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Analysis of the VERNALIZATION-A1 
exon-4 polymorphism in polyploid 
wheat

A.F. Muterko , E.A. Salina

Institute of Cytology and Genetics SB RAS, Novosibirsk, Russia

One of the key genes that influence the adaptability of 
wheat to environments and yield are the VRN1 genes. 
In recent studies, an association of missense mutations 
within VERNALIZATION-A1 exon-4 with modulation of 
quantitative values of such agronomically valuable traits 
as frost tolerance, vernalization requirement duration 
and flowering time of wheat was shown. However, these 
investigations were carried out exclusively in T. aestivum 
varieties and have not covered other species of polyploid 
wheat and different VRN-A1 alleles. The earlier studies did 
not consider more than one copy of VRN-A1 per genome. 
Furthermore, only recently it was shown that only several 
SNPs distinguish the VRN-D4 and VRN-A1 genes. In the 
present study, VRN-A1 exon-4 polymorphism was inves-
tigated in 158 accessions of 6 tetraploid and 5 hexaploid 
wheat species carrying the different VRN-A1 alleles. To 
identify the VRN-A1 exon-4 haplotypes, a co-dominant 
marker was designed, based on modulation of the curva-
ture of the DNA molecule. Polymorphism of the VRN-A1 
exon-4 was revealed only in hexaploid wheat accessions 
and was associated with the presence of not less than two 
copies of VRN-A1 per genome. With the exception of one 
accession, the mutant type of exon-4 was identified only in 
combination with the wild type. Furthermore, allele-speci-
fic primers were designed to identify the VRN-D4 gene or 
in order to exclude its impact on the results during analysis 
of the VRN-A1 haplotypes. By expanding the region being 
analyzed, additional haplotypes, which are associated 
with polymorphism of adenine tracts within intron-4, 
were identified. Haplotype segregation was attained 
among accessions carrying only intact exon-4 of VRN-A1 
and among dominant alleles of this gene. Finally, based 
on the associations revealed between the VRN-A1 alleles 
and haplotypes, the new putative dominant VRN-A1 allele 
(designated Vrn- A1k) carrying a 42-bp insertion within 
the promoter region was identified in tetraploid wheat 
of Triticum dicoccum.

Key words: wheat; VRN-A1; exon 4 polymorphism; 
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Одними из ключевых генов в селекции пшеницы, влияющих 
на адаптивность и урожайность культуры, являются гены VRN1. 
В недавних исследованиях установлена ассоциация полимор-
физма нуклеотидной последовательности четвертого экзона 
гена VRN-A1 с вариабельностью количественных показателей 
ряда агрономически ценных признаков озимой пшеницы, 
таких как чувствительность к продолжительности яровизации, 
морозостойкость, время выхода в трубку и время колошения. 
Однако эти исследования были выполнены на ограниченном 
количестве сортов T. aestivum и не охватывали другие виды по-
липлоидной пшеницы. В ранних исследованиях не предпола-
галось наличия более чем одной копии гена VRN-A1 на геном. 
Кроме того, только недавно было показано, что ген VRN-D4 
отличается от VRN-A1 всего по нескольким однонуклеотидным 
мутациям. В настоящей работе проанализировано распреде-
ление гаплотипов экзона-4 гена VRN-A1 в 158 образцах 6 видов 
тетраплоидной и 5 видов гексаплоидной пшеницы, несущих 
различные аллели этого гена. Для идентификации  гаплотипов 
экзона-4 гена VRN-A1 был разработан кодоминантный маркер, 
основанный на модуляции кривизны молекул ДНК. Полимор-
физм экзона-4 выявлен исключительно в гексаплоидной пше-
нице и ассоциирован с наличием не менее чем двух копий гена 
VRN-A1 в геноме. За исключением одного образца, мутантный 
тип экзона-4 встречался только в комбинации с диким типом. 
Разработаны аллель-специфические праймеры, благодаря 
которым, в отличие от существующих методов, можно исклю-
чить гаплотипы гена VRN-D4 в ходе анализа гаплотипов VRN-A1. 
В результате расширения анализируемого участка идентифи-
цированы дополнительные гаплотипы, ассоциированные с 
полиморфизмом адениновых трактов в интроне-4. При этом 
получено расщепление по гаплотипу среди образцов, харак-
теризующихся только одним, диким, типом экзона-4 VRN-A1, 
а также доминантных аллелей этого гена. На основании уста-
новленных ассоциаций между гаплотипом и аллельным ва-
риантом гена VRN-A1 в тетраплоидной пшенице вида Triticum 
dicoccum идентифицирован новый, предположительно доми-
нантный, аллель этого гена (обозначен Vrn-A1k), несущий 
42 п. н. инсерцию в области промотора.

Ключевые слова: пшеница; ген VRN-A1; полиморфизм экзона 4; 
гаплотипы.
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Необходимость воздействия условий низких тем-
ператур и укороченного фотопериода для иници-
ации перехода растения к репродуктивной стадии 

развития обусловливает его потребность в яровизации. 
У пшеницы потребность в яровизации детерминирована 
аллельным состоянием генов системы VRN: VRN1 (транс-
крипционный фактор семейства MADS-box); VRN2 (zinc-
finger CCT домен содержащий ген – ZCCT); VRN3 (гомолог 
гена FLOWERING LOCUS T); VRN4 (дупликация гена 
VRN-A1 в коротком плече хромосомы 5D) (Yan et al., 2003, 
2004b, 2006; Kippes et al., 2015). Исследование генов VRN 
имеет ключевое значение в селекции пшеницы, посколь-
ку их экспрессия влияет на ряд агрономически ценных 
признаков, определяющих адаптивность и урожайность 
культуры в условиях окружающей среды конкретного 
географического региона. Однако из-за особенностей 
распространения в пшенице аллелей различных генов 
VRN, а также их различного влияния на фенотип наиболее 
перспективно исследование генов VRN1.

Гены VRN1 картированы в середине длинного плеча 
хромосом пятой гомеологической группы (Yan et al., 2003) 
и ассоциированы с регуляцией перехода от вегетативной 
к репродуктивной стадии развития (Danyluk et al., 2003). 
Доминантные аллели VRN1 обусловливают яровой или 
факультативный тип развития (отсутствие потребности в 
яровизации или ее частичное сохранение соответственно), 
тогда как рецессивные аллели характеризуются необхо-
димостью в яровизации и обусловливают озимый тип 
развития. В то время как альтернативные доминантные 
аллели генов VRN1 оказывают различное влияние на ко-
личественные показатели ряда качественных признаков 
в яровых сортах, полиморфизм рецессивного аллеля vrn1 
ассоциирован с модуляцией чувствительности к про-
должительности яровизации, морозостойкости, времени 
выхода в трубку и колошения озимой пшеницы (Chen et 
al., 2009; Dhillon et al., 2010; Eagles et al., 2011; Díaz et al., 
2012; Li et al., 2013; Yan et al., 2015).

Структура генов VRN1 представлена восьмью экзона ми, 
шесть из которых кодируют два функциональных до мена 
(MADS- и K-боксы) (Yan et al., 2003), обеспечивающих 
белок-белковые взаимодействия и связывание с регу-
ляторными последовательностями аффекторных генов. 
Первый экзон кодирует домен суперсемейства MADS –  
SRF-TF (Treisman, 1992). Аминокислотная последова-
тельность домена SRF (Serum Response Factor) семей-
ства TF (Transcription Factor) включает в себя несколько 
функционально активных сайтов, таких как сайт фосфо-
рилирования, димеризации, а также сайт, обеспечиваю-
щий связывание MADS-бокс содержащего белка с ДНК 
(Santelli, Richmond, 2000). Частично 2-й, а также экзоны 
3–6 кодируют аминокислотную последовательность K-до-
мена, которая, как правило, детектируется во всех транс-
крипционных факторах SRF-типа. К-бокс вовлечен в 
белок-белковые взаимодействия с другими MADS-бокс 
содержащими белками (Yang et al., 2004) посредством об-
разования суперспиральных структур (Lupas et al., 1991).

Из трех гомеологичных генов, VRN-A1, VRN-B1 и 
VRN-D1, полиморфизм нуклеотидной последователь-
ности кодирующей части, ассоциированный с влиянием 
на ряд признаков, имеющих большое значение в селек-

ции озимой пшеницы, выявлен только для гена VRN-A1. 
В зависимости от типа нуклеотида в позиции 20 п. н. 
четвертого экзона гена VRN-A1 различают С- и Т-типы 
экзона-4, обозначенные здесь как Ex4C и Ex4T гапло-
типы. Мисенс-мутация C→T в экзоне-4 гена VRN-A1, 
приводящая к замещению консервативного лейцина на 
фенилаланин в аминокислотной последовательности 
К-домена (Leu117→Phe117), впервые идентифицирована в 
озимых сортах мягкой пшеницы Triticum aestivum из США 
(Chen et al., 2009). Выявленный полиморфизм в четвертом 
экзоне ассоциировали с различием во времени выхода в 
трубку и временем колошения. В частности, озимые сор-
та, характеризующиеся экзоном-4 дикого типа (гаплотип 
Ex4C), выколашивались раньше, чем сорта с мутантным 
типом (гаплотип Ex4T) (Chen et al., 2009). Позже ана-
логичные наблюдения подтвердили и на австралийских 
сортах и дополнили их новыми данными, указывающими 
на ассоциацию гаплотипа Ex4T с повышением морозо-
стойкости озимых сортов T. aestivum и потребностью в 
продолжительной яровизации (Eagles et al., 2011). Кроме 
того, предполагается, что поскольку К-домен вовлечен 
во взаимодействие с другими MADS-бокс содержащими 
белками, C/T полиморфизм в четвертом экзоне гипотети-
чески может влиять на ряд других признаков, выражен-
ность которых ассоциирована с экспрессией гена VRN-A1 
(Eagles et al., 2011).

Ген VRN-A1 в гексаплоидной пшенице может быть пред-
ставлен двумя и более копиями на геном (Díaz et al., 2012; 
Würschum et al., 2015). Есть предположение, что число 
копий VRN-A1 позитивно коррелирует с потребностью в 
продолжительной яровизации (продолжительность ярови-
зации до полного насыщения, когда дальнейшее увеличе-
ние периода яровизации уже не приводит к сокращению 
времени до колошения) и сроками колошения пшеницы 
(Díaz et al., 2012). Тем не менее данное предположение 
остается дискуссионным, поскольку среди копий VRN-A1 
также наблюдается полиморфизм экзона-4.

Следует отметить, что все существующие исследования 
полиморфизма экзона-4 гена VRN-A1 проводились исклю-
чительно на сортах T. aestivum и в настоящее время отсут-
ствуют данные об аналогичных исследованиях для других 
видов полиплоидной пшеницы. В большинстве случаев 
анализ выполнялся без учета копийности гена VRN-A1, что 
особенно важно для гексаплоидной пшеницы, в которой, 
к примеру, у T. aestivum, более 90 % сортов несут две-три 
копии этого гена (Würschum et al., 2015) с различными 
комбинациями гаплотипов экзона-4 (Díaz et al., 2012). 
Кроме того, недавнее позиционное клонирование гена 
VRN-D4 выявило, что только четыре однонуклеотидных 
полиморфизма (ОНП) отличают его от VRN-A1 (Kippes 
et al., 2015). Следовательно, результаты предыдущих ис-
следований должны быть пересмотрены также с учетом и 
этого обстоятельства, поскольку при использовании суще-
ствующих методов анализа не представляется возможным 
различить экзоны-4 генов VRN-A1 и VRN-D4. Наконец, 
существующие методы идентификации типа экзона-4 
VRN-A1 имеют ряд недостатков, которые ограничивают 
их широкое применение в исследовании влияния соот-
ношения числа копий гена VRN-A1 с различным типом 
экзона-4 на фенотип.



А.Ф. Мутерко 
Е.А. Салина

2017
21 • 3

325Генетика и селекция растений Вавиловский журнал генетики и селекции • 2017 • 21 • 3

Анализ полиморфизма экзона-4 гена VERNALIZATION-A1 
у видов полиплоидной пшеницы

В настоящей работе полиморфизм экзона-4 исследуется 
в доминантных и рецессивных аллелях гена VRN-A1 у 
представителей 11 видов гексаплоидной и тетраплоидной 
пшеницы. Для проведения качественного и количествен-
ного анализов оптимизирована аллель-специфическая 
ПЦР и разработаны особого типа кодоминантные ДНК-
маркеры к гаплотипам экзона-4 гена VRN-A1. Анализ 
выполнен с учетом влияния гена VRN-D4 на результаты 
исследования. 

Материалы и методы
Генетический материал. Исследовали геномную ДНК 
158 образцов пяти видов гексаплоидной пшеницы (геном-
ный состав BBAuAuDD): T. aestivum L., T. spelta L., T. ma-
cha Dekap, T. compactum Host, T. sphaerococcum Percival 
и шести тетраплоидных видов (геном BBAuAu): T. durum 
Desf., T. turgidum L., T. polonicum L., T. carthlicum Nevski, 
T. dicoccum Schrank и T. dicoccoides Körn.

Анализировали местные сорта озимой мягкой пше-
ницы вида T. aestivum, а также образцы, полученные из 
Национальной системы зародышевой плазмы растений 
(National Plant Germplasm System (NPGS), http://www.
ars-grin.gov/cgi-bin/npgs), IPK Gatersleben (https://gbis.ipk-
gatersleben.de/GBIS_I/home.jsf) и Национального центра 
генетических ресурсов растений Украины (yuriev1908@
gmail.com).

Экстракция ДНК, амплификация и гель-электро фо-
рез. Тотальная ДНК экстрагирована из четырех днев ных 
проростков с применением ЦТАБ (по Doyle et al., 1987, с 
модификацией). ДНК выделена из двух-пяти индивиду-
альных растений каждого образца.

Реакционная смесь для полимеразной цепной рекции 
(ПЦР) включала: ДНК (~ 60 нг), 20 мM Tris-HCl (pH 8.8), 
10 мM (NH2)2SO4, 2.5 мM MgCl2, 1 мM KCl, 0.1 % Triton 
X-100, 250 мкM dNTPs, 1.5 % ДМСО, 3 нг/мкл каждого 
праймера, 0.05 Е/мкл Taq полимеразы. Нуклеотидные 
последовательности праймеров и температура отжига 
приведены в табл. 1. ПЦР выполнена по следующей про-
грамме: денатурация 94 °С (2 мин); 36 циклов амплифи-
кации: 94 °С (10 с), отжиг (10 с), 74 °С (40 с) ; финальная 
элонгация 72 °С (5 мин). 

Электрофорез продуктов амплификации проведен в 
неденатурирующих полиакриламидных гелях (ПААГ) в 
оптимизированных ранее условиях (Muterko et al., 2016), 
усиливающих аномально медленную миграцию искрив-
ленных молекул ДНК. Агарозный гель-электрофорез 
выполнен с использованием 1.5 % агарозных гелей в  
1× ТБЭ буфере. ПААГ и агарозные гели были визуализи-
рованы путем окрашивания бромидом этидия (0.5 мкг/мл) 
и документированы при помощи системы «Gel Doc XR» 
(Bio-Rad Laboratories).

Секвенирование фрагментов ПЦР. Продукты ПЦР 
переосаждали этанолом в присутствии линейного акрил-
амида (15 мкг) в качестве носителя. В случае наличия в 
амплификате нескольких целевых фрагментов нужные 
ампликоны были вырезаны из агарозных и полиакрила-
мидных гелей и очищены на спин-колонках с silica-мем-
браной. Секвенирование проведено с помощью «BigDye 
Terminator v3.1 sequencing kit» и последующим анализом 
продуктов на «ABI 3130xl Genetic Analyzer» (ЦКП «Ге-

номика» СО РАН). Нуклеотидные последовательности 
анализируемых участков гена VRN-A1 депонированы 
в GenBank под номерами доступа: KU844092 (Ex4C), 
KU844091 (Ex4T), KT983448 (Ex4C), KT983449 (Ex4C.f), 
KU844093 (Ex4C), KX874600 (Ex4C.sph), KX874601 
(Ex4T), KX874602 (Ex4C.m), KX874603 (Ex4C.s), 
KX874604 (Ex4C.s), KX874605 (Ex4C.f), KX874606 
(Ex4C.f), KX874607 (Ex4T), KX874608 (Vrn-A1k).

Анализ данных. Для исследования распределения 
кривизны и выявления локальных изгибов предполага-
емую форму молекул ДНК рассчитали из нуклеотидных 
последовательностей, основываясь на конформационных 
параметрах двойной спирали, извлеченных по ранее 
описанному способу (Muterko et al., 2015). Трехмерные 
модели спирали молекул ДНК визуализированы с исполь-
зованием PyMOL Molecular Graphics System, Version 1.7.2 
(Schrödinger, LLC).

Распределение кривизны молекулы ДНК анализиро-
вали в скользящем окне размером 40 п. н. и шагом 1 п. н. 
В качестве кривизны молекулы в позиции i + 1 (1 < i < n) 
было принято значение, обратное радиусу описанной 
окружности треугольника, вершины которого лежат на 
оси спирали с координатами i – 20; i; i + 20 п. н. Кривизну 
оценивали в единицах кривизны молекулы ДНК, где в 
качестве единицы принята средняя кривизна ДНК в кри-
сталлизированном нуклеосомном коре (1/42.8 Å).

Результаты
Разработка кодоминантных ДНК-маркеров для ана-
лиза полиморфизма экзона-4 гена VRN-A1. Анализ 
ну клеотидной последовательности альтернативных гапло-
типов экзона-4 выявил, что С/T полиморфизм ассоцииро-
ван с нарушением аденинового тракта (А-тракт, AnTm, 
n + m > 4), протяженностью 5 п. н. (A(T)4) (рис. 1). А-трак-
ты индуцируют локальные изгибы молекулы ДНК и опре-
деляют ее глобальную кривизну (Koo et al., 1986). Изо-
гнутые молекулы ДНК мигрируют аномально медленно 
в ПАА гелях по сравнению с неизогнутыми молекулами 
той же длины (Marini et al., 1982), при этом решающее 
значение имеют длина и локализация А-трактов (Koo et 
al., 1986; Diekmann, 1992). В связи с этим исследована 
возможность использования разницы в скорости миграции 
ПЦР-фрагментов с различной кривизной ДНК, обуслов-
ленной полиморфизмом А-тракта, для идентификации 
альтернативных гаплотипов экзона-4 гена VRN-A1. ПЦР 
была оптимизирована с парой праймеров, Ex4F2m3 и 
Ex4R, охватывающих участок от инторона-2 (частично) 
до середины интрона-4 гена VRN-A1. Нуклеотидная по-
следовательность сайта отжига праймера Ex4F2m3 раз-
личается в гомеологичных геномах только двумя ОНП,  
локализованными во второй и седьмой позициях относи-
тельно 3′-конца, поэтому для повышения специфичности 
связывания праймера с последовательностью ДНК из 
генома А было искусственно создано нарушение компле-
ментарности в третьей позиции от 3′-конца. В результате 
разделения продуктов амплификации в ПАА гелях в ус-
ловиях, усиливающих аномально медленную миграцию 
изогнутых молекул ДНК, наблюдается хорошо заметная 
разница в скорости миграции фрагментов ПЦР, соответ-
ствующих С- и Т-типу экзона-4 гена VRN-A1. Ампликоны, 
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тable 1. Primers for PCR

Primer Sequence (5’–3’) Designed by Annealing 
temperature, °C

Amplicon Allele/haplotype Amplicon 
size, bp

VRN1AF gaaaggaaaaattctgctcg Yan et al., 2004a 58 VRN-A1
promoter

vrn-A1 713

VRN1-INT1R gcaggaaatcgaaatcgaag Vrn-A1a.1 944

Vrn-A1a.2 924, 944

Vrn-A1a.3 765

Vrn-A1b 691

Vrn-A1d 685

Vrn-A1e 659

Vrn-A1f 658

Vrn-A1i 713

Vrn-A1k 755

vrn-Am1 705

Vrn-Am1g 681

Vrn-Am1a 671

vrn-Am1b 656

Vrn-A1-intr_F ccgtcgaaaggatcgctactg Muterko et al., 
2016

60 VRN-A1
intron-1

vrn-A1 541

Vrn-A1-intr_R1 cttgtccccgtgagctacttac

Ex1/C/F gttctccaccgagtcatggt Fu et al., 2005 56 VRN-A1
intron-1

Vrn-A1c (Langdon) 522

Intr1/A/R3 aagtaagacaacacgaatgtgaga Vrn-A1c (IL369) 2 188

Ex4F2m3 ttgttccttcctgtcccaacc Eagles et al., 
2011 (with modi-
fications)

60 VRN-A1/VRN-D4
exons-3-4

Ex4(C/T) 389

Ex4R ctttgctgaacttctctgc Ex4C.f 387

Ex4FA ttcacctctagcctaccccaac 58 VRN-A1/VRN-D4
exons-3-4

Ex4(C/T) 523

Ex4R ctttgctgaacttctctgc Ex4C.f 521

Ex4F2m3 ttgttccttcctgtcccaacc 59 VRN-D4
exons-3-4

VRN-D4 265

V4/R2m3 ccagttgctgcaactccagg

Ex4outV4F2m3 cctgtcccacccaaagttaсta 57 VRN-A1
exons-3-4

Ex4(C/T) 380

Ex4R ctttgctgaacttctctgc Ex4C.f 378

Ex4F2m3 ttgttccttcctgtcccaacc 58 VRN-A1/VRN-D4
exons-3-5

Ex4C.sph 592

Ex4AR245m3 gaccagttcgaataccgaagaa Ex4C.f 588

Ex4C.m/ Ex4T 591

Ex4C.s 590

Ex4outV4F2m3 cctgtcccacccaaagttaсta 57 VRN-A1
exons-3-5

Ex4C.sph 583

Ex4AR245m3 gaccagttcgaataccgaagaa Ex4C.f 579

Ex4C.m/ Ex4T 582

Ex4C.s 581

идентифицирующие гаплотип Ex4T, содержат А-тракт 
длиной 5 п. н., локализованный вблизи центра фрагмен-
та, и мигрируют аномально медленно в результате более 
сильного изгиба молекулы ДНК (см. рис. 1), в то время как 
у фрагментов Ex4C А-тракт нарушен вследствие мутации 
центрального нуклеотида, что нивелирует кривизну на 
данном участке. Разница между фрагментами ПЦР га-
плотипов Ex4C (GenBank: KU844092, KT983448) и Ex4T 
(GenBank: KU844091), измеренная относительно маркера 
молекулярного веса, составляла до 50 п. н. в условиях 
электрофореза, усиливающих аномально медленную ми-

грацию искривленных молекул ДНК, при этом различие 
в скорости миграции этих фрагментов не наблюдалось 
в агарозных гелях и при проведении электрофореза в 
ПААГ в стандартных условиях. Таким образом, ПЦР-
фрагменты альтернативных гаплотипов экзона-4 можно 
было достоверно обозначить, подтверждая эффективность 
применения разработанного метода для идентификации 
дикого (Ex4C) и мутантного (Ex4Т) типа четвертого экзона 
гена VRN-A1.

В нескольких образцах ампликоны, детектирующие 
гаплотип Ex4C, обладали более высокой скоростью ми-
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грации (см. рис. 1), данный вариант 
гаплотипа обозначен как Ex4C.f 
(Gen Bank: KT983449). В результате 
сравнительного анализа нуклеотид-
ных последовательностей фрагмен-
тов Ex4C и Ex4C.f установлено, что 
гаплотип Ex4C.f характеризуется 
2 п. н. делецией и ОНП (C→G) в об-
ласти интрона-4. Кроме того, данная 
делеция локализована в структуре 
А-тракта и приводит к сокращению 
его длины от 7 до 5 п. н., что сопро-
вождается уменьшением угла изгиба 
и распрямлением молекулы ДНК 
(см. рис. 1). Гаплотип Ex4Cf был 
ассоциирован с доминантным алле-
лем Vrn-A1a (Vrn-A1a.1/2), а также 
аллелями Vrn-A1e и Vrn-A1i. Кроме 
того, два образца тетраплоидной пше-
ницы вида T. dicoccoides (PI 352322, 
UA0300256), образец гексаплоидной 
пшеницы вида T. spelta (UA0300246) 
и T. aestivum (TRI 3088), несущие 
рецессивный аллель vrn-A1, также ха-
рактеризовались гаплотипом Ex4Cf.

Данные анализа наиболее распро-
страненных в полиплоидной пшени-
це доминантных аллелей гена VRN-A1 
(Vrn-A1a/b/c/e/i), идентифицирован-
ных в исследуемом генетическом ма-
те риале, были дополнены результата-
ми анализа находящихся в открытом 
доступе нуклеотидных последова-
тельностей большинства известных 
аллелей гена VRN-A1, в том числе 
аллелей, идентифицированных в 
диплоидной пшенице T. monococcum 
(Vrn-Am1a/b/f/g/h). Установлено, что 
все доминантные аллели гена VRN-A1 
характеризуются интактным экзо-
ном-4 с гаплотипом Ex4C или Ex4C.f.

Мутантный гаплотип Ex4T иден-
тифицирован только в образцах гек-
са плоидной пшеницы, несущих ре- 
цессивный аллель vrn-A1. За исклю-
чением образца TRI 290 (GenBank: 
KX874601), гаплотип Ex4T детекти-
рован только в комбинации с Ex4C. 
В связи с этим предполагается, что 
мутантный тип экзона-4 (Ex4T) ассо-
циирован с наличием не менее чем 
двух копий гена VRN-A1 с альтер-
нативным гаплотипом экзона-4 на 
геном. Все тетраплоидные образцы 
вне зависимости от вида характеризо-
вались исключительно диким типом 
экзона-4 (Ex4C и Ex4C.f). В гекса-
плоидной пшенице с рецессивным 
аллелем vrn-A1 образцы с единичным 
гаплотипом Ex4C встречались крайне 

редко и преобладали у вида T. sphaerococcum, а также в сортах T. aestivum из 
стран Западной Европы (Доп. материалы1).

Новый аллель Vrn-A1k идентифицирован в тетраплоидной пшенице 
T. dicoccum. Согласно данным ДНК-маркерного анализа, образцы T. dicoccum 
(PI 191091 и PI 276015) несут доминантный аллель Vrn-A1a.3 (Muterko et 
al., 2016), который содержит инсерцию мобильного генетического элемента 
в области промотора. Однако в настоящем исследовании установлено, что 
гаплотип Ex4C, идентифицированный в образцах PI 191091 и PI 276015 
(GenBank: KU844093), не присущ аллелю Vrn-A1a, который характеризуется 
гаплотипом Ex4C.f. В связи с этим проведен анализ первичной структуры 
участка, охватывающего промотор, экзон-1 и частично интрон-1 гена VRN-A1, 
в данных образцах вида T. dicoccum (GenBank: KX874608). В результате 
анализа нуклеотидной последовательности ПЦР-фрагментов длиной около 
760 п. н., полученных в ходе амплификации с парой праймеров VRN1AF и 
VRN1-INT1R, идентифицирована инсерция протяженностью 42 п. н. в области 
промотора гена VRN-A1 (рис. 2).

Инсерция локализована в позиции –122 п. н. относи тельно предполагаемо-
го для генов VRN1 стартового кодона и не имеет аналогов среди известных 
аллелей гена VRN-A1. В структуре инсерции выделяется поли-А-тракт про-
тяженностью 21 п. н., который фланкирован прямым повтором из 15 п. н. 
(CCCAACCACCTGATA), при этом повтор, локализованный со стороны 
5′-конца, также фланкирован прямым повтором длиной 6 п. н. (TCCTCA) (см. 
рис. 2, в). Интересно, что прочтение последовательности, следующей сразу 
после поли-А-тракта, становится невозможным при чтении как с прямой, так 
и с обратной цепи вследствие наложения пиков флюоресценции на хромато-
1 Дополнительные материалы см. в Приложении 1 по адресу:
http://www.bionet.nsc.ru/vogis/download/pict-2017-21/appx5.pdf

Fig. 1. Design of codominant markers for the VRN-A1 exon-4 haplotypes based on changes 
in DNA molecule curvature.
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грамме (см. рис. 2, б). Это наблюдение свидетельствует о 
полиморфизме длины поли-А-тракта среди ампликонов. 
Действительно, при электрофорезе продуктов амплифи-
кации в ПАА гелях в месте локализации целевого фраг-
мента наблюдается шлейф, представленный фрагментами 
большей длины и их гетеродуплексами. Интересно, что 
минимальная длина поли-А-тракта в 21 п. н. соответствует 
двум виткам спирали ДНК, после чего следует диверген-
ция ампликонов.

По существующей номенклатуре, новый аллель обозна-
чен как Vrn-A1k. Согласно паспортным данным, образцы 
PI 191091 и PI 276015 характеризуются яровым типом 
развития. Кроме того, ДНК-маркерный анализ не выявил 
в данных образцах доминантных аллелей генов VRN-B1 и 
VRN-B3 (Muterko et al., 2016). В связи с этим предполага-
ется, что инсерция размером 42 п. н. в промоторе Vrn-A1k 
может быть ассоциирована со снижением потребности в 
яровизации и яровым типом развития пшеницы. Наконец, 
один из образцов T. dicoccum (PI 191091), несущий аллель 
Vrn-A1k, был выращен в тепличных условиях, в отсутствие 
яровизации, на удлиненном фотопериоде (24 ч) и геноти-
пирован по генам VRN-A1, VRN-B1 и VRN-B3 с использо-
ванием ДНК-маркеров. В результате генотипирования не 
выявлено доминантных аллелей генов VRN-B1 и VRN-B3. 
Время до колошения этого образца составило 92 дня, что 
хорошо согласуется со временем цветения, указанным в 
его паспорте (99 дней).

Идентификация гена VRN-D4. Ген VRN-D4 представ-
ляет собой дупликацию гена VRN-A1 в коротком плече 
хромосомы 5D, следовательно, он не характерен для тет-
раплоидных видов пшеницы, у которых D геном отсут-
ствует. Доминантный и рецессивный аллели гена VRN-D4  
раз личаются по его присутствию или отсутствию соот-
ветственно.

Идентификацию гена VRN-D4 осуществляли в ходе ал-
лель-специфической ПЦР (АС-ПЦР) с прямым праймером 
Ex4F2m3 (используемым также в определении гаплотипа 
экзона-4) и аллель-специфическим обратным прайме-
ром V4/R2m3, разработанным к ОНП (C/A) в четвертом 
экзоне, по которому, согласно литературным данным, 
ген VRN-D4 отличается от гена VRN-A1 (Kippes et al., 
2015). Целевой ПЦР-фрагмент 264 п. н., детектирующий 
VRN-D4, выявлен только у образцов вида T. sphaerococcum 
(за исключением образца CItr 17737). Следовательно, 
идентифицированные в данных образцах гаплотипы эк-
зона-4 включают в себя как гаплотипы гена VRN-A1, так и 
гаплотип гена VRN-D4, который отличается от гаплотипа 
Ex4C гена VRN-A1 только одной трансверсией в экзоне-4 и 
не отличим от последнего при данных условиях анализа.

Дифференциация образцов с гаплотипом Ex4C по 
полиморфизму интрона-4 гена VRN-A1. Анализ интро-
на-4 выявил более 10 А-трактов, общая протяженность 
которых составляет около 30 % от его длины. Высокая 
плот ность локализации А-трактов на данном участке по-
вышает вероятность возникновения мутаций их первич-
ной структуры. Изменение кривизны (формы) молекул 
ДНК, ассоциированное с полиморфизмом А-трактов, мо-
жет быть впоследствии детектировано при электрофорезе 
в ПААГ. В связи с этим с целью повышения информатив-
ности ПЦР-анализа данного района гена VRN-A1 и получе-
ния дополнительных гаплотипов участок амплификации 
был расширен в сторону 3′-конца на 200 п. н. Для этого 
был разработан специфичный к гену VRN-A1 обратный 
праймер Ex4AR245m3 и проведена ПЦР в комбинации с 
праймером Ex4F2m3.

Электрофорез продуктов амплификации в ПАА 
геле идентифицировал пять целевых фрагментов ПЦР 
(рис. 3), соответствующих пяти различным гаплотипам 

Fig. 2. Identification of the Vrn-A1k allele. 
(a) PAGE of PCR fragments, obtained with primer pair VRN1AF/VRN1-INT1R in accessions carrying Vrn-A1a, Vrn-A1k, and vrn-A1. (b) DNA sequencing 
chromatograms of Vrn-A1k. (c) Insertion within the Vrn-A1k promoter region.
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гена VRN-A1 (GenBank: KX874600-
KX874607). Выявлено расщепление 
гаплотипа Ex4C на четыре варианта 
(Ex4C.f, Ex4C.m, Ex4C.s, Ex4C.sph), 
которые могут быть четко различимы 
по изменению скорости миграции 
фрагментов ПЦР в ходе электрофо ре-
за в ПААГ. Анализ первичной струк-  
туры данных гаплотипов обнаружил 
полиморфизм А-тракта, локализован-
ного в интроне-4. Минимальная дли-
на А-тракта, равная 7 п. н., установ-
лена для гаплотипов Ex4C.s и Ex4C.f. 
Гаплотипы Ex4C.m и Ex4C.sph ха-
рактеризуются увеличением длины 
А-тракта до 8 и 9 п. н. соответственно. 
Длина А-тракта в гаплотипе Ex4T со-
ответствует его продолжительности в 
гаплотипе Ex4C.m (8 п. н.).

Ускорение миграции ампликонов 
через ПАА гель, ассоциированное с 
увеличением длины А-тракта от 7 до 
9 п. н., свидетельствовало об умень-
шении кривизны соответствующих 
молекул ДНК (см. рис. 3). Кроме того, 
фрагменты, детектирующие гапло-
тип Ex4C.f, мигрировали на том же 
уровне, что и фрагменты Ex4C.sph. 
Оба полиморфных А-тракта в дан-
ных фрагментах (Ex4C.f и Ex4C.sph) 
локализованы приблизительно на 
одинаковом расстоянии от центра, 
а, следовательно, в случае равенства 
порождаемых ими углов изгиба будут 
оказывать одинаковое влияние на 
подвижность молекул ДНК. Таким 
об ра зом, наблюдаемое изменение 
скорости миграции ПЦР-фрагментов 
альтернативных гаплотипов предпо-
лагает, что кривизна ДНК молекулы 
при длине А-тракта, равной 5 п. н., 
соответствует кривизне молекулы с 
длиной А-тракта, равной 9 п. н. Сле-
довательно, можно утверждать, что 
максимальная кривизна А-тракта 
достигается, когда его длина равна 
7 п. н., и пропорционально убывает 
при дальнейшем увеличении или 
уменьшении числа А·Т пар нуклеоти-
дов (при одинаковом нуклеотидном 
окружении и идентичных условиях).

Дополнительно выявленные га-
пло типы Ex4C.m и Ex4C.sph иденти-
фицированы исключительно в гекса - 
плоидной пшенице наряду с гапло-
типами Ex4C.s, Ex4C.f и Ex4T, при 
этом гаплотип Ex4C.sph (GenBank: 
KX874600) обнаружен только в образ-
цах T. shaerococcum и только в ком-  
бинации с гаплотипом Ex4T (табл. 2). 

Таким образом, гексаплоидная пшеница включает в себя полный набор ана-
лизируемых гаплотипов VRN-A1, при этом гаплотипы Ex4C.m и Ex4C.sph 
являются демаркационными по отношению к тетраплоидным видам пшеницы, 
а гаплотип Ex4C.sph выделяет вид T. sphaerococcum из гексаплоидных пше-
ниц. В образцах, содержащих не менее двух копий гена VRN-A1 с различным 
типом экзона-4 (Ex4C, Ex4T), гаплотип Ex4T был ассоциирован с гаплотипом 
Ex4C.m, но не наоборот, поскольку выявлены образцы гексаплоидной пше-
ницы вида T. aestivum (TRI 834, TRI 1948, TRI 3111) и T. sphaerococcum (PI 
190982, PI 278650), несущие только гаплотип Ex4C.m гена VRN-A1. В связи с 
этим предполагается, что гаплотип Ex4T дивергировал из гаплотипа Ex4C.m.

Для определения гаплотипов гена VRN-A1 в образцах T. shaerococcum (PI 
277142, PI 70711, PI 324492, PI 190982 и PI 278650), несущих ген VRN-D4 и 
детектирующих два и более ампликона с различной скоростью миграции в 
ПАА гелях (гаплотипы Ex4C.sph, Ex4Cs и Ex4T в образцах PI 277142, PI 70711, 
PI 324492, и гаплотипы Ex4C.m и Ex4Cs в образцах PI 190982, PI 278650), 
был разработан аллель-специфический праймер Ex4FoutV4, исключающий 
амплификацию последовательности гена VRN-D4 вследствие частичной по-
тери комплементарности 3′-конца праймера с ДНК-матрицей, что обусловлено 
наличием ОНП и искусственно введенного некомплементарного нуклеотида 
(мисмэтча). Несмотря на то, что последовательность праймера, идентичная 
участку гена VRN1 из A генома (за исключением искусственного мисмэтча), 

Fig. 3. The VRN-A1 haplotypes identified by PCR with primer pair Ex4F2m3/Ex4AR245m3. 
(a) Superposition of predicted paths of DNA molecules for VRN-A1 exon-4 haplotypes. (b) Electrophoresis 
of PCR fragments of five VRN-A1 and VRN-D4 haplotypes. (с) Curvature profiles in the DNA molecules of 
alternative haplotypes.

PI 3
52466

PI 7
0711

PI 7
0711

PI 1
90982

PI 1
90982

PI 3
52298

UA0300103

PI 2
13571

PI 2
13571

Contain 
VRN-D4

Contain
VRN-D4

Elimination  
of the VRN-D4 
haplotype

Ex4C.s

Ex4C.sEx4C.m

Ex4C.f

Ex4T

Ex4C.s

Ex4C.s/f
Ex4C.m/4T

Ex4C.sph

Curvature profile

Polymorphism 
А7–А9

polymorphism 
А7–А9

distinguishes 
Ex4С.f

C–T transition 
in exon 4

Ex4C.f

Ex4C.f

Ex4C.sph

Ex4C.sph

Ex4C.sph

Ex4C.m

Ex4C.m

Ex4.T

Ex4.T

PI 3
55514

PI 4
28178

PI 2
78581

TIR 3088

Ex4C.f

Cu
rv

at
ur

e 
(1

/4
8 

Å
)

0

0.05

0.15

0.10

0.20

0.25

20 40 60 80 100 120140 160 180200 220240 260280300 320340 360380 400 420 440 460 480 500520540 560580

Ex4C.sph Ex4C.m Ex4C.s Ex4T

а b

c



Analysis of the VERNALIZATION-A1 exon-4 
polymorphism in polyploid wheat

A.F. Muterko 
E.A. Salina

330 Plant genetics and breedingVavilov Journal of Genetics and Breeding • 2017 • 21 • 3

отличается от аналогичных участков этого гена из B и 
D геномов пшеницы только двумя ОНП, локализован-
ными вблизи центра праймера, продукты амплификации 
гена VRN1 из B и D геномов при использовании общего 
для трех геномов обратного праймера не наблюдались 
даже при температуре отжига ниже 56 °С. Тем не менее 
Ex4FoutV4 был применен в комбинации с обратным 
праймером Ex4AR, который специфичен к гену VRN-A1. 
Анализ продуктов амплификации в ПААГ не выявил 
фрагментов, детектирующих гаплотип Ex4C.s (см. рис. 3). 
Следовательно, ген VRN-A1 в образцах T. shaerococcum 
PI 277142, PI 70711 и PI 324492 представлен варианта-
ми с гаплотипами Ex4C.sph и Ex4T, тогда как образцы 
PI 190982 и PI 278650 несут гаплотип Ex4C.m гена VRN-A1,  
а гаплотип Ex4Cs в данных образцах принадлежит гену 
VRN-D4. Кроме того, локализация прямого праймера 
Ex4FoutV4 приводит к смещению локального изгиба 
молекулы ДНК, индуцируемого полиморфным А-трактом 
(А7–А9), ближе к центру фрагмента, что сопровождается 
более симметричным распределением глобальной кривиз-
ны молекулы. Предполагается, что симметричная кривиз-
на сглаживает зависимость силы сопротивления гелевой 
матрице от ориентации молекулы. Поэтому скорость 
миграции молекул ДНК для фрагментов, детектирующих 
гаплотип Ex4C.f, у которых изгиб в области данного 
А-тракта больше, чем у ампликонов Ex4C.sph, снижается. 

Обсуждение
В нашем предыдущем исследовании участка промотора 
гена VRN-A1 были оптимизированы условия для на-
блюдения конформационного полиморфизма ДНК, что 
позволило дискриминировать аллельные варианты, разли-
чающиеся между собой по ОНП в пределах аденинового 
тракта (Muterko et al., 2016). В настоящем исследовании 
модуляция кривизны молекул ДНК, обусловленная по-
лиморфизмом А-трактов, взята за основу для разработки 
особого типа кодоминантных ДНК-маркеров, позволя-
ющих в ходе одной реакции качественно различить аль-
тернативные аллели, представленные в различных копиях 
данного гена.

Известно, что относительная подвижность изогнутых 
молекул ДНК через ПАА гель линейно зависит от ква-
драта их кривизны (Koo et al., 1988). Следовательно, для 
фрагментов ДНК одинаковой длины можно получить 
существенную разницу в скорости миграции, достаточ-
ную для их достоверного разграничения в ходе анализа, 
если их кривизна будет модулирована с максимальной 
амплитудой. Пару праймеров для проведения ПЦР под-
бирали таким образом, чтобы полиморфный А-тракт 
располагался вблизи центра целевых фрагментов, что 
обеспечивает оптимальную амплитуду модуляции гло-
бальной кривизны и скорости миграции соответствующих 
молекул ДНК через ПАА гель. Смещение локального 
изгиба, индуцированного А-трактом, к центру молекулы 
ДНК приводит к ее более симметричному глобальному 
изгибу и сглаживанию зависимости силы сопротивления 
гелевой матрице от ориентации молекулы. Кроме того, по-
скольку замедление молекул ДНК в геле находится в экс-
поненциальной зависимости от их длины, то вероятно, что 
для фрагментов большей длины изменение кривизны их 
молекул оказывает более сильное влияние на изменение 
скорости миграции через ПАА гель. Увеличение размера 
анализируемого участка значительно повысило инфор-
мативность анализа и привело к насыщению выборки 
дополнительными гаплотипами гена VRN-A1. В результате 
было получено расщепление по гаплотипу среди образцов, 
характеризующихся только одним, диким, типом экзона-4 
гена VRN-A1. Кроме того, увеличилась разница в скорости 
миграции альтернативных гаплотипов, что позволило 
более точно идентифицировать фрагменты ПЦР, детек-
тирующие гаплотип Ex4C.f. Благодаря дополнительно 
выявленному гаплотипу Ex4C.m, удалось установить 
филетическую линию, в которой дивергировал гаплотип 
Ex4T и произошло двухэтапное событие мультипликации 
гена VRN-A1 в две, а затем три копии последовательно.

В настоящее время предложено несколько ДНК-марке-
ров, идентифицирующих гаплотипы экзона-4 и 7 гена 
VRN-A1, большинство из них основаны на методе ре-
стрикционного анализа фрагментов ПЦР (Chen et al., 2009; 
Eagles et al., 2011; Li et al., 2013; Yan et al., 2015). В неко-

тable 2. Occurrence of exon 4 haplotypes in polyploid wheat accessions carrying different VRN-A1 alleles

Allele VRN-A1 exon 4 haplotype Tetraploid wheat Hexaploid wheat

vrn-A1 Ex4C.f 2 2

Ex4C.m 0 5

Ex4C.s 10 8

Ex4C.sph/4T 0 3

Ex4C.m/4T 0 46

Ex4T 0 1

Vrn-A1a Ex4C.f 2 6

Vrn-A1b.1-6 Ex4C.s 35 11

Vrn-A1e Ex4C.f 3 0

Vrn-A1i Ex4C.f 5 0

Vrn-A1k Ex4C.s 2 0

Vrn-A1c (Langdon) Ex4C.s 17 0
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Анализ полиморфизма экзона-4 гена VERNALIZATION-A1 
у видов полиплоидной пшеницы

торых исследованиях гаплотип экзона-4 выявляли в ходе 
анализа хроматограмм секвенирования соответствующих 
ампликонов (Zhang et al., 2015) или субклонов (Chen et al., 
2013), а также с использованием KASP-генотипирования 
(Díaz et al., 2012). В отличие от предложенных в насто-
ящем исследовании способов, они более трудоемкие, 
экономически затратные и требуют больше времени для 
получения результата, поскольку содержат большее число 
этапов анализа. В большинстве случаев маркеры являются 
доминантными. Кроме того, они не позволяют определить 
предполагаемое соотношение копий с альтернативным 
гаплотипом экзона-4. С их помощью не представляется 
возможным выполнить все вышеизложенное с поправкой 
на присутствие гена VRN-D4 или доминантного аллеля 
VRN-A1 в гетерозиготных образцах.

Исследование полиморфизма экзона-4 осложняется 
наличием нескольких копий гена VRN-A1 с различными 
гаплотипами в разных соотношениях. В предыдущих 
исследованиях идентификация образцов, несущих одно-
временно дикий и мутантный типы четвертого экзона, 
проводилась по наличию двойного пика на хроматограм-
ме секвенирования (Díaz et al., 2012; Zhang et al., 2015). 
Однако не всегда удается четко отличить такую область 
хроматограммы от шума, особенно в случаях, где число 
копий с различными гаплотипами экзона-4 неодинаково. 
Кроме того, как было показано в настоящем исследова-
нии, наличие в одной из копий хотя бы 1 п. н. делеции/
инсерции приводит к невозможности дальнейшего про-
чтения хроматограммы секвенирования вследствие нало-
жения пиков флюоресценции фрагментов разной длины 
и требует разбиения последовательности на несколько 
частей, при этом участок локализации делеции/инсерции 
выпадает из анализа. На рис. 4 проиллюстрирована часть 
хроматограммы, которая охватывает участок локализации 
полиморфного А-тракта (А7–А9) в интроне-4 гена VRN-A1 
полученных в ходе секвенирования продуктов амплифика-
ции с парой праймеров Ex4F2m3 и Ex4AR245m3 образца 
T. sphaerococcum (PI 70711), несущего три альтернативных 
гаплотипа и ген VRN-D4. Из рис. 4 видно, что полиморфизм 
А-тракта (А7–А9) приводит к смещению пиков флюо-
ресценции из разных копий и в результате к наложению 
и перекрыванию их спектров, это делает невозможным 

прочтение первичной структуры после сайта локализации 
делеции. Наконец, секвенирование требует больше времени 
на пробоподготовку и проведение самой процедуры.

Анализируемый в настоящем исследовании участок 
гена VRN-A1 является относительно консервативным 
между гомеологичными генами VRN1, что требовало 
разработку особого типа праймеров к однонуклеотидно-
му полиморфизму и оптимизацию ПЦР для получения 
целевых фрагментов. Аллель-специфические праймеры 
Ex4F2m3, V4/R2m3, Ex4outV4F2m3 и Ex4AR245m3 
были разработаны таким образом, что ОНП-мутация, 
различающая гомеологичные гены VRN1, а также ген 
VRN-D4, локализована во второй позиции относительно 
3′-конца праймера. Кроме того, искусственное наруше-
ние комплементарности было создано в позиции 3 (от 
3′-конца) для дополнительной дестабилизации двойной 
спирали ДНК при условии отсутствия комплементар-
ности в соседней позиции 2. Искусственно введенный, 
некомплементарный, нуклеотид подбирался исходя из 
окружающей его нуклеотидной последовательности и в 
соответствии с данными о влиянии типа некомплемен-
тарной пары нуклеотидов на стабильность двойной спи-
рали (Liu et al., 2012). Предполагается, что присутствие 
неспаренного нуклеотида во второй позиции от 3′-конца 
праймера приводит к расплетению спирали ДНК, которое 
охватывает три нуклеотида (с 1-го по 3-й нуклеотид от 
3′-конца праймера), исключая тем самым возможность 
элонгации цепи ДНК-полимеразой. Если же ДНК-матрица 
содержит нуклеотид, комплементарный нуклеотиду во 
второй позиции от 3′-конца праймера, то единственная 
некомплементарная пара в позиции 3 (от 3′-конца) не ока-
зывает значительного влияния на эффективность отжига 
праймера и возможность последующей его элонгации в 
ходе ПЦР (Liu et al., 2012). В ходе ПЦР-анализа с участием 
любого из аллель-специфических праймеров не выявлено 
нецелевых продуктов реакции, обусловленных амплифи-
кацией альтернативных аллелей, различающихся по ОНП 
в сайте отжига праймера. В связи с этим предполагается, 
что локализация ОНП во второй позиции и введение ис-
кусственного некомплементарного нуклеотида в третью 
позицию относительно 3′-конца могут стать общим пра-
вилом при разработке аллель-специфических праймеров 

Fig. 4. Part of DNA sequencing chromatogram of PCR products obtained with primer pair Ex4F2m3/Ex4AR245m3 for T. sphaerococcum accession  
PI 70711. 
The position of breakpoint of reading of the DNA sequence arising from the overlap of fluorescence peaks of three different VRN-A1 and VRN-D4 haplotypes is 
indicated.
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для маркирования однонуклеотидного полиморфизма вне 
зависимости от объекта исследования.

В предыдущих исследованиях полиморфизм экзона-4 
гена VRN-A1 анализировали в небольшой выборке об-
разцов одного вида гексаплоидной пшеницы (T. aestivum). 
В настоящей работе не только расширено количество 
видов гексаплоидной пшеницы, но также добавлены и 
широко распространенные тетраплоидные виды. В резуль-
тате удалось охватить все наиболее часто привлекаемые 
в селекцию виды полиплоидной пшеницы, а также все 
встречающееся в них разнообразие аллелей гена VRN-A1. 
В ходе анализа 11 видов пшеницы идентифицирован лишь 
один образец, который несет мутантный экзон-4 (гаплотип 
Ex4T) в одиночном представлении. В связи с этим нельзя 
исключить вероятность того, что данный образец является 
мутантом, в котором одна из копий гена VRN-A1 содержит 
изменения в первичной структуре анализируемого участ-
ка. Во всех остальных случаях гаплотип Ex4T выявлен 
только в комбинации с гаплотипом Ex4C.m и только в об-
разцах гексаплодной пшеницы с интактным промотором 
и интроном-1 гена VRN-A1 (рецессивный аллель vrn-A1). 
Следовательно, можно утверждать, что полиморфизм 
А-тракта в четвертом экзоне VRN-A1 наблюдается исклю-
чительно в образцах гексаплоидной пшеницы, содержа-
щих не менее двух копий этого гена. Кроме того, скрининг 
доступных в GenBank последовательностей экзона-4 гена 
VRN-A1 выявил гаплотип Ex4C.s в образцах диплоидной 
пшеницы видов T. monococcum и T. urartu, что также под-
тверждает его более ранее происхождение и характеризует 
как дикий тип, в то время как мутантный гаплотип Ex4T 
дивергировал после аллополиплоидизации из рецессив-
ного аллеля vrn-A1 с гаплотипом Ex4C.m в гексаплоид-
ной пшенице. Таким образом, в образцах гексаплоидной 
пшеницы, детектирующих гаплотип Ex4T, присутствие 
гена VRN-D4 или доминантного аллеля VRN-A1 в гетеро-
зиготе может быть установлено по наличию специфиче-
ского для них гаплотипа Ex4C.s (или Ex4C.f для аллеля  
Vrn-A1a).

Ранее было показано, что Vrn-A1a и Vrn-A1b имеют 
га плотип Ex4C (Eagles et al., 2011). Тем не менее в литера-
турных источниках отсутствуют данные о полиморфизме 
экзона-4 в большинстве других аллелей гена VRN-A1. 
То гда же было высказано предположение, что аллели 
Vrn-A1a и Vrn-A1b имеют общего ближайшего предка с 
интактным промотором гена VRN-A1 (Eagles et al., 2011). 
В настоящем исследовании установлено, что все доми-
нантные аллели гена VRN-A1 имеют гаплотип дикого типа 
Ex4C.s или Ex4C.f. Кроме того, показано, что, несмотря на 
то, что аллели Vrn-A1a и Vrn-A1b характеризуются иден-
тичными последовательностями экзона-4, происходят 
они из разных филитических линий, узлы которых пред-
ставлены гаплотипами Ex4C.s и Ex4C.f соответственно.

Недавнее исследование более 1100 озимых сортов 
мягкой пшеницы показало, что только около 7 % несут 
одну копию VRN-A1, тогда как подавляющее большинство 
сортов содержат практически с равной вероятностью две 
или три копии этого гена, и только в трех сортах (0.3 %) 
детектировано четыре копии VRN-A1 (Würschum et al., 
2015). Однако оно проводилось без учета присутствия гена 
VRN-D4, следовательно, нельзя утверждать, что в сортах, 

для которых выявлено четыре копии гена VRN-A1, одна из 
копий не является геном VRN-D4, поскольку участок ДНК, 
анализируемый для определения числа копий, идентичен 
для обоих генов. В настоящем исследовании среди об-
разцов гексаплоидной пшеницы с рецессивным аллелем 
vrn-A1 75 % образцов несли одновременно оба, дикий и 
мутантный, типа экзона-4 (Ex4C/Ex4T), следовательно, 
обладали не менее чем двумя копиями гена VRN-A1. Об-
разцы с предположительно одной копией рецессивного 
аллеля vrn-A1 (гаплотипы Ex4C.f, Ex4C.s или Ex4C.m) 
идентифицированы главным образом в образцах вида 
T. sphaerococcum, а также в сортах T. aestivum из стран 
Западной Европы, что согласуется с результатами ис-
следования (Würschum et al., 2015) по распространению 
сортов мягкой пшеницы T. aestivum с различной копий-
ностью гена VRN-A1. 

Поскольку в данной работе установлено, что дикий тип 
экзона-4 (гаплотип Ex4C) характерен для гена VRN-D4, 
гена VRN-A1 в тетраплоидной и, вероятно, диплодной 
пшенице, а также для известных доминантных аллелей 
VRN-A1, то необходимость в идентификации гаплотипов 
экзона-4 существует только для гексаплоидной пшеницы, 
несущей рецессивный аллель vrn-A1.

В нашем предыдущем исследовании генов VRN1 в гек-
саплоидных и тетраплоидных видах пшеницы, согласно 
результатам ДНК-маркерного анализа, аллель Vrn-A1a.3 
был ошибочно идентифицирован в образцах T. dicoccum 
PI 191091 и PI 276015 (Muterko et al., 2016). Однако уста-
новленные в этой работе ассоциации между гаплотипами 
и аллелями гена VRN-A1 поставили под сомнение ранее 
полученные результаты. Анализ первичной структуры 
фрагментов ПЦР данных образцов T. dicoccum выявил 
новый аллель, Vrn-A1k, характеризующийся инсерцией 
длиной 42 п. н. в области промотора гена VRN-A1. Инсер-
ция локализована на участке, который не перекрывается 
мутациями, идентифицированными в известных аллелях 
гена VRN-A1, что повышает значимость аллеля Vrn-A1k 
в исследовании локализации регуляторных сайтов и 
анализе влияния полиморфизма различных участков 
 промотора на транскрипционную активность генов 
VRN1. Согласно паспортным данным, образцы PI 191091 
и PI 276015 относятся к яровым. Кроме того, в данных 
образцах не обнаружено доминантных аллелей генов 
VRN-B1 и VRN-B3 (Muterko et al., 2016). Это дает осно-
вание предположить, что аллель Vrn-A1k обусловливает 
яровой тип развития. Хотя генетический анализ будет 
необходим для подтверждения связи между присутствием 
аллеля Vrn-A1k и отсутствием потребности в яровиза-
ции, тем не менее наличие в данных образцах гипоте-
тических генов, не аллельных VRN, но с сопоставимым 
влиянием на отзывчивость к яровизации кажется мало 
вероятным.
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