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Фосфор, який міститься у зерні злаків, на 65—85 % представлений у формі
фітинової кислоти та її солей. Наявність мутацій у генах lpa спричинює зни-
ження вмісту міо-інозитол-1,2,3,4,5,6-гексакісфосфатів у насінні, що сприяє
засвоєнню організмом людини мінеральних елементів (фосфору, заліза,
цинку та ін.). З огляду на це важливою є ідентифікація у селекційних лініях
ячменю (Hordeum vulgare L.) мутацій lpa, які впливають на рівень накопичен-
ня фітатів у зерні. Для досягнення поставленої мети ми використали мето-
дики виділення ДНК (ЦТАБ метод), електрофорез ДНК у агарозному гелі,
полімеразну ланцюгову реакцію (ПЛР). Відпрацьовані маркерні системи для
ідентифікації мутантів lpa1-1 та lpa2-1 дають змогу ефективно аналізувати
селекційний матеріал. Загалом серед проаналізованих нами 82 селекційних
ліній було ідентифіковано 30 зразків з мутаціями lpa1-1 та 36 — з lpa2-1. За-
стосована методика визначення алелів lpa1-1 та lpa2-1, які впливають на
вміст фітатів у зерні ячменю, уможливлює ефективний аналіз селекційних
ліній цієї культури, які будуть згодом залучені до створення досконаліших
сортів.

Ключові слова: Hordeum vulgare L., ячмінь, lpa-мутації, фітинова кислота,
фосфати, маркер-допоміжна селекція.

Ячмінь широко культивується в усьому світі, оскільки є джерелом со-
лоду для пивоварної галузі, кормів і продуктів харчування. Він має
відносно простий геном, розмір якого становить приблизно 4800
мільйонів пар нуклеотидів (пн) [1] та визначає його агрономічні й
технологічні характеристики. Серед генів, що були вивчені у культурі
ячменю, особливий інтерес становлять гени lpa (low phytic acid), які
впливають на рівень накопичення фітатів у зернівках. Фітинова кис-
лота (міо-інозитол-1,2,3,4,5,6-гексакісфосфат) [2] є основною фор-
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мою зберігання фосфору в зерні злаків і містить 65—85 % його за-
гальної кількості [3]. У формі солей фітатів вона має сильні деміне-
ралізувальні властивості і здатна не тільки блокувати всмоктування й
засвоєння мінералів, що надходять разом з їжею, а й вимивати з ор-
ганізму вже наявні запаси кальцію, магнію, заліза, міді та цинку.

У зв’язку з цим для селекції багатьох зернових культур низький
вміст фітинової кислоти став бажаною ознакою. Мутанти з низьким
її вмістом були отимані у результаті хімічного впливу або гамма-оп-
ромінення для кількох основних сільськогосподарських культур,
включно ячмінь [6], рис (Oryza sativa L.) [7, 8, 9], пшениця (Triticum
aestivum L.) [10], кукурудза (Zea mays L.) [11—13], соя (Glycine max (L.)
Merr.) [14—15] та квасоля (Phaseolus vulgaris L.) [16].

Крім того, органічний фосфор, який накопичується у формі
фітатів у зерні ячменю і не засвоюється людським організмом, тва-
ринами з однокамерним шлунком і птицею, виводиться назовні в
процесі травлення, що спричинює шкоду навколишньому середови-
щу, зокрема збільшенню забруднення цим елементом водойм та орних
земель. Зважаючи на проблематику екологічної безпеки, важливою є
селекція сортів, які містять мінімальний рівень фітатів. Голозерний
ячмінь з мутаціями генів lpa істотно сприяє поліпшенню біодоступ-
ності мінерального фосфору та зниженню накопичення органічних
фосфатів у навколишньому середовищі.

Тому метою нашої роботи була розробка методики визначення
алелів lpa1-1 та lpa2-1, що впливають на вміст фітатів у зерні ячме-
ню, для ефективного аналізу селекційних ліній цієї культури, які бу-
дуть згодом залучені до створення досконаліших сортів

Методика

В якості донорів мутацій lpa використовувалися мутантні лінії з lpa
генотипами. Зразок ярого голозерного дворядного ячменю — зареєс-
трований сорт CDC Lophy (lpa3-1), надісланий нам професором
Brian Rossnagel (University of Saskatchewan, Crop Development Centre,
Saskatoon, Canada). Зразки ярого плівчастого дворядного ячменю
Jersey (Нідерланди) та ярого плівчастого дворядного ячменю
Abyssinian 1105 (Ефіопія) з чорним зерном отримані з колекції Iнсти-
туту рослинництва ім. В.Я. Юр’єва—Національного центру генетич-
них ресурсів рослин України.

Схрещування проводили з ярим голозерним ячменем сорту Ахіл-
лес, внесеним до Державного реєстру сортів рослин, придатних для
поширення в Україні, добре адаптованим до умов вирощування на
півдні України. Вибірка агрономічно найпривабливіших рослин з
селекційної популяції особин третього покоління, яка розщеплю-
валася, була залучена до даного дослідження. Рослини ячменю виро-
щували за польових умов Одеської області на території Селекцій-
но-генетичного інституту—Національного центру насіннєзнавства та
сортовивчення НААН України.

Загальну ДНК виділяли з трьох зернин, взятих з одного колоса,
ЦТАБ (гексадецилтриметиламонію бромід) експрес методом, який
передбачає використання лізувального буфера для якісного переве-
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дення ДНК в розчин [17, 18]. Після очищення ДНК перевіряли
якість отриманої ДНК методами горизонтального електрофорезу в
агарозному гелі [19] та спектрофотометричного вимірювання кон-
центрації ДНК. Зразок готували наступним чином: в пробірку вноси-
ли 95 мкл деіонізованої води Milli-Q (Merck Millipore), додавали 5 мкл
препарату загальної ДНК і перемішували. Контролем слугував 5 мкл
ТЕ буфер рН 8,0. Концентрацію дослідного зразка вимірювали на
фотометрі КФК-3-01 (ЗОМЗ) згідно з інструкцією виробника.
Відповідно до отриманих даних здійснювали розведення зразка за-
гальної ДНК до 30 нг/мкл.

Реакційні суміші для проведення ПЛР включали: по 0,5 мкл
10 мкМ специфічних праймерів для відповідної реакції, по 2 мкл бу-
фера для ПЛР 10 Reaction Buffer B (Solis BioDyne), по 2 мкл 1 мМ
Cresol, 60 % Sucrose (Solis BioDyne), по 1,6 мкл 25 мМ MgCl2 (Solis
BioDyne), по 2 мкл 2 мМ кожного дезоксирибонуклеотид-3-фосфата
(Thermo Fisher Scientific), 0,5 од. полімерази FIREPol DNA Poly-
merase (Solis BioDyne), 30 нг загальної ДНК і деіонізовану воду Milli-Q
до кінцевого об’єму 20 мкл. Праймери синтезовані фірмою Меtаbіоn
(Німеччина) (табл. 1). Вони зберігалися у вигляді робочих розчинів
концентрацією 10 мМ у стерильному ТЕ буфері (рН 8,0) за темпера-
тури —20 °С.

Програма ампліфікації на обидва локуси була така: денатурація
94 °С — 4 хв, 34 цикли: денатурація 94 °С — 30 с, ренатурація 56 °С —
30 с, елонгація 72 °С — 30 с, завершення елонгації 72 °С — 5 хв.
Кінцева концентрація праймерів у реакції становила 0,5 мкМ [2].

Продукти ампліфікації ДНК ідентифікували електрофоретич-
ним розділенням у 1,2 % агарозному гелі із залученням етидій
броміду як фарбувального реагенту. Мутацію lpa1-1 у локусі іден-
тифікували за наявністю амплікону завдовжки 650 пн, а наявність
амплікону розміром 270 пн вказувала на мутацію lpa2-1. Для визна-
чення розміру продуктів ампліфікації використовували ДНК-маркер
GeneRuler DNA Ladder Mix (Thermo Fisher Scientific, США). Напру-
гу на електродах налаштовували залежно від розміру камери для
електрофорезу (від 3 до 7 В/см), а час проведення електрофоретич-
ного аналізу тривав від 30 хв до 2 год залежно від розмірів очікува-
них ампліконів.

Результати електрофорезу візуалізували за допомогою джерела
УФ-світла (LKB Transilluminator 2011 Macrovue, Швеція) та докумен-
тували фотоапаратом Canon EOS 600D. Отримане зображення оброб-
ляли графічним редактором GIМР і застосунком Microsoft
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ТАБЛИЦЯ 1. ДНК-маркери, використані для проведення ПЛР [5] 

Назва 
маркера Нуклеотидна послідовність праймера Розмір очікуваного 

амплікону, пн Локус 

MSU21 5'–TGGTCTTTCATGTACCTACC–3' 
5'–TGTGTCATCAAGCACAACCA–3' 

650 lpa1-1 

Bmag120 5'–ATTTCATCCCAAAGGAGAC–3' 
5'–GTCACATAGACAGTTGTCTTCC–3' 

270 lpa2-1 

 



PowerPoint.

Результати та обговорення

Ген lpa вперше був ідентифікований у Arabidopsis thaliana в 2002 р., а
подальші дослідження показали, що він також наявний і в інших ви-
дах рослин, включно рис, кукурудзу, інші злакові та томати [4, 5]. У
низці праць було докладно охарактеризовано вплив мутантних lpa-
локусів на вміст у зерні ячменю органічного й мінерального фосфо-
ру [3, 20—22] (табл. 2). Наявність мутантних генів lpa вказує на низь-
кий вміст зв’язаного (органічного) фосфору, що не може
засвоюватись організмом людини, та підвищений вміст доступного
(мінерального) фосфору [3]. Мутації lpa1-1 і lpa2-1 були маповані на
хромосомах 2H і 7H відповідно, а їх наявність приводить до змен-
шення вмісту фітинової кислоти в насінні до 50 і 70 %, відповідно
[6].

Культури з низьким вмістом фітатів є цінними для покращення
процесів харчування, оскільки роблять важливі мінерали до-
ступнішими для засвоєння організмами людини та тварин. Наявність
генотипів lpa у культурі ячменю може впливати на його агрономічні
показники, зокрема призводить до зниження врожайності та розміру
насіння [23]. Тому ідентифікація мутацій lpa1-1 та lpa2-1 у се-
лекційних лініях ячменю є вкрай важливою. Мутація lpa1-1 була
однією з перших ідентифікована за обробки насіння ячменю сорту
Harrington азидом натрію.

У наших дослідженнях для ідентифікації мутації lpa1-1 було про-
аналізовано 82 селекційні лінії ячменю. За результатами проведених
полімеразних ланцюгових реакцій та електрофоретичного визначен-
ня продуктів ампліфікації ДНК ячменю у частини зразків спос-
терігався прояв двох ампліконів (рис. 1, доріжки 9, 12, 14) завдовжки
приблизно 500 та 650 пн, що пов’язано з розщепленням та гетерози-
готним станом гена. Зразки, представлені на доріжках 3, 5—8, харак-
теризувалися гомозиготним станом гена lpa1-1.

Відомо, що ячмінь є хорошим джерелом дієтичної клітковини,
мінералів та вітамінів. Ген lpa2-1 впливає на експресію декількох
ключових ферментів, що беруть участь у синтезі клітковини, включно
целюлозу та геміцелюлозу. Ті самі 82 селекційні лінії ячменю було
проаналізовано також на наявність мутації lpa2-1. Типова електрофо-
реграма наведена на рис. 2. Результати проведених досліджень
підтвердили існування гомозиготного (див. рис. 2, доріжка 10) та ге-
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ТАБЛИЦЯ 2. Вплив мутантних lpa-локусів на вміст у зерні ячменю органічного та
мінерального фосфору [20—22]

Мутація,
локус

Локалізація на
хромосомі Вплив на вміст фосфору

lpa1-1
М422

2Н Знижує на ~50 % вміст фітину, еквівалентно підвищує
вміст мінерального фосфору. На ~15 % знижує вміст

загального фосфору

lpa2-1
М1070

7Н Знижує на ~50 % вміст фітину, еквівалентно підвищує
вміст мінерального фосфору



терозиготного стану (див. рис. 2, доріжки 2, 3, 8, 9) гена lpa2-1. Зер-
нівки дикого типу виявляли амплікон завдовжки приблизно 250 пн
(див. рис. 2, доріжки 4—7).

Наявність мутації у локусі lpa1-1 ідентифікували за наявністю
ампліконa завдовжки 650 пн. Серед досліджених рослин F3 носіями
мутації lpa1-1 виявились 30 рослин (36,6 %), наявність гетерозигот-
ного стану спостерігалося у 7 зразках (8,5 %). Наявність мутації у ло-
кусі lpa2-1 ідентифікували за наявністю ампліконa завдовжки 270 пн.
Серед досліджених рослин мутантними за lpa2-1 виявились 36 зразків
(43,9 %), гетерозиготність локусу спостерігалася у 10 зразках (12,2 %)
(табл. 3).

Отже, у дослідженій селекційній популяції зберігався ще досить
високий рівень гетерозиготності генотипів. Тому одна зернівка з
кожної рослини, що була взята для аналізу методом ПЛР, є репре-
зентативною лише для гомозиготних рослин, і не є такою для рослин
гетерозиготних за мутацією. Однак проведене тестування значної
кількості досліджуваних зразків все ж відображає загальну картину,
яка має місце в експериментальній популяції рослин.
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Рис. 1. Електрофореграма продуктів ампліфікації ДНК зразків ячменю з маркером
MSU21 для виявлення мутації lpa1-1:

1 — контроль, ампліфікація з ТЕ буфером, без додавання ДНК; 2 — позитивний контроль (сорт
Lophy); 3—14 — дослідні зразки, М — маркер молекулярної маси GeneRuler DNA Ladder Mix
(Thermo Fisher Scientific, США)

Рис. 2. Електрофореграма продуктів ампліфікації ДНК зразків ячменю з маркером
Bmag120 для виявлення мутації lpa2-1:

1 — контроль (ампліфікація з ТЕ буфером, без додавання ДНК), 2—10 — дослідні зразки, 11 —
позитивний контроль (сорт Lophy); М — ДНК-маркер GeneRuler DNA Ladder Mix (Thermo Fisher
Scientific, США)
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Таким чином, за результатами проведених молекулярно-генетич-
них аналізів 82 селекційних ліній установлено, що 36,6 % із них бу-
ли носіями локусу lpa1-1 та 43,9 % — локусу lpa2-1. Залучення чи
спонтанної зміни алельних станів даних локусів у колекційних сор-
тах ячменю детектовано не було. Показано, що застосовані методи-
ки ідентифікації lpa-мутацій, котрі впливають на вміст фітатів у зерні
голозерного ячменю, дають змогу аналізувати та ідентифікувати рос-
лини з бажаними мутаціями. Відібрані генотипи будуть надійно й
оперативно використані у подальшій селекційній роботі.
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Phosphorus contained in cereal grains is by 65—85 % in the form of phytic acid and its salts.
Mutations in lpa genes lead to a decrease in the content of myo-inositol-1,2,3,4,5,6-hexak-
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isphosphates in seeds, that play in favor of the assimilation of mineral elements (phospho-
rus, iron, zinc and others) by the human organism. That why it is so important to identify
in barley (Hordeum vulgare L.) breeding lines lpa mutations that affect the level of phytates
accumulation in grain. For this aim, we used DNA isolation method (CTAB method), DNA
electrophoresis in agarose gel, and polymerase chain reaction (PCR). Developed marker sys-
tems for identification of lpa1-1 and lpa2-1 mutations allowed efficient analysis of breeding
material. In total, 30 samples with lpa1-1 and 36 — with lpa2-1 mutations were identified
among the 82 breeding lines. The applied method of detecton lpa1-1 and lpa2-1 mutations,
which affect the content of phytates in barley grains, allowed us to find promising genotypes,
which will be used in future crossings.

Key words: Hordeum vulgare L., barley, lpa mutations, phytic acid, phosphates, marker-
assisted selection.

ORCID

В.Б. КАТРIЙ — Vladyslav Katrii https://orcid.org/0000-0003-4034-3270

Л.Г. ВЕЛИКОЖОН — Liudmyla Velykozhon https://orcid.org/0000-0002-5935-9363

Л.В. СЛИВКА — Людмила Сливка https://orcid.org/0000-0001-6133-4395

О.I. РИБАЛКА — Oleksandr Rybalka https://orcid.org/0000-0003-0103-1012

Б.В. МОРГУН — Bogdan Morgun https://orcid.org/0000-0001-7041-6894

149

IДЕНТИФIКАЦIЯ МУТАЦIЙ ГЕНIВ lpa У ЗЕРНIВКАХ ЯЧМЕНЮ 

ISSN 2308-7099 (print), 2786-6874 (online). Фізіологія рослин і генетика. 2023. Т. 55. № 2


