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Актуальність теми. Систематизація генетичних ресурсів рослин на основі ідентифікації генотипу та реєстрації ліній, сортів, гібридів сільськогосподарських рослин є важливим етапом селекції та актуальна у захисті авторських прав. 
У зв'язку з швидким прогресом в області молекулярних технологій стало можливим використання молекулярних маркерів для ідентифікації та реєстрації сортів.

Використання молекулярних методів у реєстрації сортів як доповнення або заміна деяким поточним морфологічним експертизам є необхідною умовою відповідності опису сорту вимогам новизни. Молекулярна характеристика сортів скоротить масштаб польових випробувань для визначення морфологічних ознак сорту.

Переваги маркерів, заснованих на ДНК, такі. По-перше, послідовність ДНК організму не залежить від природних умов. По-друге, наявність однієї і тієї ж ДНК у кожній живій клітині рослини дозволяє проводити дослідження будь-якої тканини. По-третє, потенційна можливість одержання великої кількості інформативних ДНК-маркерів безмежна.
Мета і завдання дослідження. розробка молекулярної технології ідентифікації та реєстрації ліній, сортів, гібридів сорго.
Наукова новизна отриманих результатів. Представлена технологія дозволяє ввести в державну практику України реєстрацію сортів у вигляді генетичних формул, контроль на відповідність сортів документації, проведення лабораторної сортової апробації на будь-якій стадії онтогенезу. 

Практичне значення отриманих результатів. Система ДНК-типування є точною, швидкою і відносно дешевою для ідентифікації та реєстрації ліній, сортів, гібридів сорго і тому рекомендується у селекційні установи, що займаються селекцією сорго, та у Державну службу з охорони прав на сорти рослин.
Публікації. Опубліковано 8 наукових робіт. Результати даної роботи, що відображають її головний зміст, опубліковані у двох статтях, двох тезах доповідей. Видані методичні рекомендації. Отримано патент на корисну модель.
1. Оцінка однорідності, диференціація, ідентифікація та реєстрація генотипів сорго
1.1. Встановлення однорідності ліній
ДНК-технологія встановлення типовості ліній, складається:

· виділення ДНК з 50 індивідуальних зразків ліній та створення п’яти сумішей, які містили ДНК 10 індивідуальних зразків;

· ПЛР-ампліфікація мікросателітних локусів;

· електрофорез ампліфікованих фрагментів ДНК у агарозному гелі;

· порівняння електрофоретичних профілів ДНК між собою та еталонним зразком.

Лінію вважають однорідною, якщо:

·  спектри ампліфікованої ДНК п’яти сумішей ідентичні, за аналізованими високополіморфними локусами;

·  стан локусів гомозиготний;

·  ідентичність еталонному зразку (за наявності).

1.2. Оцінка генетичної однорідності зразків сорго

Попереднім етапом даної роботи є оцінка генетичної однорідності лінії. що тестується шляхом аналізу ДНК 50 індивідуальних рослин, за трьома високополіморфними локусами (Sb6-36, Sb6-57, Sb4-84), які детектували поліморфізм у генотипів, що досліджували. У випадку отримання однорідного спектру, характерного для всіх генотипів, вважали, що лінія за даним локусом генетично однорідна.

На рис. 1 представлена електрофореграма профілів ДНК, отриманих при ампліфікації мікросателітного локусу Sb6-36.
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Рис 1. Електрофореграма продуктів ампліфікації ДНК за локусом 
Sb6-36. 1 – 5 суміш зразків лінії НК-180, М - маркер молекулярної маси pGEM („Промега”, США).
За даними ПЛР-аналізу трьох локусів внутрішньолінійної гетерогенності не виявлено, отже, генотипи, що досліджували, є ідентичними. Це дає змогу зробити висновок, що матеріал є однорідним, і продовжити молекулярно-генетичний аналіз за рештою локусів.
1.3. Диференціація, ідентифікація і реєстрація генотипів сорго за допомогою молекулярних маркерів

Добір мікросателітних праймерів, що детектують поліморфізм проводили згідно іноземним літературним даним. Обрано 22 SSR-локуси, які виявляли поліморфізм у генотипів сорго.

З проаналізованих 22 мікросателітних локусів відібрано 15, які детектували поліморфізм даної вибірки генотипів. 

1.3.1. Оцінка дискримінаційного потенціалу маркерної системи
При ампліфікації 15 SSR-локусів отримали ДНК-профілі генотипів 
20 ліній сорго. Число алелів на локус варіювало від трьох до восьми, середня кількість алелів на локус - 5. Значення PIC варіювали від 0,55 (локус Xtxp 406) до 0,83 (локус Sb6-84). Середнє значення PIC склало 0,67, що свідчить про високий рівень дискримінації добраної маркерної системи (табл. 1).

Таблиця 1

Частота зустрічаємості алелів та індекси 

поліморфності проаналізованих SSR – локусів

	Локус
	Кількість алелів
	Значення PIC

	
	Літературні дані
	Дане дослідження
	Літературні дані
	Дане дослідження

	Sb1-1 
	3
	3
	0,61
	0,56

	Sb4-15 
	3
	4
	0,64
	0,66

	Sb4-22 
	4
	6
	0,74
	0,73

	Sb4-32 
	7
	5
	0,66
	0,58

	Sb4-34 
	3
	5
	0,38
	0,64

	Sb4-121 
	7
	8
	0,81
	0,72

	Sb6-36 
	4
	4
	0,65
	0,56

	Sb6-57 
	6
	5
	0,79
	0,68

	Sb6-84 
	5
	6
	0,76
	0,83


	Sb6-325 
	3
	4
	0,63
	0,65

	Sb6-342 
	2
	3
	0,35
	0,59

	Xtxp 18 
	--
	5
	--
	0,70

	Xtxp 250 
	--
	6
	--
	0,81

	Xtxp 400 
	--
	8
	--
	0,82

	Xtxp 406 
	--
	3
	--
	0,55

	Середнє 
	4,27
	5
	0,63
	0,67


Порівняльний аналіз даних, отриманих за ДНК-типуванням генотипів сорго української селекції, з даними літератури за ідентифікацією генотипів сорго різних країн світу, дозволив виявити, що кількість алелів на локус варіювала від 3 до 8, а за літературними даними при використанні даної маркерної системи - від 2 до 7. Це свідчить про високий рівень дискримінації добраної маркерної системи та відносну однорідність генотипів вітчизняної селекції по відношенню до генотипів інших еколого-географічних регіонів.

1.4. Реєстрація генотипів у вигляді формул 

Для кожного генотипу визначено розміри алелів мікросателітного локусу у парах нуклеотидів (п.н.). За цими показниками створена матриця даних ДНК-типування ліній. Матриця перетворена у генетичні формули як буквено-цифровий запис коду локусу та розмірів алелів даного локусу. 
SSR-локус кодували літерою латинського алфавіту (коди локусів наведені в табл. 2 ). У якості нижнього індексу використовували розмір алелю даного локусу (у п.н.), так як для ліній відмічено гомозиготний стан локусів, що досліджувались, приведена довжина одного алелю.
Таблица 2
Кодування та алельна характеристика SSR-локусів,

що досліджувались

	Локус
	Код локусу
	Довжина алеля
	Частота зустрічальності
	Локус
	Код локусу
	Довжина алеля
	Частота зустрічальності

	Sb1-1
	A
	255

258

261
	0,55

0,35

0,10
	Sb6-84
	I
	177

180

183

186

189

192
	0,15

0,15

0,15

0,25

0,15

0,15

	Sb4-15
	B
	155

158

161

164
	0,10

0,50

0,30

0,10
	
	
	
	

	
	
	
	
	Sb6-325
	J
	125

128

131

134
	0,50

0,25

0,15

0,10

	Sb4-22
	C
	365

368

371

374

377

380
	0,45

0,15

0,15

0,10

0,05

0,10
	
	
	
	

	
	
	
	
	Sb6-342
	K
	265

268

271
	0,55

0,25

0,20

	Sb4-32
	D
	195

198

201

204

207
	0,05

0,20

0,60

0,05

0,10
	
	
	
	

	
	
	
	
	Xtxp 18
	L
	128

131

134

137

140
	0,05

0,10

0,40

0,10

0,35

	Sb4-34
	E
	300

303

306

309

312
	0,10

0,15

0,10

0,10

0,55
	
	
	
	

	
	
	
	
	Xtxp 250
	M
	406

409

412

415

418

421
	0,20

0,25

0,20

0,15

0,15

0,05

	Sb4-121
	F
	185

188

191

194

197

200

203

206
	0,05

0,10

0,10

0,05

0,05

0,05

0,10

0,50
	
	
	
	

	
	
	
	
	Xtxp 400
	N
	338

441

444

447

450

453

456

459
	0,05

0,05

0,30

0,15

0,05

0,05

0,15

0,20

	Sb6-36
	G
	160

163

166

169
	0,60

0,25

0,05

0,10
	
	
	
	

	Sb6-57
	H
	290

293

296

299

302
	0,15

0,25

0,15

0,20

0,25
	Xtxp 406
	O
	370

373

376
	0,60

0,25

0,15


Генетичні формули ліній наведені в табл. 3.

Таблиця 3
Генетичні формули ліній сорго

	Лінія
	Формула

	НК – 180
	A261B158C380D201E300F203G169H293I180J134K271L128M418N338O370

	К35 – Є5
	A261B158C380D195E300F203G169H293I180J134K271L128M418N338O370

	НК – 5418
	A261B158C380D201E300F200G169H293I183J134K271L128M418N338O370

	НК – 2517
	A261B158C380D201E300F200G169H293I180J134K271L131M418N338O373

	НК – 1486
	A261B158C371D201E300F200G160H293I180J134K271L134M412N453O373

	Одеська 1820
	A258B158C371D201E300F197G169H302I177J131K268L140M412N450O373

	1969 Буджак
	A258B155C374D201E312F194G169H296I186J131K268L134M415N447O376

	Одеська 2111
	A258B155C368D201E300F191G169H296I186J131K268L134M415N444O376

	Одеська 2113
	A258B161C365D204E312F188G169H293I192J131K268L134M418N441O376

	2179 Буджак
	A258B158C365D204E300F188G166H296I189J131K268L128M421N441O373

	2645 Буджак
	A258B161C377D204E300F185G166H302I192J128K265L131M421N441O370

	2806 Буджак
	A258B161C377D207E300F185G166H299I189J128K265L134M415N450O370

	2778 Буджак
	A255B161C374D201E300F185G166H299I177J128K265L134M415N450O370

	2810 Буджак
	A255B164C374D198E300F185G166H302I183J125K265L137M421N456O370

	Суданка 1
	A261B161C377D201E300F185G163H293I192J125K271L137M421N453O373

	4005 Буджак
	A261B161C380D204E309F185G169H290I186J134K271L134M409N453O370

	2265 Буджак
	A261B161C380D201E309F185G169H290I183J134K271L134M409N453O370

	721/I
	A261B161C380D201E309F185G169H290I183J134K271L128M409N453O370

	1/II
	A261B161C380D201E306F185G169H290I180J134K271L128M412N453O370

	Одеська 302
	A261B161C380D195E306F185G160H290I177J134K271L128M406N459O370


В результаті проведених досліджень зроблено висновок про можливість використання ПЛР-аналізу мікросателітних локусів для оцінки генетичної чистоти ліній сорго, здійснено добір генетично однорідного вихідного матеріалу та оцінена ситуація з генетичною чистотою ліній сорго України. 

Також, розроблено ДНК-технологію диференціації, ідентифікації та реєстрації ліній, що дозволяє оцінити новизну генотипу.

Обрана маркерна система на основі мікросателітних локусів відповідає критеріям, що висуваються до індивідуалізуючих маркерних систем: високий рівень міжлінійної дискримінаційної здатності, достатнє охоплення геному, високий рівень відтворюваності.
Представлена технологія дозволяє ввести в державну практику України реєстрацію сортів у вигляді генетичних формул. На основі отриманих формул генотипів можливо створення державної інформаційної бази даних. У базі даних будуть наведені характеристики 1) ліній, сортів, гібридів, 2) локусів, що досліджувались – довжина та склад повтору, кількість та розміри алелів у даній вибірки та їх частота зустрічаємості, значення індексу поліморфності.

Така база дозволяє зберігати та вести порівняльний пошук інформації про генотипи, що досліджувались. Наявність такої інформаційної бази дозволяє здійснювати незалежну експертну оцінку комерційних партій семян та реєструвати нові генотипи з метою захисту прав селекціонерів.

Дані оцінки генетичного різноманіття разом з інформацією про родовід і основні полігенні ознаки агрономічного значення забезпечать найбільш об'єктивну наукову та практичну основу для опису генотипів та їх реєстрації. Принципи ідентифікації та реєстрації ліній сорго на основі ДНК-профілювання за допомогою полімеразної ланцюгової реакції захищені деклараційним патентом України на корисну модель.

Основні положення представленої роботи доповідались на міжнародних конференціях: IV Міжнародній науковій конференції студентів та аспірантів «Молодь і поступ біології» (Україна, Львів, 2008) та ІV Міждународній конференції молодих вчених «Биология: от молекулы до биосферы» (Україна, Харьків, 2009). 
