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KASP-ГЕНОТИПИРОВАНИЕ ЛОКУСОВ, АССОЦИИРОВАННЫХ С ПРИЗНАКОМ 
«МАССА 1000 ЗЕРЕН» МЯГКОЙ ПШЕНИЦЫ (TRÍTICUM AESTÍVUM L.)

Аннотация. С использованием технологии KASP определен аллельный состав локусов TaTGW6-A1, TaGASR7-A1, 
TaCKX6-D1, TaGs3-D1, ассоциированных с признаком «масса 1000 зерен», у 25 сортов и сортообразцов мягкой яро-
вой пшеницы белорусской и зарубежной селекции. Подобраны аннотированные ДНК последовательности для моде-
лирования и синтеза праймеров KASP. Показано, что исследованные генотипы несут как благоприятные аллели, ас-
социированные с увеличением массы 1000 зерен, так и аллели, оказывающие негативное влияние на исследуемый 
признак. Выделено 6 образцов пшеницы белорусской селекции, несущих комплекс аллелей, положительно коррели-
рующих  со значением массы 1000 зерен: сорт Весточка-17, сортообразцы Э-2318, Э-2263, Э-2298, Э-1569, Э-2695.
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Abstract. Using the KASP technology, the allelic composition of TaTGW6-A1, TaGASR7-A1, TaCKX6-D1, and TaGs3-D1 
loci associated with the 1000-grain weight trait was identified in 25 varieties and variety accessions of the common wheat  
of Belarusian and foreign breeding. Annotated DNA sequences were selected for modeling and synthesis of KASP primers.  
It was demonstrated that the examined genotypes had carried both favorable alleles associated with 1000-grain weight, and 
the alleles producing a negative effect on the trait under study. Six wheat accessions of Belarusian breeding were identified. 
They carried a complex of alleles positively correlating with the 1000-grain weight trait: variety Vestochka-17, accessions 
E-2318, E-2263, E-2298, E-1569, and E-2695.
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Введение. Один из подходов в современной селекции растений – идентификация в селекци-
онном материале генов, отвечающих за хозяйственно важные признаки. Генотипическая харак-
теристика селекционного образца является частью практически каждого эксперимента, связан-
ного с направленным отбором растений. Понимание функций генов и доступ к полногеномным 
последовательностям ДНК открыли новые аспекты для улучшения сельскохозяйственных куль-
тур [1]. В основе маркирования генов, идентификации их различных аллельных вариантов и раз-
работки технологий ускоренного и направленного отбора исходного и селекционного материала 
лежит полиморфизм ДНК (маркер-ассоциированная и геномная селекция). Аллельные вариации 
в геноме одного и того же вида можно разделить на три основные группы: различия в количе-
стве тандемных повторов в определенном гене, сегментные вставки/делеции и однонуклеотид-
ные полиморфизмы [2]. К настоящему времени разработано множество молекулярных маркеров 
для обнаружения полиморфизмов, возникающих в результате этих трех типов генетических из-
менений. Маркеры однонуклеотидного полиморфизма (SNP – Single Nucleotide Polymorphism) 
оказались наиболее универсальными и распространенными формами генетической изменчиво-
сти среди особей одного и того же вида [3]. Хотя SNP менее полиморфны, чем маркеры SSR, из-
за своей диаллельной природы, они компенсируют этот недостаток тем, что являются многочис-
ленными, повсеместными и поддающимися автоматизации при генотипировании с высокой 
пропускной способностью. 

Конкурентная аллель-специфическая ПЦР (KASP – Kompetitive Allele Specific PCR) считает-
ся эталоном для генотипирования SNP для целей селекции из-за высокой производительности, 
чувствительности, специфичности, сравнительно низкой стоимости и простоты использования 
[4]. Технология позволяет проводить биаллельную оценку однонуклеотидных полиморфизмов,  
а также вставок и делеций в определенных генах. Ключевое свойство технологии KASP – ис-
пользование системы детекции на основе FRET-кассет (Fluorescence Resonant Energy Transfer).  
В реакции KASP применяются аллель-специфичные праймеры с заданной концевой последова-
тельностью, которые соответствуют одной из двух FRET-кассет: один меченый красителем 
FAM, другой – HEX. Распознавание биаллельных полиморфизмов осуществляется за счет кон-
курентного связывания двух аллель-специфичных прямых праймеров. Технология KASP-гено-
типирования имеет существенные преимущества в стоимости, и, в сочетании с микрообъемами 
реакционной смеси, представляет собой исключительно точное, гибкое и экономичное решение 
для генотипирования и, следовательно, может широко использоваться в селекционной практике.

Многочисленные исследования по разработке функциональных маркеров KASP и создание 
соответствующих баз данных сделало их легко доступными для использования в маркер-ассо-
циированной селекции растений [5; 6]. В частности, за последнее десятилетие разработано мно-
жество функциональных маркеров KASP для генотипирования аллельных вариаций, которые 
ассоциированы с экономически важными признаками пшеницы [4; 7; 8]. Технология KASP весь-
ма эффективна для мягкой пшеницы, поскольку среди злаков геном пшеницы оценивается как 
один из наименее полиморфных.

Признак «масса 1000 зерен» является одним из основных количественных показателей, опре-
деляющих урожайность пшеницы. Он позволяет оценить содержание запасных питательных ве-
ществ в зерне, а также рассчитать оптимальную норму посева. Данный показатель находится 
под контролем различных генов, контролирующих как морфометрические параметры (длина, 
ширина и толщина зерновки), так и активность различных ферментов растений, в частности, 
ключевых энзимов, участвующих в углеводном обмене. Ряд локусов, связанных с массой зерна  
и урожайностью у пшеницы, являются ортологами генов риса. Эти локусы обеспечивают гене-
тическую основу для накопления благоприятных аллелей, лежащих в основе признака «масса 
1000 зерен» [9]. К генам, контролирующим массу 1000 зерен, относятся, в частности, TaTGW6-A1, 
TaGASR7-A1, TaCKX6-D1, TaGs3-D1. Установлено, что определенные SNP, инсерции и делеции  
в последовательностях этих генов оказывают значительное влияние на активность кодируемых 
ими ферментов, и, как следствие, величину параметра «масса 1000 зерен» [10]. Проведение 
KASP-генотипирования пшеницы по генам, ассоциированным с признаком «масса 1000 зерен»  
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с целью выявления генотипов с благоприятными аллелями и включения их в систему скрещива-
ний, позволит ускорить получение высокоурожайных сортов пшеницы. 

Цель данной работы состояла в изучении аллельного состава локусов, ассоциированных  
с признаком «масса 1000 зерен», у сортов и сортообразцов мягкой яровой пшеницы с использо-
ванием высокопроизводительной технологии KASP для ускоренного выявления новых доноров 
и селекционно ценных форм.

Материалы и методы исследования. Материалом для исследований служили 25 сортов  
и сортообразцов мягкой яровой пшеницы белорусской и зарубежной селекции (табл. 1), предо-
ставленные РУП «Научно-практический центр НАН Беларуси по земледелию».

Т а б л и ц а 1. Генотипы мягкой яровой пшеницы, исследуемые по аллельному составу генов,  
ассоциированных с признаком «масса 1000 зерен»

T a b l e 1. Common wheat genotypes studied according to the allelic composition of genes associated  
with the 1000-grain weight trait

Сорт 
Variety

Сортообразец 
Variety sample

KWS Akvilon Э-2334 Э-2946 Л. 19
KWS Sunny Э-2318 Э-2925
Kitri Э-1665 Э-2695
Toccata Э-2263 Э-2911
Любава Э-2298 Э-2810
Вена Э-1420 Э-2518
Весточка-17 Э-1569 636/17
Зорка Э-2492 Л. 15-77

Выделение ДНК у пшеницы проводили из пяти индивидуальных зерновок стандартным  
фенол-хлороформным методом [11]. Отбирали зерновки, типичные для конкретного образца. 
Анализ качества и количества выделенной ДНК проверяли в 1 %-ном агарозном геле, а также  
с использованием спектрофотометрии. Концентрацию ДНК определяли на спектрофотометре 
N50-Touch (Implen, Германия).

KASP-генотипирование образцов проводили по четырем локусам, влияющим на признак 
«масса 1000 зерен» (табл. 2).

Т а б л и ц а 2. Локусы, ассоциированные с признаком «масса 1000 зерен» у пшеницы

T a b l e 2. Loci associated with the 1000-grain wheat trait

Локус 
Locus

Хромосома 
Chromosome

Белок // контролируемый параметр 
Protein // controlled parameter

TaTGW6-A1 3А ИУК-гликозилгидролаза // масса зерна
TaGASR7-A1 7А Сигнальный белок Snakin/GASA // длина зерновки и масса зерна
TaCKX6-D1 3D Цитокиноксидаза/дегидрогеназа // размер зерновки
TaGs3-D1 7D Гетеротримерный G-белок сигнального комплекса // размер зерновки

Для определения аллельных вариантов отобранных генов методом KASP-генотипирования  
с использованием различных баз данных (GenBank, GrainGenes, Gramene, European Wheat 
Database) и литературных источников нами подобраны аннотированные ДНК последовательно-
сти для моделирования и синтеза KASP праймеров. 

ПЦР проводили в реакционной смеси объемом 10 мкл, содержащей следующие компоненты: 
30х KASP by Design Primer Mix (содержит аллель-специфичные праймеры: 3 KASP праймера, 
специальным образом синтезированных для анализа целевого участка с SNP или вставкой/деле-
цией (LGC Biosearch Technologies, Великобритания)) – 0,14 мкл; KASP Master mix LGC Biosearch 
Technologies (Великобритания) – 2х/5,0 мкл; ДНК исследуемых генотипов пшеницы 15–30 нг / 2 мкл, 
бидистиллированная вода – до конечного объема. Для проведения амплификации с детекцией  
в режиме реального времени программировали прибор CFX96 Real-time PCR Detection System 
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(Bio-Rad, США) следующим образом: 94,0 °C – 15 мин, [94,0 °C – 20 с, 61,0 °C – 60 с (–0,6 °С/ 
цикл)] – 10 циклов, [94,0 °C – 20 с, 55,0 °C – 60 с] – 26 циклов, шаг считывания флуоресцентного 
сигнала на 37 °C в течение 1 мин.

Пост-ПЦР (плавление ампликона) проводили в реакционной смеси объемом 20 мкл, включа-
ющей: ПЦР-смесь – 10 мкл, флуоресцентный интеркалирующий краситель EvaGreen 500 мкМ /  
0,05 мкл, бидистиллированную воду – 9,95 мкл. Условия плавления ампликона: 95,0 °C – 30 с; 
60,0 °C – 1 мин; повышение температуры с 65,0 до 95,0 °C с приращением в 0,5 °C/шаг и одновре-
менным считыванием флуоресцентного сигнала в канале FAM/SYBR в течение 10 с. Для каждо-
го гена установлена температура плавления ампликона. Вывод о накоплении специфического 
продукта ПЦР делали на основании анализа графиков плавления ампликона на пост-ПЦР ста-
дии: пик, характеризующий температуру плавления специфического ампликона для каждого 
гена, должен соответствовать определенной температуре, а интенсивность значения d(RFU) / dT 
(характеризует изменение уровня флуоресцентного сигнала с изменением температуры) должна 
быть не менее 300 ед.

Визуализацию результатов осуществляли с использованием программы CFX MaestroTM, 
BioRad. Результаты генотипирования оценивали на основании анализа 2D-графика аллельной 
дискриминации, на котором по оси X показаны стандартизованные данные финального уровня 
флуоресценции для первого флуорофора FAM (RFU1, относительные единицы флуоресценции), 
по оси Y – для второго флуорофора HEX (RFU2). 

На первом этапе исследования каждая проба представляла собой пул из ДНК пяти индиви-
дуальных растений одного генотипа. Если в результате генотипирования проба определялась 
как гетерозигота, проводили повторное генотипирование с использованием ДНК каждого инди-
видуального растения в отдельности. В зависимости от значений уровней флуоресценции RFU1 
и RFU2, а также от соотношения RFU1/RFU2 для каждого исследуемого образца пшеницы уста-
навливали определенный генотип.

Результаты и их обсуждение. Для выявления сортов и сортообразцов пшеницы, несущих 
благоприятные аллели генов, ассоциированных с признаком «масса 1000 зерен», проведено 
KASP-генотипирование исследуемых образцов по локусам TaTGW6-A1, TaGASR7-A1, TaCKX6-D1, 
TaGs3-D1.

Локус TaTGW6-A1 у пшеницы расположен на длинном плече хромосомы 3A и кодирует 
фермент ИУК-гликозил-гидролазу. Выявлено три SNP между сортами с более высокой и низкой 
массой 1000 зерен, которые в результате образуют два аллеля: TaTGW6-A1a и TaTGW6-A1b. 
Наличие аллеля TaTGW6-A1a коррелирует с увеличением массы 1000 зерен [12]. При генотипи-
ровании может быть определен генотип: G/G (благоприятный аллель TaTGW6-A1а, повышаю-
щий массу 1000 зерен), G/A (гетерозигота, несущая оба аллеля), A/A (неблагоприятный аллель 
TaTGW6-A1b, снижающий массу 1000 зерен). Среди исследуемых генотипов обнаружены как об-
разцы с генотипом G/G (аллель TaTGW6-A1а), так и образцы с генотипом A/A (аллель TaTGW6-A1b). 
Гетерозигот не выявлено. Благоприятный аллель TaTGW6-A1a несли 14 образцов: 4 сорта (Лю-
бава, KWS Akvilon, Вена, Зорка) и 10 сортообразцов (Э-2334, Э-2318, Э-2263, Э-1420, Э-1569, 
Э-2492, Э-2695, Э-2911, Э-2810, Э-2518) (рис. a).

Локус TaGASR7-A1 является гомологом гена GASR7 риса, связанного с длиной зерновки.  
У пшеницы располагается на хромосоме 7A, влияет как на длину зерновки, так и на массу 1000 зе-
рен. Описаны 2 основных гаплотипа (H1c и H1g), различающихся наличием либо отсутствием 
инсерции размером 1495 п. н. в 5′-проксимальной области в положении 124 п. н. перед стартовым 
кодоном. Гаплотип H1c коррелирует с большей длиной зерновки и увеличением массы 1000 зе-
рен [13]. Для каждого образца может быть определен генотип, несущий инсерцию размером  
1475 п. н. в 5′-проксимальной области (благоприятный гаплотип H1c, увеличивающий длину зер-
новки и повышающий массу 1000 зерен); генотип, несущий оба аллеля (гетерозигота); генотип,  
у которого отсутствует инсерция размером 1475 п. н. (неблагоприятный гаплотип H1g, уменьша-
ющий длину зерновки и снижающий массу 1000 зерен). 

Благоприятный гаплотип H1c нами выявлен у 14 генотипов: 4 сортов (KWS Sunny, Toccata, 
Kitri, Весточка-17) и 10 сортообразцов (Э-2318, Э-1665, Э-2263, Э-2298, Э-1569, Э-2946, Э-2695, 
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636/17, Л. 15-77, Л. 19). Неблагоприятный гаплотип H1g выявлен у 10 образцов. Сортообразец 
Э-1420 был неоднороден, что подтверждено отдельным генотипированием каждого индивиду-
ального растения. Четыре из пяти проанализированных индивидуальных растений несли инсер-
цию (гаплотип H1c), у одного растения она отсутствовала (гаплотип H1g). На 2D-графике  
аллельной дискриминации этот сортообразец представлен как гетерозигота (обозначен треу-
гольником) (рис. b).

Локус TaCKX6-D1 расположен на хромосоме 3D пшеницы. Мультигенные семейства генов 
CKX кодируют белки цитокининоксидазы/дегидрогеназы, которые регулируют содержание ци-
токининов в органах развивающихся растений. Подтверждено, что они играют важную роль  
в продуктивности растений. В зависимости от наличия/отсутствия делеции во втором интроне 
выделяют 2 аллеля TaCKX6-D1a и TaCKX6-D1b. Благоприятным аллелем, влияющим на увели-
чение массы 1000 зерен, является TaCKX6-D1a [14]. Для каждого образца может быть определен 
генотип, несущий делецию 18 п. н. (благоприятный аллель TaCKX6-D1a, увеличивающий массу 
1000 зерен); генотип, не несущий указанную делецию (неблагоприятный аллель TaCKX6-D1b, 
снижающий массу 1000 зерен), и генотип, несущий оба аллеля. В нашем исследовании не выяв-
лены образцы с благоприятным аллелем TaCKX6-D1a (рис. c).

Локус TaGs3-D1 также является гомологом гена риса, расположен на хромосоме 7D пшеницы 
и контролирует размер зерновки. Наличие SNP приводит к возникновению двух аллелей TaGs3-D1a 
и TaGs3-D1b. Благоприятным аллелем, влияющим на увеличение массы 1000 зерен, является  
аллель TaGs3-D1a [15]. При генотипировании для каждого образца может быть определен гено-
тип: G/G (благоприятный аллель TaGs3-D1а, увеличивающий размер зерновки и повышающий 

2D-график аллельной дискриминации: а – для однонуклеотидной замены G>A в локусе TaTGW6-A1;  
b – для наличия/отсутствия инсерции в локусе TaGASR7-A1; c – для наличия/отсутствия делеции в локусе 

TaCKX6-D1; d – для однонуклеотидной замены G>T в локусе TaGs3-D1

2D-diagram of allele discrimination: а – for single nucleotide substitution of G>A in the TaTGW6-A1 locus;  
b – for the presence/absence of insertion in the TaGASR7-A locus; c – for the presence /absence of deletion in the TaCKX6-D1 

locus; d – for single nucleotide substitution of G>T in the TaGs3-D1 locus

а b

с d
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массу 1000 зерен), G/T (гетерозигота), T/T (неблагоприятный аллель TaGs3-D1b, уменьшающий 
размер зерновки и снижающий массу 1000 зерен). Нами были обнаружены 2 образца с геноти-
пом G/G (благоприятный аллель TaGs3-D1а) – сорт Весточка-17 и сортообразец Э-2298. Ге-
терозигот не выявлено (рис. d).

В табл. 3 представлены суммарные данные по каждому локусу для отдельных сортов и сорто-
образцов.

Т а б л и ц а 3. Аллельный состав локусов, ассоциированных с признаком «масса 1000 зерен»,  
у сортов и сортообразцов яровой пшеницы белорусской и зарубежной селекции

T a b l e 3. Allelic composition of loci associated with the 1000-grain wheat trait in varieties of common wheat  
of Belarusian and foreign breeding

Сорт/сортообразец
Variety/Variety sample

Локус, ассоциированный с признаком «масса 1000 зерен»
Locus associated with the trait “mass of 1000 grains”

TaTGW6-A1 TaGASR7-A1 TaCKX6-D1 TaGs3-D1
Любава TaTGW6-A1a H1g TaCKX6-D1b TaGS3-D1b
KWS Akvilon TaTGW6-A1a H1g TaCKX6-D1b TaGS3-D1b
KWS Sunny TaTGW6-A1b H1c TaCKX6-D1b TaGS3-D1b
Kitri TaTGW6-A1b H1c TaCKX6-D1b TaGS3-D1b
Toccata TaTGW6-A1b H1c TaCKX6-D1b TaGS3-D1b
Вена TaTGW6-A1a H1g TaCKX6-D1b TaGS3-D1b
Весточка-17 TaTGW6-A1b H1c TaCKX6-D1b TaGS3-D1a
Зорка TaTGW6-A1a H1g TaCKX6-D1b TaGS3-D1b
Э-2334 TaTGW6-A1a H1g TaCKX6-D1b TaGS3-D1b
Э-2318 TaTGW6-A1a H1c TaCKX6-D1b TaGS3-D1b
Э-1665 TaTGW6-A1b H1c TaCKX6-D1b TaGS3-D1b
Э-2263 TaTGW6-A1a H1c TaCKX6-D1b TaGS3-D1b
Э-2298 TaTGW6-A1b H1c TaCKX6-D1b TaGS3-D1a
Э-1420 TaTGW6-A1a H1c/H1g TaCKX6-D1b TaGS3-D1b
Э-1569 TaTGW6-A1a H1c TaCKX6-D1b TaGS3-D1b
Э-2492 TaTGW6-A1a H1g TaCKX6-D1b TaGS3-D1b
Э-2946 TaTGW6-A1b H1c TaCKX6-D1b TaGS3-D1b
Э-2925 TaTGW6-A1b H1g TaCKX6-D1b TaGS3-D1b
Э-2695 TaTGW6-A1a H1c TaCKX6-D1b TaGS3-D1b
Э-2911 TaTGW6-A1a H1g TaCKX6-D1b TaGS3-D1b
Э-2810 TaTGW6-A1a H1g TaCKX6-D1b TaGS3-D1b
Э-2518 TaTGW6-A1a H1g TaCKX6-D1b TaGS3-D1b
636/17 TaTGW6-A1b H1c TaCKX6-D1b TaGS3-D1b
Л. 15-77 TaTGW6-A1b H1c TaCKX6-D1b TaGS3-D1b
Л. 19 TaTGW6-A1b H1c TaCKX6-D1b TaGS3-D1b

Анализ полученных результатов показал, что генотипы, несущие благоприятные аллели од-
них генов, ассоциированных с признаком «масса 1000 зерен», могут нести неблагоприятные ал-
лели по другим генам, контролирующим этот сложный количественный признак. Нами выделе-
но 6 образцов пшеницы белорусской селекции, несущих комплекс аллелей, положительно корре-
лирующих с признаком «масса 1000 зерен»: сорт Весточка-17, сортообразцы Э-2318, Э-2263, 
Э-2298, Э-1569, Э-2695.

Заключение. В связи с тем, что признак «масса 1000 зерен» определяет крупность зерна  
и вносит существенный вклад в урожайность яровой пшеницы, для создания новых сортов необ-
ходимо иметь источники, характеризующиеся высокой выраженностью этого признака. Уста-
новлено значительное количество локусов, ассоциированных с параметром «масса 1000 зерен»  
у пшеницы, позитивное или негативное влияние которых на конкретный морфометрический па-
раметр зависит от определенных изменений в структуре этих генов. 

Полученные нами данные позволили установить аллельный состав четырех локусов, ассоци-
ированных с признаком «масса 1000 зерен» у 25 сортов и сортообразцов мягкой яровой пшени-
цы белорусской и зарубежной селекции. Выделены образцы, несущие аллели, положительно 
коррелирующие с массой 1000 зерен. По локусу TaTGW6-A1 аллель TaTGW6-A1a, положительно 
влияющий на исследуемый признак, несли 14 образцов (сорта Любава, KWS Akvilon, Вена, 
Зорка, сортообразцы Э-2334, Э-2318, Э-2263, Э-1420, Э-1569, Э-2492, Э-2695, Э-2911, Э-2810, 
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Э-2518). По локусу TaGASR7-A1 благоприятный гаплотип H1c выявлен у 14 генотипов: 4 сортов 
(KWS Sunny, Toccata, Kitri, Весточка-17) и 10 сортообразцов (Э-2318, Э-1665, Э-2263, Э-2298, 
Э-1569, Э-2946, Э-2695, 636/17, Л. 15-77, Л. 19). По локусу TaGs3-D1 благоприятный аллель TaGs3-
D1а несли 2 образца – сорт Весточка-17 и сортообразец Э-2298. В итоге, выделено 6 образцов 
белорусской селекции, несущих комплекс аллелей, положительно коррелирующих с признаком 
«масса 1000 зерен» (сорт Весточка-17 и сортообразцы Э-2318, Э-2263, Э-2298, Э-1569, Э-2695).

Таким образом, KASP-генотипирование пшеницы по генам, ассоциированным с признаком 
«масса 1000 зерен», позволяет достаточно быстро и точно выявлять генотипы с благоприятными 
аллелями, что ускоряет отбор растений по целевым генам для включения их в систему скрещи-
ваний с последующей маркерсопутствующей селекцией и, в конечном итоге, создание новых вы-
сокоурожайных сортов.
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