0.00152		-0.00128		b		b		b		0.90

		72		2		3		2		BBB		0.17837		0.16955		0.14496		0.09394		b		b		b		0.90

		73		2		3		3		ABB		0.16507		0.15350		0.12765		0.07967		a		b		b		19.80

		74		2		3		4		BBA		0.25972		0.24806		0.21011		0.13519		b		b		a		22.90

		75		2		3		5		ABA		0.26503		0.26079		0.22430		0.14477		a		b		a		25.80

		76		2		3		6		BAB		0.23885		0.23400		0.20135		0.13075		b		a		b		27.10

		77		2		3		7		AAB		0.24780		0.24945		0.21808		0.14206		a		a		b		28.00

		78		2		3		8		BAA		0.33382		0.32925		0.28737		0.18816		b		a		a		28.50

		79		2		3		9		AAA		0.35204		0.34530		0.29857		0.19341		a		a		a		28.70

		80		2		3		10		KLNK		0.27723		0.28202		0.24965		0.16476		a		a		a		28.70

		81		3		3		1		WX15		-0.00026		-0.00001		0.00001		-0.00065		b		b		b		0.90

		82		3		3		2		BBB		0.00347		0.00199		0.00159		0.00069		b		b		b		0.90

		83		3		3		3		ABB		0.28907		0.28932		0.25460		0.16999		a		b		b		19.80

		84		3		3		4		BBA		0.30485		0.28249		0.23806		0.15530		b		b		a		22.90

		85		3		3		5		ABA		0.28548		0.28302		0.24495		0.16154		a		b		a		25.80

		86		3		3		6		BAB		0.25504		0.25241		0.22075		0.14572		b		a		b		27.10

		87		3		3		7		AAB		0.31582		0.30930		0.26641		0.17480		a		a		b		28.00

		88		3		3		8		BAA		0.17778		0.16834		0.14206		0.09288		b		a		a		28.50

		89		3		3		9		AAA		0.39415		0.38344		0.33004		0.21643		a		a		a		28.70

		90		3		3		10		KLNK		0.30741		0.31527		0.28117		0.18749		a		a		a		28.70





DiffAbility

		Differential Abilities

		File		ENTRY										File		ENTRY										File		ENTRY										File		ENTRY

		STD												ALL												ABD		(Full range)										ABD		(not waxy)

				W600		W650		W700		W750						W600		W650		W700		W750						W600		W650		W700		W750						W600		W650		W700		W750

		Max		0.28336		0.29216		0.2631						Max		0.29811		0.30032		0.2659		0.18162				Max		0.29811		0.30032		0.2659		0.18037				Max		0.29811		0.30032		0.2659		0.18037

		Min		0.00324		0.00191		0.0007						Min		0.00324		0.00191		0.0007		-0.0002				Min		0.06994		0.06371		0.05197		0.03387				Min		0.18769		0.18858		0.16718		0.11455

		difference		0.28012		0.29025		0.2624						difference		0.29487		0.29841		0.2652		0.18182				difference		0.22817		0.23661		0.21393		0.1465				difference		0.11042		0.11174		0.09872		0.06582

		LCD		0.031		0.03304		0.030016						LCD		0.06776		0.064736		0.055776		0.037968				LCD		0.03584		0.034384		0.029792		0.020272				LCD		0.03584		0.034384		0.029792		0.020272

		DiffAb		9.0		8.8		8.7						DiffAb		4.4		4.6		4.8		4.8				DiffAb		6.4		6.9		7.2		7.2				DiffAb		3.1		3.2		3.3		3.2

		File		REPR										File		REPR										File		REPR

		STD												ALL												ABD		(Full range)

				W600		W650		W700		W750						W600		W650		W700		W750						W600		W650		W700		W750

		Max		0.18479		0.18553		0.16297						Max		0.23355		0.22799		0.19649		0.12884				Max		0.25428		0.24659		0.21156		0.13848

		Min		0.1411		0.14549		0.13225						Min		0.16912		0.17427		0.15797		0.1118				Min		0.17891		0.18439		0.1671		0.11811

		difference		0.04369		0.04004		0.03072						difference		0.06443		0.05372		0.03852		0.01704				difference		0.07537		0.0622		0.04446		0.02037

		LCD		0.031		0.03304		0.030016						LCD		0.037184		0.035504		0.06246912		0.020832				LCD		0.043904		0.042112		0.036512		0.024752

		DiffAb		1.4		1.2		1.0						DiffAb		1.7		1.5		0.6		0.8				DiffAb		1.7		1.5		1.2		0.8

		SUMMARY (For article)

								W600		W650		W700		W750

		А. Оцінка різн.генотип

		Весь дослід						4.4		4.6		4.8		4.8

		Тільки гібриди						6.4		6.9		7.2		7.2

		з них - не waxy						3.1		3.2		3.3		3.2

		Батьк.сорти						9.0		8.8		8.7

		Б. Оцінка впливу серій

		Весь дослід						1.7		1.5		0.6		0.8

		Тільки гібриди						1.7		1.5		1.2		0.8

		Батьк.сорти						1.4		1.2		1.0





Effects

								For ABS 600nm																Effects:

						Genotypes																		A1

		Entry		Name		A1		B1		D1		Expct		Actl		Amy								a		0.23466

		2		BBB		b		b		b				0.06994		0.90								b		0.18469

		3		ABB		a		b		b				0.18769		19.80								diff=		0.04997

		4		BBA		b		b		a				0.24204		22.90

		5		ABA		a		b		a				0.23161		25.80

		6		BAB		b		a		b				0.19553		27.10								B1

		7		AAB		a		a		b				0.22121		28.00								a		0.23653

		8		BAA		b		a		a				0.23124		28.50								b		0.18283

		9		AAA		a		a		a				0.29811		28.70								diff=		0.0537

																								D1

																								a		0.25076

						Calculated effects																		b		0.16859

		Entry		Name		A1		B1		D1		Sum_Effct		Actl		Amy								diff=		0.08217

		2		BBB		0		0		0		0.00000		0.06994		0.90

		3		ABB		0.04997		0		0		0.04997		0.18769		19.80

		4		BBA		0		0		0.08217		0.08217		0.24204		22.90

		5		ABA		0.04997		0		0.08217		0.13214		0.23161		25.80

		6		BAB		0		0.0537		0		0.05370		0.19553		27.10

		7		AAB		0.04997		0.0537		0		0.10367		0.22121		28.00

		8		BAA		0		0.0537		0.08217		0.13587		0.23124		28.50

		9		AAA		0.04997		0.0537		0.08217		0.18584		0.29811		28.70

												Sum_Effct		Actl		Amy

										Sum_Effct		1

										Actl		0.8969391706		1

										Amy		0.7693009622		0.8948008774		1

						Absorb_Effects at different rate

						bbb-2ba										Averages				Diff

				A1		B1		D1		Avg

				0.11775		0.12559		0.1721		0.13848						bbb		0.06994

																				0.13848

						2ba-1ba

				0.03352		0.03571		-0.01043		0.0196						2ba		0.20842

												0.045								0.0196

						1ba-aaa

				0.06687		0.0665		0.0769		0.07009						2ab		0.22802

																				0.07009

		Avg		0.09231		0.096045		0.1245								aaa		0.29811
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