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Выводы 
 На влияние низкой положительной температуры растения рекомбинантно-

инбредных линий озимой пшеницы реагируют, как правило, увеличением экспрессивно-
сти множественных молекулярных форм исследованных ферментов. Установлены корре-
ляционные связи между аллельным составом локусов Vrd1, Ppd-D1a, Rht8 и изменениями 
экспрессивности отдельных множественных форм ферментов. Реакция экспрессивности 
изоформ ферментов на влияние низкой температуры есть результат взаимодействия 
структурных генов ферментов с определенным аллельным составом локусов Vrd1, Ppd-
D1a, Rht8. 
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  Резюме 
Досліджували електрофоретичні спектри пероксидази, супероксиддисмутази, фено-

локсидази, цитохромоксидази і естераз в листках рекомбінантно-інбредних ліній F5 Оде-
ська 16/Безоста 1. На вплив низької позитивної температури в умовах осені рослини від-
повідають збільшенням експресивності значної частки форм досліджуваних ферментів. 
Зазначена реакція значною мірою залежить від алельного складу локусів, що вивчали. 

 
Исследовали электрофоретические спектры пероксидазы, супероксиддисмутазы, фе-

нолоксидазы, цитохромоксидазы и эстераз в листьях рекомбинантно-инбредных линий F5 
Одесская 16/Безостая 1. На влияние низкой температуры в условиях осени растения отве-
чают увеличением экспрессивности значительной части форм исследуемых ферментов. 
Такая реакция в значительной степени зависит от аллельного состава изучавшихся локу-
сов. 

 
The electrophoretic spectra of multiple molecular forms of peroxidase, superoxide desmu-

tase, phenoloxidase, cytochromoxidase and esterase in recombanant-inbred lines F5 Odesskay 
16/Bezostay 1. During autumn vernalization in the field some isoforms of enzyme increased 
their expression. Such reaction of the enzymes forms depends on allelic composition of locus 
Vrd, Ppd, Rht8. 
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ПОЛУЧЕНИЕ И АНАЛИЗ ЛИНИЙ МЯГКОЙ ПШЕНИЦЫ, СОДЕРЖАЩИХ ЕДИ-
НИЧНЫЕ ИНТРОГРЕССИВНЫЕ ФРАГМЕНТЫ ОТ TRITICUM TIMOPHEEVII. 

 
Мягкая пшеница T. aestivum L. является одной из важнейших сельскохозяйствен-

ных культур во всем мире. Для получения новых сортов пшеницы  традиционно исполь-
зовались близкородственные скрещивания, что привело к сужению генетического потен-
циала существующих сортов. Поэтому задача получения новых высокоурожайных и ус-
тойчивых к биотическим и абиотическим факторам сортов остается актуальной на протя-
жении многих десятилетий. Одним из способов расширения генетического разнообразия 
мягкой пшеницы является  привлечение генетического потенциала ее диких сородичей. К 
настоящему времени ряд генов устойчивости к грибным патогенам (листовая и стеблевая 
ржавчина, мучнистая роса и др.) перенесен от дикорастущих и культурных сородичей в 
геном мягкой пшеницы, таких как A. tauschii, T. dicoccoides, T. timopheevii. [1].  

Несмотря на успехи по созданию новых сортов методами традиционной селекции, 
этот процесс требует длительного времени. До последнего времени отбор генотипов с 
нужными свойствами проводился эмпирическим путем. Однако в настоящее для создания 
сортов с заданными свойствами используются молекулярно-генетические подходы. Раз-
работка молекулярных маркеров различного типа и создание насыщенных генетических 
карт важнейших сельскохозяйственных культур позволяет проводить направленный отбор 
нужных генотипов и маркировать нужные участки хромосомы и генетические локусы для 
их интеграции в сельскохозяйственную культуру. Использование молекулярных методов 
для направленного создания сортов с заданными свойствами и для контроля процессов на 
ранних этапах скрещивания называется селекцией с использованием молекулярных мар-
керов (“marker assisted selection”), или иными словами «молекулярной» селекцией. Такой 
подход дает возможность существенно сократить срок получения новых продуктивных и 
устойчивых сортов и гибридных линий. Работы с использованием метода «молекулярной» 
селекции стали развиваться только в последние годы, однако они апробированы при созда-
нии нужных генотипов, полученных при близкородственных скрещиваниях. Целью данной 
работы было использование методов «молекулярной» селекции для создания линий мяг-
кой пшеницы, содержащих единичные участки генома тетраплоидной пшеницы 
T. timopheevii. 

Материалы и методы  
Для получения интрогрессивных линий мягкой пшеницы, содержащих единичные 

фрагменты генома T. timopheevii, были использованы исходные гибридные линии 744 и 
832 (T. aestivum × T. timopheevii, 2n=42), Линии 744 и 832 были получены на основе сорта 
Саратовская 29 (С29), содержали 6 и 8 фрагментов интрогрессии соответственно и обла-
дали устойчивостью к бурой ржавчине [2]. Схема получения интрогрессивных линий 
представлена на рисунке 1. Геномную ДНК выделяли из молодых листьев индивидуаль-
ных растений согласно модифицированной методике Плашке с соавт. [3]. Для генотипи-
рования растений были использованы микросателлитные GWM и GDM маркеры, карти-
рованные в геноме мягкой пшеницы T. aestivum и тетраплоидной пшеницы T. timopheevii 
[5-6; Röder, неопуб. данные]. Процедура ПЦР (полимеразной цепной реакции) при ис-
пользовании праймеров, меченых флуорохромом, описана в статье Родер с соавторами [4]. 
При использовании меченого праймера М13 и немеченых праймеров к микросателлиным 
локусам применялась методика Хайдена с соавторами [5]. Разделение фрагментов ПЦР 
выполняли на автоматическом секвенаторе ABI3100 (Applied Biosystems) или на секвена-
торе ALFexpress (Amersham Biosciences) в 6% денатурирующем полиакриламидном геле. 
Размер фрагментов рассчитывали с помощью компьютерной программы Peak Scanner 
(Applied Biosystems) или программы Fragment Analyser 1.02 (Amersham Biosciences) отно-
сительно стандартных образцов ДНК известной длины. Флуоресцентная in situ гибриди-
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зация проводилась в соответствии с 
ранее опубликованной методикой 
[6]. С-окрашивание проводилось в 
соответствии с методикой, разрабо-
танной Бадаевой с соавторами [7].  

Результаты и обсуждение  
Гибридные линии 744, 832 и 

исходные родительские формы (С29 
и T. timopheevii) были предвари-
тельно проанализированы микроса-
теллитными (SSR) маркерами для 
определения хромосомной локали-
зации и величины фрагментов гено-
ма T. timopheevii. Участки интрог-
рессии были обнаружены в хромо-
сомах 1A, 2A, 3BL, 5AL, 5BL, 6B у 

744 линии и 1A, 1BL, 2AS, 2B, 3AL, 5AL, 5BL, 6BL у линии 832 [8]. Множественный ха-
рактер интрогрессий не позволял оценить влияние отдельных локусов от T. timopheevii на 
проявление различных количественных признаков мягкой пшеницы. Выбранные линии 
были скрещены с сортом Саратовская 29, затем двукратно им беккроссированы и 75 рас-
тений BC2F1 генотипированы микросателлитными маркерами. В популяции растений вто-
рого беккросса не было обнаружено гибридных растений, содержащих только один или 
два фрагмента генома T. timopheevi. На основании данных микросателлитного анализа по-
томства BC2F1 были отобраны генотипы, содержащие интрогрессивные фрагменты в раз-
личных сочетаниях. Отобранные растения были беккроссированы и самоопылены, в ре-
зультате чего была получена популяция BC3F3. 

178 растений BC3F3 были генотипированы 45-ю SSR маркерами. На данном этапе мы 
геноипировали только те хромосомы, в которых были обнаружены интрогрессии ранее 
при анализе родительских гибридных линий 744 и 832 и популяции BC2F1, а не весь ге-
ном. Число фрагментов интрогрессии в потомстве гибридных линий третьего бэккросса 
существенно сократилось (до 1-4) по сравнению BC2F1 гибридами. Анализ гибридных 
растений BC3F3 показал присутствие фрагментов интрогрессии в хромосомах 1A, 1BL, 2A, 
2B, 5BL и 6B. Большинство BC3F3 гибридов содержало два или три фрагмента генетиче-
ского материала T. timopheevii – 44,4% и 21,4%, соответственно. Число растений, несущих 
одиночные фрагменты составляло 24,7% (таблица 1).  

Поскольку в потомстве растений второго беккросса не были выявлены генотипы с 
одной и двумя вставками, а растения третьего беккросса содержали от одного до четырех 
интрогрессивных фрагмента от T. timopheevii, было сделано предположение, что опти-
мальной стадией для проведения микросателлитного анализа с целью отбора моноинсер-
ционных растений является потомство третьего беккросса. 

Из потомства BC3F3 нами были выбраны 42 растения, содержащие единичные фраг-
менты интрогрессии в хромосомах 1А, 2А, 2B, 5BL, 6B. Следует отметить, что среди гиб-
ридов, имеющих интрогрессивные фрагменты, есть как гомозиготные растения, несущие 
только аллели T. timopheevii, так и гетерозиготные, несущие аллели обоих родителей. 
Таблица 1. Оценка содержания фрагментов хромосом T. timopheevii у растений BC3F3. 

Число фраг-
ментов 

T. timopheevii в ге-
номе 

% растений со 
вставкой (от общего 
числа изученных 

растений) 

Число 
растений 

1 24,7% 44 
2 44,4% 79 
3 21,4% 38 
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4 6,7% 12 
0 2,8% 5 
  Всего=178 

 
Ранее было показано, что анализ микросателлитными маркерами не позволяет выяв-

лять все фрагменты хромосом, интрогрессированные в геном мягкой пшеницы. Это связа-
но с тем, что SSR-маркеры пока не картированы на концевых участках некоторых хромо-
сом [9]. Поэтому выбранные линии BC3F3 были проанализированы цитологическими ме-
тодами для уточнения характера замещения. С помощью in situ гибридизации с использо-
ванием зондов Spelt1 и pSC119.2 могут быть выявлены перестройки на хромосомах 2A, 
2B, 5BL [6]. С помощью С–окрашивания выбранных линий, которое оказалось более ин-
формативно, нам удалось выявить все перестройки генотипированные молекулярными 
маркерами. Дополнительных замещений выявлено не было. В процессе возвратного скре-
щивания были утеряны небольшие интрогрессии в хромосомах 3A, 3В и 5А, выявленные 
по одному-двум маркерам.  

Эти 42 линии BC3F3 были оценены в поле на проявление хозяйственно-ценных при-
знаков (устойчивость к листовой ржавчине, время цветения, высота растений, вес 1000 
зерен, число зерен в колосе). По результатам оценки признаков в полевых условиях были 
отобраны две линии, обладающие устойчивостью к листовой ржавчине (балл устойчиво-
сти 2 по шкале Майнса и Джексона) [10]. Ранее нами было проведенно картирование ге-
нов, контролирующих устойчивость к листовой ржавчине у интрогрессивных линий, 
имеющих множественные участки интрогрессий. С помощью SSR маркеров было показа-
но, что данный признак контролируется двумя локусами QLr.icg-5B и QLr.icg-2A, распо-
ложенными на хромосомах 5B и 2A, соответственно, которые являются независимыми и 
суммарно определяют около 80% проявления признака [11]. По результатам С-
окрашивания и молекулярного анализа две отобранные линии BC3 несут транслокацию в 
длинном плече хромосомы 5 (T5BS.5BL-5GL). Поэтому, можно предположить, что пере-
несенный фрагмент от T. timopheevii несет локус QLr.icg-5B, который определяет около 
78% проявления признака.  

Анализ влияния единичных фрагментов интрогрессии на другие хозяйственно-
ценные признаки пшеницы показал, что присутствие фрагментов хромосом 5G и 1Аt, в 
отличие от остальных замещений, в геноме мягкой пшеницы не оказывает негативного 
влияния на такие признаки как высота растения и вес зерна. В то время как присутствие 
фрагментов хромосом 2G T. timopheevii приводит к значительному снижению веса 1000 
зерен.  

Выводы 
Использование молекулярных маркеров, картированных в геноме мягкой пшеницы и 

в геноме T. timopheevii, позволило создать коллекцию линий, близких к изогенным, каж-
дая из которых содержит только один фрагмент интрогрессии от T. timopheevii. По резуль-
татам оценки в полевых условиях отобраны две линии, устойчивые к листовой ржавчине. 
Показано, что присутствие фрагментов хромосом 5G и 1Аt, в отличие от остальных заме-
щений, в геноме мягкой пшеницы не оказывает негативного влияния на такие признаки 
как высота растения и вес зерна. На основании полученных результатов было показано, 
что использование методов «молекулярной селекции» позволило существенно сократить 
время получения моноинсерционных линий. Созданная коллекция линий может быть ис-
пользована для изучения и картирования генов и QTL пшеницы и в селекционных про-
граммах. 
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Резюме 
Микросателлитные (SSR) маркеры были применены для генотипирования гибридов 

T. aestivum × T. timopheevii и для контроля передачи интрогрессированного материала в 
процессе возвратного скрещивания. Были получены линии мягкой пшеницы, содержа-
щие единичные интрогрессированные участки хромосом 1At, 2At, 2G, 5GL, 6G тетрап-
лоидной пшеницы T. timopheevii.  

 
Microsatellite (SSR) markers were used for T. aestivum × T. timopheevii hybrids genotyping 

and for the monitoring of transfer of an alien genetic material. The set of common wheat lines 
with T. timopheevii chromosomes 1At, 2At, 2G, 5GL, 6G single introgressive regions were ob-
tained. 
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