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Аннотация. Мутантные аллели генов Rht-B1 и Rht-D1 (Reduced height) широко используют для создания корот-
костебельных сортов мягкой пшеницы интенсивного типа. Эти гены и фланкирующие их области секвениро-
ваны, в последовательностях описаны ассоциированные с изменением высоты растения однонуклеотидные 
замены, приводящие к образованию нонсенс-кодонов (аллели Rht-B1b, Rht-B1e, Rht-B1p и Rht-D1b), и различные 
инсерции (аллели Rht-B1c, Rht-B1h и Rht-B1i-1). Для идентификации такого типа однонуклеотидных мутаций раз-
работаны ДНК-маркеры, основанные на принципе аллель-специфичной полимеразной цепной реакции (ПЦР). 
Однако идентификация аллелей этим методом предъявляет повышенные требования к соблюдению условий 
реакции, а получаемые результаты не всегда однозначны. Альтернативой может быть CAPS-технология, детек-
тирующая различия в последовательностях путем рестрикции ПЦР-продуктов. В случае отсутствия рестриктаз, 
способных расщеплять ДНК в месте локализации точковой мутации, рестрикционные сайты могут быть искус-
ственно внесены в последовательность праймера (derived CAPS). Цель настоящей работы – разработать CAPS- 
и dCAPS-маркеры для выявления замен оснований, подобрать по литературным источникам STS-маркеры для 
детекции инсерций и тем самым предложить систему молекулярных маркеров для идентификации аллелей ге-
нов короткостебельности, часто используемых и перспективных для селекции. Разработано три CAPS-маркера 
для выявления аллелей Rht-B1b, Rht-D1b, Rht-B1p и два dCAPS-маркера для Rht-B1b и Rht-B1e, предложены про-
граммы для их амплификации. По литературным источникам подобраны STS-маркеры аллелей Rht-B1c, Rht-B1h, 
Rht-B1i-1, содержащих инсерции. Предложенная система маркеров апробирована при генотипировании 11 об-
разцов мягкой пшеницы из коллекции ВИР, несущих вышеуказанные мутантные аллели генов короткостебель-
ности и аллели дикого типа Rht-B1a и Rht-D1a. Наличие нонсенс-мутаций подтверждено также при помощи 
аллель-специфичной ПЦР. Эта система маркеров наряду с уже существующими может быть использована для 
идентификации аллелей генов короткостебельности Rht-B1 и Rht-D1 у мягкой пшеницы с целью генетического 
скрининга образцов ex situ коллекций и/или в маркер-ориентированной селекции.
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Abstract. Mutant alleles of the Rht-B1 and Rht-D1 (Reduced height) genes are widely used in bread wheat breeding for 
the development of intensive-type cultivars. These genes and their f lanking regions have been sequenced and the 
point mutations leading to the nonsense codons (Rht-B1b, Rht-B1e, Rht-B1p and Rht-D1b alleles) and various inser-
tions (Rht-B1c, Rht-B1h and Rht-B1i-1) associated with a change in plant height have been described. DNA-markers 
based on the allele-specif ic PCR have been developed to identify single-nucleotide changes. However, the use of such 
technique imposes stringent PCR conditions, and the resulting data are not always unambiguous. An alternative can 
be found in the CAPS technology: it detects differences in sequences by digesting PCR products. In the absence of 
restrictases capable of digesting DNA at the point mutation site, restriction sites can be introduced into the primer 
sequence (derived CAPS). The aim of this study was to propose a system of CAPS-, dCAPS- and STS-markers for identi-
fying alleles of the reduced height genes frequently used in breeding programs. Three CAPS have been developed to 
identify the Rht-B1b, Rht-D1b, Rht-B1p alleles, as well as two dCAPS for Rht-B1b, Rht-B1e. STS-markers for the insertion-
containing alleles Rht-B1c, Rht-B1h and Rht-B1i-1 have been selected from publications. The proposed markers were 
tested during the genotyping of 11 bread wheat accessions from the VIR collection with the abovementioned mutant 
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alleles and the wild-type Rht-B1a and Rht-D1a. The presence of nonsense mutations was also conf irmed by the results 
of allele-specif ic PCR. This marker system, along with the existing ones, can be used to identify dwarf ing alleles of 
the Rht-B1 and Rht-D1 genes in bread wheat for genetic screening of accessions from ex situ collections and/or for 
marker-assisted selection.
Key words: Triticum aestivum; alleles of Rht-genes; AS-PCR; CAPS; dCAPS; genotyping.

For citation: Porotnikov I.V., Mitrofanova O.P., Antonova O.Yu. A system of molecular markers to identify alleles of the 
Rht-B1 and Rht-D1 genes controlling reduced height in bread wheat. Vavilovskii Zhurnal Genetiki i Selektsii = Vavilov 
Journal of Genetics and Breeding. 2022;26(2):128-138. DOI 10.18699/VJGB-22-16

Введение
Одним из значимых факторов успеха в селекции мягкой 
пшеницы, прежде всего в реализации программы «зеле-
ной революции» в развивающихся странах мира, считают 
создание короткостебельных сортов интенсивного типа 
(Hedden, 2003; Sukhikh et al., 2021). Снижение высоты 
растений не только сопровождалось повышением их 
устойчивости к полеганию, что благоприятно сказыва-
лось на эффективности механизированной уборки, но и 
увеличивало число зерен в колосе и число зерен на 1 м2, 
а все вместе приводило к повышению урожайности (Gale 
et al., 1985; Youssefian et al., 1992; Evans, 1998).

У мягкой пшеницы (Triticum aestivum L.) и родственных 
ей видов описано по меньшей мере 25 генов, контроли­
рующих признак «высота растения» и обозначенных как 
Reduced height, Rht1–Rht25. Все гены так или иначе свя-
заны с фитогормоном роста гиббереллином (McIntosh 
et al., 2013, 2016, 2018). Одни из них, так называемые 
GA-чувствительные гены Rht4–Rht9, Rht12–Rht20 и Rht25, 
по-видимому, участвуют в процессах синтеза или рас-
пада гибберелловой кислоты (ГК = GA). Другие, GA-не­
чувствительные гены Rht-A1, Rht-B1 и Rht-D1, детерми-
нируют ответ на нее. Для некоторых генов (Rht22, Rht23 
и Rht24) характер реакции пока не определен (Sukhikh et 
al., 2021).

Наиболее широкое распространение среди GA-чув­
ствительных генов получил ген Rht8, переданный в начале 
20-го века вместе с тесно сцепленным с ним аллелем гена 
нечувствительности к фотопериоду Ppd-D1a (response 
to photoperiod) от японского сорта Akakomugi сначала в 
итальянские, а затем во многие восточно- и южноевропей-
ские сорта (Borojevic K., Borojevic Ks., 2005). Этот ген не 
оказывает существенного влияния на уменьшение длины 
колеоптиле и, как следствие, позволяет проводить посев 
на большую глубину, что играет решающую роль для 
сохранения жизнеспособности проростков в условиях де-
фицита воды или высоких температур (Korzun et al., 1998; 
Ellis et al., 2004; Divashuk et al., 2013; Grover et al., 2018).

Более детально изучены GA-нечувствительные гены, 
они расположены на коротких плечах хромосом 4-й гомео­
логичной группы (Gale, Marhall, 1976; Börner et al., 1996). 
Доминантные аллели этих генов (дикий тип) кодируют 
DELLA-белки, принадлежащие семейству GRAS белков – 
регуляторов транскрипции; на их C-конце находится кон-
сервативный домен, который может связываться с другими 
транскрипционными факторами и тем самым блокиро-
вать их функцию. Поэтому наличие в клетках большого 
количества DELLA-белков замедляет рост растений. На 
вариабельном N-конце имеется DELLA-домен, способный 
образовывать комплекс GA–GID1 (gibberellin insensitive 

dwarf 1 – рецептор к GA). Этот комплекс подвергается 
полиубиквитинации и деградации протеасомами. Соот-
ветственно, уменьшение количества DELLA-белков в 
клетках в присутствии GA снижает их негативное влияние 
на рост растений (Peng et al., 1999; Bazhenov et al., 2015; 
Thomas, 2017; Sukhikh et al., 2021).

Для генов Rht-B1 и Rht-D1 описано довольно большое 
число мутантных рецессивных и частично доминантных 
аллелей, которые по-разному изменяют длину стебля. 
Последовательности этих аллелей секвенированы, наи-
более изученные из них приведены в Приложении 11. 
Показано, что аллели Rht-B1b (=Rht1), Rht-B1e (=Rht11, 
=Rht Krasnodari 1), Rht-B1p (=Rht17) и Rht-D1b (=Rht2) 
ассоциированы с однонуклеотидными заменами, приво-
дящими к образованию преждевременных стоп-кодонов 
(Peng et al., 1999; Ellis et al., 2002; Pearce et al., 2011; Di-
vashuk et al., 2012; Li et al., 2012; Bazhenov et al., 2015). 
Фенотипический эффект таких нонсенс-мутаций варьиру-
ет от умеренного (снижение высоты растения на 20–24 % 
у аллелей Rht-B1b и Rht-D1b) до сильного (на 33 и 40 % 
у Rht-B1p и Rht-B1e соответственно) (Gale et al., 1985; 
Sukhikh et al., 2021). 

Аллели Rht-B1h и Rht-B1i-1 имеют крупные (более 
100  п. о.) вставки в промоторной зоне, в то время как 
Rht-B1c (=Rht3) характеризуется наличием инсерции в 
промоторной зоне, идентичной таковой у Rht-B1h, и одно-
временно присутствием ретротранспозона Veju в кодирую-
щей области (Wu et al., 2011; Li et al., 2013; Wen et al., 2013; 
Lou et al., 2016). Подобные вставки могут приводить к об-
разованию белков, которые не подвергаются деградации, 
и, таким образом, у мутантных растений конститутивно 
репрессируется рост, причем более существенно, чем при 
нонсенс-мутациях в N-концевом кодирующем участке 
(Wu et al., 2011; Wen et al., 2013). Так, аллель Rht-B1c 
снижает высоту растений примерно на 60 % (Flintham, 
Gale, 1983; Sukhikh et al., 2021). Однако вставки могут 
не только уменьшать, но и увеличивать высоту растений 
относительно дикого типа на 10–15 %, как, например, в 
случае аллеля Rht-B1i-1 (Lou et al., 2016). Кроме того, у 
гена Rht-D1 идентифицированы аллели «сильной кар-
ликовости» Rht-D1c (Rht10) и Rht-D1d (Rht Ai-bian 1a), 
 уменьшающие высоту на 60–70 %, они оказались множе-
ственными копиями мутантного аллеля Rht-D1b (Pearce 
et al., 2011). Известны также и другие аллели генов  
Rht-B1h–o и Rht-D1e–j, связанные с нуклеотидными заме-
нами (миссенс-мутации) либо с инделями. Они выявлены 
у большого числа китайских сортов методом EcoTILLING, 
однако их фенотипический эффект не описан. У китайских 
1 Приложения 1 и 2 см. по адресу: 
http://www.bionet.nsc.ru/vogis/download/pict-2022-26/appx3.pdf

http://www.bionet.nsc.ru/vogis/download/pict-2022-26/appx3.pdf
http://www.bionet.nsc.ru/vogis/download/pict-2022-26/appx3.pdf
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сортов также впервые идентифицированы мутантные 
аллели гена Rht-A1 (Li et al., 2013).

В селекционных программах наиболее часто использу-
ют аллели Rht-B1b и Rht-D1b, источником которых был 
японский сорт Norin 10. По состоянию на конец 20-го века 
эти аллели содержали более 70 % возделываемых сортов 
мягкой пшеницы в мире (Gale et al., 1985; Evans, 1998). Но 
позднее было показано, что встречаемость их зависит от 
региона мира. У сортов мягкой пшеницы из Китая аллель 
Rht-B1b был выявлен в 36.2 %, а аллель Rht-D1b – в 53.4 % 
случаев (Zhang et al., 2006). Однако при генотипировании 
247 сортов из США и Канады эти аллели были идентифи-
цированы более чем у 90 % из них (Guedira et al., 2010). 
В генотипах европейских сортов преимущественно при-
сутствует аллель Rht-D1b, при этом его встречаемость у 
сортов, зарегистрированных после 1990 г., составляет 49 
% (Würschum et al., 2017).

В России широко распространены сорта с аллелем 
Rht-B1e, который получен путем мутагенеза у сорта 
Безостая 1, мутантная форма – Краснодарский Карлик 1 
(Лукьяненко, Жогин, 1974; Рабинович, 1986). В настоя­
щее время короткостебельные сорта (Крошка, Победа 50, 
Фишт, Палпич, Восторг, Дока, Таня, Есаул, Калым, Перви-
ца, Гром), гомозиготные по аллелям Rht-B1e, возделывают 
на площади более 4 млн га не только в России, но и в 
странах СНГ (Divashuk et al., 2012, 2013). 

Перспективным для селекции является также аллель 
Rht-B1p, у которого за счет замены цитозина на тимин в 
позиции 178 от стартового кодона возникает стоп-кодон 
в DELLA-домене, эта мутация обусловливает до 30 см 
уменьшения высоты растений у мягкой пшеницы, осо-
бенно нижнего междоузлия, но при этом не уменьшает 
длину колоса (Bazhenov et al., 2015).

Благодаря секвенированию ДНК последовательно-
стей аллелей генов Rht-B1 и Rht-D1 у различных сортов 
мягкой пшеницы созданы молекулярные маркеры для их 
идентификации. Так, для определения аллелей Rht-B1c, 
Rht-B1h, Rht-B1i-1, содержащих инсерции, разработаны 
STS-маркеры (Pearce et al., 2011; Li et al., 2013; Lou et al., 
2016); для выявления аллелей Rht-B1b, Rht-B1e, Rht-B1p и 
Rht-D1b, несущих однонуклеотидные замены, применяют 
маркеры на основе аллель-специфичной ПЦР (AS-PCR), в 
том числе AS-PCR в реальном времени (Ellis et al., 2002; 
Pearse et al., 2011; Li et al., 2012; Bazhenov et al., 2015, 2019). 

Идентификацию широко распространенных аллелей 
Rht-B1b и Rht-D1b, а также аллелей гена Rht24 прово-
дят на основе конкурентной аллель-специфичной ПЦР 
(kompetitive allele-specific PCR, KASP), позволяющей 
оценивать большие количества образцов мягкой пшеницы 
с малыми временными затратами (Rasheed et al., 2016; 
Würschum et al., 2017). Вместе с тем следует отметить, 
что результаты AS-PCR значительно зависят от условий 
реакции, требуют проведения анализа в нескольких по-
вторностях, а также строгого соблюдения авторского 
протокола, что не всегда возможно. В свою очередь, при­
менение KASP-анализа связано с использованием слож-
ной приборной базы и дорогостоящих реактивов, которых 
зачастую нет в небольших ориентированных на практику 
лабораториях.

Альтернативой для AS-PCR может послужить исполь-
зование CAPS (cleaved amplified polymorphic sequence) 
маркеров, основанных на наличии в районе с точковой му-
тацией сайта рестрикции, которого нет у дикого типа, или, 
наоборот, на исчезновении у мутантного варианта сайта, 
характерного для дикого типа (Shavrukov, 2016). В слу- 
чае отсутствия рестрикционных сайтов в местах распо-
ложения анализируемых мутаций их можно создать це­
ленаправленно путем дизайна модифицированных 
праймеров – методом derived CAPS, dCAPS (Neff et al., 
1998, 2002). 

В отличие от AS-PCR, техника CAPS- и dCAPS-мар­
кирования обладает хорошей воспроизводимостью, не 
требует жестких условий для проведения ПЦР, а резуль-
таты анализа легко интерпретировать в агарозных гелях. 
Генерирование маркеров возможно на базовом ПЦР-
оборудовании. Ранее такого рода маркеры были созданы 
для гена короткостебельности Rht24 (Tian et al., 2017). 

Цель нашего исследования – разработать CAPS- и 
dCAPS-маркеры для анализа однонуклеотидных замен 
в генах Rht-B1 и Rht-D1, апробировать STS-маркеры для 
выявления инсерций в этих генах и в итоге предложить 
систему маркеров для идентификации аллелей, наиболее 
часто используемых в селекции мягкой пшеницы.

Материалы и методы
Материалом для исследования послужили 11 образцов 
мягкой пшеницы из коллекции ВИР с известными аллеля-
ми генов короткостебельности Rht-B1 и Rht-D1 (табл. 1). 
Источниками аллелей дикого типа Rht-B1a и Rht-D1a были 
сорта Chinese Spring и Hongdongmai. При генотипирова-
нии каждый изученный образец был представлен двумя-
тремя индивидуальными растениями, а также суммарно 
10–20 генотипами (проростками), из которых получена 
ДНК в виде bulk-пробы.

Выделение ДНК осуществляли из 10-дневных про-
ростков модифицированным методом CTAB-экстракции 
(Антонова и др., 2020).

Выравнивание последовательностей разных аллелей 
генов Rht-B1 и Rht-D1 проводили при помощи программ 
MEGA X (https://www.megasoftware.net/), Unipro UGENE 
(Okonechnikov et al., 2012) и BioEdit Sequence Alignment 
Editor (Hall, 1999). Поиск рестрикционных сайтов вы-
полняли посредством GenScript Restriction Enzyme Map 
Analysis Tools (https://www.genscript.com/tools/restriction-
enzyme-map-analysis).

Разработку праймеров для вложенной ПЦР (Nested-
ПЦР) и CAPS-анализа осуществляли в программе Pri­
mer3Plus (Untergasser et al., 2007). Качество праймеров 
(число шпилек, гомо- и гетеродимеров) контролировали 
при помощи интернет-ресурса OligoAnalyzer от Integrated 
DNA Technologies, Inc. (https://eu.idtdna.com/calc/analyzer). 
Праймеры для dCAPS-маркеров генерировали с исполь-
зованием программы dCAPS Finder 2.0 (Neff et al., 2002). 
Праймеры, созданные в нашей работе, а также привлечен-
ные из литературных источников, приведены в табл. 2 и 3, 
а места их локализации – на рис. 1, а, б.

Проведение ПЦР: а) вложенная ПЦР. Для большей 
специфичности dCAPS-анализа применяли метод вло-

https://www.megasoftware.net/
https://www.genscript.com/tools/restriction-enzyme-map-analysis
https://www.genscript.com/tools/restriction-enzyme-map-analysis
https://eu.idtdna.com/calc/analyzer
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Таблица 1. Использованные в работе образцы мягкой пшеницы  
с известными аллелями генов короткостебельности Rht-B1 и Rht-D1

Аллели генов № по каталогу ВИР «к-» Название образца Происхождение Литературный источник

Rht-B1a, Rht-D1a 44435 Chinese Spring Китай Peng et al., 1999

61292 Hongdongmai » Li et al., 2013

Rht-B1b, Rht-D1a 63045 Княжна Россия, Краснодарский край Divashuk et al., 2013

64312 Красота » »

Rht-B1c, Rht-D1a 40699 Tom Thumb Китай Pearce et al., 2011

Rht-B1e, Rht-D1a 64583 Веда Россия, Краснодарский край Divashuk et al., 2013

65223 Гром » »

Rht-B1h, Rht-D1a 44977 Atlas 66 США Li et al., 2013

Rht-B1h, Rht-D1b 65711 Zheng 9023 Китай »

Rht-B1i-1, Rht-D1a 10152 Триумф СССР, Украинская ССР »

Rht-B1p, Rht-D1a 54848 Chris Mutant Россия, Краснодарский край Bazhenov et al., 2015

женной ПЦР – первую ПЦР осуществляли с праймерами, 
фланкирующими участок локализации точковых мутаций 
в гене Rht-B1 (BF/VIR.B1R), после чего полученный 
амплификат использовали в качестве матрицы для вто-
рой ПЦР с dCAPS-праймерами (B1bF/R, B1epF/B1eR) и 
CAPS-праймерами B1epF/B1pR. Первый этап Nested-ПЦР 
проводили в 25 мкл реакционной смеси, содержащей 40 
нг тотальной ДНК пшеницы; 1× реакционный буфер; 
1.5 мМ MgCl2; 0.6 мМ каждого из dNTP’s; по 0.25 мкМ 
прямого и обратного праймера и 1 ед. Taq-полимеразы 
(Диалат, Россия, http://dialat.ru). Для большей специфич-
ности программа ПЦР содержала функцию Touchdown: 
исходная температура  отжига была на 4 градуса выше 
расчетной и понижалась на 0.5 градусов на цикл на про-
тяжении 8 циклов (см. табл. 3).

По 2 мкл полученных амплификатов отбирали в чистые 
пробирки, разводили водой в 50 раз и использовали в 
качестве матрицы во втором этапе ПЦР. Еще по 10 мкл 
отбирали для контроля успешности ПЦР путем электро-
фореза в агарозном геле (рис. 2, a). Остаток (около 12 мкл) 
обрабатывали рестриктазой BstV1I (СибЭнзим, Россия,  
http://russia.sibenzyme.com), генерируя тем самым CAPS-
маркер-аллели Rht-B1b.

Второй этап Nested-ПЦР осуществляли в 20 мкл  ре­
акционной смеси, содержащей 4 мкл матрицы; 1× ре-
акционный буфер; 2.5 мМ MgCl2; 0,3 мМ каждого из 
dNTP’s; по 0.25 мкМ прямого и обратного праймера и 
1 ед. Taq-полимеразы (Диалат), программы для каждой 
пары праймеров также указаны в табл. 3. По 12 мкл ам-
плификационной смеси отбирали для рестрикционного 
анализа, а остаток использовали для контроля ПЦР ме-
тодом электрофореза;

б) стандартная ПЦР. В случае CAPS-маркеров аллеля 
Rht-D1b и маркеров, выявляющих ретротранспозон в 
кодирующей области гена и вставки в промоторной об-
ластях, ПЦР проводили в стандартных условиях. Реакци-
онная смесь (20 мкл) содержала 40 нг ДНК; 1× реакцион-
ный буфер; 2.5 мМ MgCl2; 0.3 мМ каждого из dNTP’s; по 
0.25 мкМ каждого из праймеров и 1 ед. Taq-полимеразы 
(Диалат); программы указаны в табл. 2 и 3;

в) аллель-специфичная ПЦР. Условия и программы для 
AS-PCR соответствовали рекомендованным авторами 
праймерам (Ellis et al., 2002; Bazhenov et al., 2015).

Рестрикционный анализ. ПЦР-продукты обрабатыва-
ли рестриктазами фирмы «СибЭнзим» с использованием 
протокола фирмы-изготовителя (http://russia.sibenzyme.
com).

Разделение фрагментов проводили в горизонтальных 
агарозных гелях в буфере 1× ТВЕ при напряжении 5В/см. 
Гели окрашивали бромистым этидием и визуализировали 
в проходящем УФ-свете.

Результаты и обсуждение
Для разработки CAPS- и dCAPS-маркеров из баз данных 
NSBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) были взяты сиквенсы 
кодирующих участков следующих аллелей генов корот-
костебельности: Rht-B1b, Rht-B1e, Rht-B1p и Rht-D1b, а 
также последовательности аллелей дикого типа Rht-A1a, 
Rht-B1a и Rht-D1a. Номера последовательностей приведе-
ны в Приложении 1. Выравнивание последовательностей 
подтвердило наличие нонсенс-мутаций у этих аллельных 
форм, что позволило приступить к разработке CAPS- и 
dCAPS-маркеров (см. рис. 1).

Для каждой нонсенс-мутации был проведен поиск сай-
тов рестрикции, которые позволили бы отличить целевой 
аллель от всех остальных аллелей, в том числе аллелей 
дикого типа. Для Rht-B1b была подобрана рестриктаза 
BstV1I (GCAGC), не способная расщеплять мутантный 
сайт GTAGC. Аналогично для аллеля Rht-B1p (мутантный 
сайт GCGT) такой рестриктазой стала BstHHI (GCGC). На-
против, рестриктаза BstSFI (CTRYAG) расщепляла исклю-
чительно мутантный сайт (CTGTAG), имеющийся у Rht-
D1b. Таким образом, для идентификации аллелей Rht-B1b, 
Rht-B1p и Rht-D1b удалось создать CAPS-маркеры CB1b/
BstV1I, CB1p/BstHHI и CD1b/BstSFI соответственно.

У аллеля Rht-B1e мы не смогли выявить сайты рестрик-
ции в месте локализации нонсенс-мутации. Поэтому для 
него разработали dCAPS-маркер dCB1e/HinfI, последо-
вательность обратного праймера была модифицирована 
таким образом, чтобы анализируемый нуклеотид вместе 

http://russia.sibenzyme.com
http://russia.sibenzyme.com
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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Таблица 2. Использованные в исследовании праймеры для идентификации аллелей гена Rht-B1

Название 
праймера

Последовательность
5’→3’

Название 
маркера

Комбинация 
праймеров

Целевая область 
последователь-
ности

Способ  
идентификации  
целевого аллеля

Литературный  
источник

Nested-PCR

BF ggtagggaggcgagaggcgag – BF/VIR.B1R
–

338 п. о. – все аллели;
Rht-B1c – фрагмент 
отсутствует

Ellis et al., 2002

VIR.B1R tcgacccaggaggagaggtcg Настоящее исследование

Программа: 94 °С – 3 мин 30 с; 8 циклов (94 °С – 45 с, 69 °С (↓0.5 °С на 1 цикл) – 150 с, 72 °С – 60 с);  
30 циклов (94 °С – 45 с, 65 °С – 45 с, 72 °С – 45 с); 72 °С – 7 мин

Идентификация Rht-B1b

BF ggtagggaggcgagaggcgag – BF/MR1 190 C→T 237 п. о. Ellis et al., 2002

MR1 catccccatggccatctcgagcta

WR1 catccccatggccatctcgagctg – BF/WR1 190 C→T Фрагмент отсутствует

VIR.B1R tcgacccaggaggagaggtcg CB1b BF/VIR.B1R BstV1I1: GCAGC2 Сайт отсутствует Настоящее исследование

B1bF caagatgatggtgtcggggtcgg dCB1b B1bF/R3 Acc36I1: ACCTGC2 Сайт отсутствует

B1bR ccatccccatggccatctccacct4

Программа (для маркера dCB1b/Acc36I): 94 °С – 3 мин 30 с; 37 циклов (94 °С – 45 с, 68 °С – 45 с, 72 °С – 45 с); 72 °С – 7 мин

Идентификация Rht-B1e

MR3 ggccatctccagctgctccagcta – BF/MR3 181 A→T 228 п. о. Pearce et al., 2011

WR3 ggccatctccagctgctccagctt BF/WR3 Фрагмент отсутствует

B1epF acaagatgatggtgtcggggtc dCB1e B1epF/B1eR3 HinfI – GANTC2 Сайт отсутствует Настоящее исследование

B1eR gccatctccagctgctccagat4

Программа (для маркера dCB1e/HinfI): 94 °С – 3 мин 30 с; 37 циклов (94°С – 45 с, 61 °С – 45 с, 72 °С – 45 с); 72 °С – 7 мин

Идентификация Rht-B1p

Rht-B1p-F acatggcggacgtggtgt – Rht-B1p-F/
Rht-B1-R1

178 C→T 425 п. о. Bazhenov et al., 2015

Rht-B1-R1 gccgagagaggacgat

B1pR catctccagctgctccagcttc CB1p B1epF/B1pR3 BstHHI1: GCGC2 Сайт отсутствует Настоящее исследование

Программа (для маркера CB1p/BstHHI): 94 °С – 3 мин 30 с; 30 циклов (94 °С – 45 с, 62 °С – 45 с, 72 °С – 45 с); 72 °С – 7 мин

Идентификация Rht-B1c

Rht-B1c-F1 ggcaactccaccggacgc – Rht-B1c-F1/
Rht-B1c-R1

150 G↓2026 п.о.C 256 п. о. Pearce et al., 2011

Rht-B1c-R1 gctctcgacccaggaggag

Программа: 94 °С – 3 мин 30 с; 8 циклов (94 °С – 45 с, 61 °С с понижением на 0.5 °С на 1 цикл – 1 мин 30 с, 72 °С – 1 мин);  
30 циклов (94 °С – 45 с, 57 – °С – 45 с, 72 °С – 45 с); 72 °С – 7 мин

Идентификация Rht-B1h

Rht-B1h.F gaggcaaaatcacgcaagtact – Rht-B1h.F/
Rht-B1h.1R

–592 T↓197 п.о.C 247 п. о. Li et al., 2013

Rht-B1h.1R taccaaggatattcattccgtagga

Rht-B1h.2R cttatggcaaaatggattccaaga – Rht-B1h.F/
Rht-B1h.2R

331 (остальные  
аллели – 134 п. о.)

Программа: 94 °С – 3 мин 30 с; 8 циклов (94 °С – 45 с, 63 °С с понижением на 0.5 °С на 1 цикл – 1 мин 30 с, 72 °С – 1 мин);  
30 циклов (94 °С – 45 с, 59 °С – 45 с, 72 °С – 45 с); 72 °С – 7 мин

Идентификация Rht-B1i-1

B1i-MF1 cagacgatatttaactggccgattga – B1i-MF1/ 
B1i-MR1

–366 A↓160 п.о. T 330 п. о. Lou et al., 2016

B1i-MR1 gggagcggcagcgtagtagttgta

Программа: 94 °С – 3 мин 30 с; 37 циклов (94 °С  – 45 с, 56 °С – 45 с, 72 °С – 45 с); 72 °С – 7 мин

B1i-MF2 ctctaatttgcggggatttc – B1i-MF2/ 
B1i-MR2

–366 A↓160 п.о. T 586 п. о. (остальные 
аллели – 426 п. о.)

Lou et al., 2016

B1i-MR2 cgtcctggtactcgcgcttcat

Программа: 94 °С – 3 мин 30 с; 8 циклов (94 °С – 45 с, 66 °С с понижением на 0.5 °С на 1 цикл – 1 мин 30 с, 72 °С – 1 мин);  
30 циклов (94 °С – 60 с, 62 °С – 60 с, 72 °С – 45 с); 72 °С – 7 мин

1 Вместо этих рестриктаз могут быть использованы их изошизомеры: BstV1I (BseXI, BbvI), Acc36I (BveI, BspMI), BstHHI (AspLEI, CfoI, Hin6I, HinP1I, HspAI).
2 В селективной области жирным шрифтом выделены те нуклеотиды в сайтах рестрикций, вариация которых позволяет выявлять необходимые аллели.
3 Для этих комбинаций праймеров в качестве матрицы использованы продукты первого раунда Nested-PCR (разведение в 50 раз).
4 Жирным шрифтом с подчеркиванием выделены модифицированные нуклеотиды в праймерах для dCAPS маркеров.
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Таблица 3. Использованные в исследовании праймеры для идентификации аллелей гена Rht-D1

Название 
праймера

Последовательность
5’→3’

Название 
маркера

Комбинация 
праймеров

Селективная 
область

Способ идентификации 
целевого аллеля

Литературный  
источник

Идентификация Rht-D1b

DF cgcgcaattattggccagagatag – DF/MR2 181 G→T 254 Ellis et al., 2002

MR2 ccccatggccatctcgagctgcta

DF2 ggcaagcaaaagcttcgcg – DF2/WR2 Фрагмент отсутствует

WR2 ggccatctcgagctgcac

VIR.D1R tgctctcgacccaagacgacag CD1b DF/VIR.D1b BstSFI1: CTRYAG2 Сайт присутствует Настоящее исследование

Программа (для маркера CD1b/BstSFI): 94 °С – 3 мин 30 с; 8 циклов (94 °С – 45 с, 68 °С с понижением на 0.5 °С на 1 цикл – 1 мин 30 с, 
72 °С – 1 мин); 30 циклов (94 °С – 45 с, 64 °С – 45 с, 72 °С – 45 с); 72 °С – 7 мин

Примечание. 1 Изошизомеры для рестриктазы BstSFI: BfmI, SfcI.
2 В селективной области жирным шрифтом выделены те нуклеотиды в сайтах рестрикций, вариация которых позволяет выявлять необходимые аллели.

Рис. 1. Локализация праймеров для определения основных аллелей гена Rht-B1.
а – схема гена и соседних регионов с обозначенными местами локализации праймеров для первого раунда Nested-PCR и выявления инсерций у аллелей 
Rht-B1c, Rht-B1h и Rht-B1i-1; б – результаты выравнивания последовательностей, ограниченных праймерами BF/VIR.B1R (первый раунд Nested-PCR), и 
праймеры для идентификации точковых мутаций у аллелей Rht-B1b, Rht-B1e, Rht-B1p методом CAPS/dCAPS-анализа.
Границы вставки 197 п. о. и ретротранспозона Veju приведены согласно работе (Wen et al., 2013); границы вставки 160 п. о. взяты из (Lou et al., 2016). Коди-
рующая область гена выделена темной заливкой, тонкими линиями обозначены ретротранспозон Veju и инсерции в 5’-фланкирующей области. Овалами 
на рис. 1, б отмечены замены нуклеотидов в dCAPS-праймерах.

                    10        20        30        40        50        60        70        80        90
            ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|

Rht-B1a 1   GGTAGGGAGGCGAGAGGCGAGATCATGAAGCGCGAGTACCAGGACGCCGGAGGGAGCGGCGGTGGCGGGGGAGGCATGGGCTCGTCCGAG 90
Rht-B1b 1   .......................................................................................... 90
Rht-B1e 1   .......................................................................................... 90
Rht-B1p 1   .......................................................................................... 90

                    100       110       120       130       140       150       160       170       180
            ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|
Rht-B1a 91  GACAAGATGATGGTGTCGGGGTCGGCGGCGGCGGGGGAGGGGGAGGAGGTGGACGAGCTGCTGGCGGCGCTCGGGTACAAGGTGCGGGCG 180
Rht-B1b 91  .......................................................................................... 180
Rht-B1e 91  .......................................................................................... 180
Rht-B1p 91  .......................................................................................... 180

                    190       200       210       220       230       240       250       260       270
            ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|
Rht-B1a 181 TCCGACATGGCGGACGTGGCGCAGAAGCTGGAGCAGCTGGAGATGGCCATGGGGATGGGCGGCGTGGGCGCCGGCGCCGCGCCCGACGAC 270 
Rht-B1b 181 .................................T........................................................ 270 
Rht-B1e 181 ........................T................................................................. 270 
Rht-B1p 181 .....................T.................................................................... 270

                    280       290       300       310       320       330
            ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|...

Rht-B1a 271 AGCTTCGCCACCCACCTCGCCACGGACACCGTGCACTACAACCCCACCGACCTCTCCTCCTGGGTCGA 338
Rht-B1b 271 .................................................................... 338
Rht-B1e 271 .................................................................... 338
Rht-B1p 271 .................................................................... 338

BF

B1bF

B1bR

VIR.B1R

B1eR
B1pR
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Рис. 2. Идентификация нонсенс-мутаций в генах Rht-B1 и Rht-D1 с использованием разработанных нами CAPS- и 
dCAPS-маркеров. 
а – амплификаты, полученные с праймерами BF/VIR.B1R, служащие матрицей для второго раунда вложенной ПЦР (Nested-
PCR); б – идентификация аллелей: Rht-B1b – CAPS-маркер CB1b/BstV1I; в – Rht-B1b – dCAPS-маркер dCB1b/Acc36I; г – Rht-B1e –  
dCAPS-маркер dCB1e/HinfI; д – Rht-D1b – CAPS-маркер CD1b/BstSFI.
Цифрами обозначены образцы с различными аллелями Rht-B1 и Rht-D1: 1 – отрицательный контроль (H2O); 2, 3 – Hong
dongmai (дикий тип); 4, 5 – Красота (Rht-B1b, Rht-D1a); 6, 7 – Княжна (Rht-B1b, Rht-D1a); 8, 9 – Гром (Rht-B1e, Rht-D1a);  
10, 11 – Веда (Rht-B1e, Rht-D1a); 12, 13 – Chris Mutant (Rht-B1p, Rht-D1a); 14, 15 – Триумф (Rht-B1i-1, Rht-D1a); 16, 17 – Chinese 
Spring (дикий тип); 18, 19 – Zheng 9023 (Rht-B1h, Rht-D1b); 20, 21 – Atlas 66 (Rht-B1h, Rht-D1a). М – маркер молекулярного веса 
100 п. о. (СибЭнзим).
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с 3′-концом праймера образовывал рестрикционный сайт 
GATTC, позволяющий отличить данную мутацию от всех 
остальных аллелей путем рестрикции HinfI. Для иденти-
фикации аллеля Rht-B1b был дополнительно сконструи-
рован dCAPS-маркер dCB1b/Acc36I (см. рис. 1).

При проведении ПЦР в обычных условиях с использо-
ванием в качестве матрицы геномной ДНК мягкой пше­
ницы нам не удалось получить четких фрагментов для 
dCAPS-маркеров и CAPS-маркера CB1p/BstHHI (данные 
не представлены). Поэтому мы применили метод вложен-
ной ПЦР – в качестве матрицы для второго раунда исполь-
зовали продукты амплификации праймеров BF/VIR.B1R,  
которые фланкировали область локализации всех анали-
зируемых точковых мутаций в гене Rht-B1 (см. рис. 1).

В ходе апробации на выборке образцов мягкой пшени­
цы с известными аллелями генов короткостебельности 

все разработанные маркеры с высокой эффективностью 
дифференцировали дикий тип Rht-B1a, Rht-D1a и му-
тантные варианты Rht-B1b, Rht-B1e, Rht-B1p и Rht-D1b 
(см. рис. 2 и 3).

Параллельно для определения нонсенс-мутаций у 
Rht-B1b, Rht-B1e, Rht-B1p и Rht-D1b в сравнении с диким 
типом были использованы аллель-специфичные  прай­
меры, взятые из литературных источников (Ellis et al., 
2002; Pearse et al., 2011; Bazhenov et al., 2015). При этом 
для идентификации каждой мутации брали две пары 
праймеров, одна из них детектировала мутантный ва-
риант, другая – дикий тип и все остальные аллели. По-
казано, что для Rht-B1b, Rht-B1e и Rht-D1b результаты 
аллель-специфичной ПЦР в целом совпадают с данными 
CAPS- и dCAPS-анализа. Однако идентификация аллелей 
дикого типа Rht-B1a и Rht-D1a при помощи праймеров 
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Рис. 3. Идентификация аллеля Rht-B1p при помощи CAPS-маркера CB1p/BstHHI. 
Стрелкой указаны генотипы с аллелем Rht-B1p, ПЦР-продукты которых не подверглись рестрикции. Цифрами обо-
значены образцы с различными аллелями генов Rht-B1 и Rht-D1: 1, 2 – Hongdongmai (дикий тип); 3, 4 – Красота 
(Rht- B1b, Rht-D1a); 5, 6 – Княжна (Rht-B1b, Rht-D1a); 7, 8 – Гром (Rht-B1e, Rht-D1a); 9, 10 – Веда (Rht-B1e, Rht-D1a); 11, 12 – 
Триумф (Rht-B1i-1, Rht-D1a); 13, 14 – Chinese Spring (дикий тип); 15, 16 – Zheng 9023 (Rht-B1h, Rht-D1b); 17, 18 – Chris 
Mutant (Rht-B1p, Rht-D1a); 19, 20 – Atlas 66 (Rht-B1h, Rht-D1a); 21 – отрицательный контроль (H2O). М – маркер молеку-
лярного веса 100 п. о. (СибЭнзим).

1 10 11 12 13 14 M15 16 17 18 19 20 212 3 4 5 6 7 8 9

100 п. о.

Rht-B1p

BF/WR и DF2/WR2 соответственно (Ellis et al., 2002) 
была сопряжена с определенными трудностями: плохой 
воспроизводимостью результатов и образованием слабо 
выраженных фрагментов у форм с Rht-B1b и/или Rht-D1b 
(Приложение 2). В случае Rht-B1p аллель-специфичная 
ПЦР в наших условиях оказалась неэффективной – при 
амплификации с праймерами Rht-B1p-F/R1 (Bazhenov et 
al., 2015) специфичный продукт образовывался и у форм 
с мутантными аллелями, и у форм с аллелями дикого типа 
(см. Приложение 2).

В исследование также были привлечены пять пар STS-
праймеров (Pearse et al., 2011; Li et al., 2013; Lou et al., 
2016), позволяющие выявлять мутации, ассоциированные 
с наличием ретротранспозона в кодирующей области 
(аллель Rht-B1c), а также со вставками в промоторной 
зоне (Rht-B1i-1) и в 5′-фланкирующем участке (Rht-B1h). 

Местоположение данных инсерций приведено на схеме 
гена Rht-B1, на ней также указаны праймеры для их де-
текции (см. рис. 1, a).

Для аллеля Rht-B1i-1 использовали две пары праймеров 
(Lou et al., 2016), одна из которых (B1i-MF1/MR1) давала 
при наличии вставки специфичный фрагмент 330 п. о., 
а другая (B1i-MF2/MR2) амплифицировала фрагменты 
разных размеров у генотипов с инсерцией и без нее (см. 
табл. 2, 4, рис. 4, в). Для детекции аллеля Rht-B1h при-
меняли праймеры Rht-B1h.F/R1, дающие специфичный 
продукт размером 247 п. о., и праймеры Rht-B1h.F/R2, ге­
нерирующие фрагменты разных размеров (см. табл. 2, 4, 
рис. 4, б ) (Li et al., 2013). Поскольку этот аллель имеет 
общую вставку в 5′-фланкирующей области с аллелем 
Rht-B1c, для их дифференциации использовали специ­
фичный к последовательности ретротранспозона прай-

Таблица 4. Маркерные профили для идентификации аллелей генов короткостебельности Rht-B1 и Rht-D1  
при помощи системы, предлагаемой в настоящем исследовании

Аллель  
(старое 
название 
гена)

Целевая  
мутация

CAPS/dCAPS-маркеры для выявления  
нонсенс-мутаций  
(0 – отсутствие сайта рестрикции, 1 – присутствие)

Комбинации STS-праймеров для выявления инсерций 
(размер продуктов амплификации указан в п. о.)

CB1b
/BstV1I

dCB1b
/Acc36I1

dCB1e
/HinfI1

CB1p
/BstHHI1

CD1b
/BstSFI

B1i-MF1
/MR1

B1i-MF2
/MR2

Rht-B1c-F1 
/R1

Rht-B1h.F
/1R

Rht-B1h.F
/2R

Rht-B1a Дикий тип 1 1 1 1 – Нет ПЦР 426 Нет ПЦР Нет ПЦР 134

Rht-B1b
(Rht1)

190 C→T 02 02 1 1 – Нет ПЦР 426 Нет ПЦР Нет ПЦР 134

Rht-B1e
(Rht11)

181 A→T 1 1 02 1 – Нет ПЦР 426 Нет ПЦР Нет ПЦР 134

Rht-B1p
(Rht17)

178 C→T 1 1 1 02 – Нет ПЦР 426 Нет ПЦР Нет ПЦР 134

Rht-B1c
(Rht3)

Инсерция
150 G↓2026 п. о.C

Нет ПЦР Нет ПЦР Нет ПЦР Нет ПЦР – Нет ПЦР 426 2562 2472 3312

Rht-B1h Инсерция
–592 T↓197 п. о.C

1 1 1 1 – Нет ПЦР 426 Нет ПЦР 2472 3312

Rht-B1i-1 Инсерция
–366 A↓160 п. о.C

1 1 1 1 – 3302 5862 Нет ПЦР Нет ПЦР 134

Rht-D1a Дикий тип – – – – 0 – – – – –

Rht-D1b
(Rht2)

181 G→T – – – – 12 – – – – –

1 Для этих маркеров в качестве матрицы использованы продукты первого раунда Nested-PCR (разведение в 50 раз).
2 Жирным выделены те продукты амплификации, наличие/отсутствие которых позволяет выявлять целевые аллели генов Rht-B1 и Rht-D1.
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Рис. 4. Идентификация аллелей, несущих вставки, для гена Rht-B1 с помощью STS-праймеров.
ПЦР-продукты праймеров: Rht-B1c-F1/R1, специфичных для Rht-B1c; Rht-B1h-MF1/MR2, специфичных для Rht-B1h и Rht-B1c; 
B1i-MF2/MR2, специфичных для Rht-B1i-1.
Отсутствие ПЦР-продуктов праймеров BF/VIR.B1R у генотипов c аллелем Rht-B1c, несущих вставку в 2026 п. о.
Цифрами обозначены образцы с различными аллелями генов Rht-B1 и Rht-D1: 1 – Красота (аллель Rht-B1b, Rht-D1a); 2 – от-
рицательный контроль (H2O); 3, 4 – Княжна (Rht-B1b, Rht-D1a); 5, 6 – Гром (Rht-B1e, Rht-D1a); 7, 8 – Веда (Rht-B1e, Rht-D1a); 9, 10 – 
Chris Mutant (Rht-B1p, Rht-D1a); 11, 12 – Триумф (Rht-B1i-1, Rht-D1a); 13, 14 – Chinese Spring (дикий тип); 15, 16 – Zheng 9023 
(Rht-B1h, Rht-D1b); 17, 18 – Atlas 66 (Rht-B1h, Rht-D1a); 19, 20 – Tom Thumb (Rht-B1c, Rht-D1a). М – маркер молекулярного веса 
100 п. о. + 1.5 т. п. о. (СибЭнзим).
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мер Rht-B1c-F1/R1 (см. табл. 2, 4, рис. 4, a) (Pearce et al., 
2011). Дополнительным доказательством присутствия 
ретротранспозона может служить тот факт, что у гено-
типов с этой инсерцией при проведении первого раунда 
Nested-PCR с праймерами BF/VIR.B1R не происходит об-
разования ПЦР-продуктов, что можно объяснить большим 
расстоянием между праймерами (см. рис. 4, г).

Проведенная нами апробация STS-маркеров показала 
полное соответствие между присутствием их диагности-
ческих фрагментов и составом аллелей, имеющихся у 
изученных генотипов (см. рис. 4). У образцов Atlas 66 и 
Zheng 9023, содержащих Rht-B1h, присутствовали про-
дукты амплификации, указывающие на наличие инсерции 
в 5′-фланкирующей области. У образца Триумф, несуще­
го аллель Rht-B1i-1, увеличивающий высоту растения, 
с помощью молекулярных маркеров выявлена вставка 
в области промотора, а у сорта Tom Thumb (Rht-B1c) – 
ретротранспозона в кодирующей последовательности и 
вставка в 5′-фланкирующем районе. Следует отметить, что 
при идентификации ретротранспозона при помощи прай-
меров Rht-B1c-F1/R1 наряду с образованием фрагмента 
ожидаемого размера наблюдали и у Tom Thumb (Rht-B1c), 
и у всех остальных генотипов появление неспецифичных 
продуктов бóльшего размера (см. рис. 4, a).

Рассматривая в целом систему предложенных моле-
кулярных маркеров, нужно отметить, что с ее помощью 
можно составить маркерный профиль для каждого из 
изученных нами аллелей генов, Rht-B1 и Rht-D1, т. е. 
получить однозначный ответ о присутствии одного из 
перечисленных выше аллелей генов короткостебельности, 
Rht-B1 и Rht-D1, в том или ином генотипе. Маркерные 
профили аллелей представлены в табл. 4.

Заключение
В результате исследований предложена система моле-
кулярных маркеров для идентификации наиболее часто 
используемых в селекции мягкой пшеницы аллелей ге­
нов короткостебельности Rht-B1 и Rht-D1. Ее основу со-
ставляют разработанные нами CAPS- и dCAPS-маркеры 
нонсенс-мутаций этих генов, которые ранее определяли 
при помощи аллель-специфической ПЦР (Ellis et al., 2002; 
Pearce et al., 2011; Bazhenov et al., 2015, 2019). Для иден-
тификации инсерций использовано пять STS-маркеров, 
подобранных по литературным источникам (Pearce et al., 
2011; Li et al., 2013; Lou et al., 2016).

Апробация CAPS- и dCAPS-маркеров при геноти-
пировании образцов мягкой пшеницы из коллекции 
ВИР, содержащих мутантные аллели Rht-B1b, Rht-B1c, 
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Rht-B1e, Rht-B1h, Rht-B1i-1, Rht-B1p и Rht-D1b и аллели 
дикого типа, показала полное соответствие полученных 
результатов ожидаемым. Наличие аллелей Rht-B1b, 
Rht- B1e, Rht- B1p и Rht-D1b также подтверждено при по-
мощи аллель-специфичной ПЦР с праймерами, широко 
применяемыми в научных исследованиях и селекционных 
программах (Куркиев и др., 2008; Pestsova et al., 2008; 
Divashuk et al., 2013; Li et al., 2013; Lou et al., 2016).

Основное преимущество нашей системы молекулярных 
маркеров заключается в хорошей воспроизводимости 
результатов и однозначной их интерпретации. При про-
ведении CASP/dCAPS-анализа не возникает проблем с 
контролем успешности протекания ПЦР-реакции, так как 
продукты амплификации образуются у всех генотипов, а 
различия между аллелями выявляются уже после обра-
ботки рестриктазами. Кроме того, несмотря на высокую 
стоимость рестриктаз, CASP/dCAPS-анализ менее за-
тратен, поскольку для детекции каждого аллеля нет необ- 
ходимости проводить две независимые ПЦР в нескольких 
повторностях. Исследования осуществляют на стандарт-
ном оборудовании для ПЦР и с использованием электро-
фореза в агарозных гелях. Они могут быть реализованы в 
небольших ориентированных на практику лабораториях. 
При появлении сведений о новых точковых мутациях в 
генах короткостебельности Rht-B1 и Rht-D1 для их иден-
тификации может быть применен аналогичный подход по 
разработке CAPS/dCAPS-маркеров.
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