
БИОТЕХНОЛОГИЯ, СЕЛЕКЦИЯ И СЕМЕНОВОДСТВО

Известия ТСХА, выпуск 5, 2012 год

УДК 577.2:633.11

МОЛЕКУЛЯРНО-ГЕНЕТИЧЕСКИЙ АНАЛИЗ СОСТАВА 
ЗАПАСНЫХ БЕЛКОВ В ОБРАЗЦАХ КОЛЛЕКЦИИ 

ПШЕНИЧНО-ПЫРЕЙНЫХ ГИБРИДОВ*

М.Г. ДИВАШУК1, П.Ю. КРУПНЫ1, М.С. БАЖЕНОВ3, М.В. КЛИМУШИНА1,
В.И. БЕЛОВ2, Е.В. СЕМЕНОВА2, Г.И. КАРЛОВ1

(' РГАУ-МСХА имени КА. Тимирязева,
2 Главный ботанический сад имени Н.В. Цицина РАН)

Цель исследования состояла в изучении генов запасных белков пырейного происхожде
ния у пшенично-пырейных гибридов (ППГ). В работе использовали семена 26 форм пшенично- 
пырейных гибридов, полученных из коллекции отдела отдаленной гибридизации Главного бо
танического сада имени Н.В. Цицина РАН, созданных с участием пырея среднего и пырея 
понтийского. Анализ проводили с использованием следующих методов: полимеразная цепная 
реакция (ПЦР), SDS-PAGE электрофорез запасных белков, клонирование ПЦР-продукта, сек- 
венирование, BLAST-анализ. С помощью ПЦР выявлено 23 образца ППГ, несущих гены высоко
молекулярных глютен иное (ВМГ) пырейного происхождения. Методом белкового электрофо
реза показано, что минимуму 15 из 23 образцов эти гены экспрессируются. Это может быть 
связано как с «молчанием» генов, так и с тем, что экспрессирующиеся субъединицы ВМГ пы
рейного происхождения близки или идентичны по своему молекулярному весу к субъединицам 
ВМГ пшеницы, и при проведении одномерного электрофореза запасных белков их невозможно 
отличить друг от друга. У двух образцов ППГ (1670 и 197/2-l-2trs) гены высокомолекулярных 
глютенинов пырейного происхождения были клонированы и секвенированы. В результате 
были получены две отличающиеся нуклеотидные последовательности размером 1152 п.н. 
у образца 1670 и 1352 п.н. у образца 197/2-l-2trs. BLAST-анализ полученных сиквенсов показал 
родство к генам ВМГ Th. intermedium и Th. elongatum. Ген, выявленный у образца 1670, дает 
наибольшую гомологию и кластеризуется с геном ВМГ Th. intermedium, а ген, выявленный 
у 197/2-l-2trs, с геном, принадлежащим Lophopvrum elongatum (синоним Th. elongatum). Вы
явленные формы интересны как объект для изучения влияния пырейных ВМГ на клейковину, 
состав запасных белков и качество хлеба.

Ключевые слова: пшенично-пырейные гибриды, высокомолекулярные глютенины, сек- 
венирование, ПЦР, электрофорез белков.

Генетическая эрозия пшеницы требует привлечения новых генетических ре
сурсов с помощью отдаленной гибридизации. Отдельные виды пырея с различной 
геномной конституцией — пырей средний (Thinopyrum intermedium, 2n=42, JSJS),
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Созданные в России ППГ отличаются большим биоразнообразием и подроб
но охарактеризованы с точки зрения морфологии, биологии развития, агротехни
ки, а ряд наиболее перспективных образцов — с цитогенетической и молекулярно
генетической точек зрения [1-3].

Одним из недостатков ППГ как самостоятельной культуры являются низкие 
хлебопекарные качества. Существенным фактором, влияющим на качество хлеба, 
являются глютенины. Глютенины состоят из высокомолекулярных и низкомолеку
лярных (НМГ) субъединиц. Эти глютениновые субъединицы полимеризуются меж- 
молекулярными дисульфидными связями, которые играют главную роль в реологи
ческих свойствах теста пшеницы (упругость, растяжимость, эластичность, энергия 
теста, время его развития, стабилизации и начала разжижения).

В геноме ППГ одновременно могут находиться ВМГ как пшеницы, так и пы
рея. При этом влияние генов ВМГ различных видов пырея на качество может быть 
как положительным, так и отрицательным.

Большинство ВМГ, которые удалось обнаружить у отдаленных сородичей пше
ницы по размеру меньше, чем таковые у самой пшеницы [8, 9], а соответственно тео
ретически они могут оказывать не только положительное, но и отрицательное влия
ние на хлебопекарные качества. Поэтому прямая интрогрессия без предварительной 
оценки влияния на качества является нецелесообразной. Несколько ортологов ВМГ 
с новой структурной характеристикой были идентифицированные у видов Aegilops, 
Secctle, Hordeum и Pseudoroegneria [5, 10, 11, 15, 14]. Однако до настоящего време
ни всего лишь несколько работ было посвящено изучению аллельного состава ВМГ 
у многолетних сородичей пшеницы [13].

Наиболее оптимальным подходом для оценки и последующего переноса 
уникальных для пшеницы аллелей ВМГ от ее дикорастущих сородичей являют
ся ППГ. При использовании данных гибридов мы можем оценить влияние того 
или иного уникального для пшеницы аллеля ВМГ на хлебопекарные качества, что 
в случае выявления данного аллеля непосредственно у пырея сделать невозмож
но. Поддерживать и сохранять выявленный аллель в форме пшенично-пырейных 
гибридов намного проще, чем отслеживать его в популяциях пырея. Кроме того, 
ППГ сами являются мостиком для переноса ценных генов непосредственно в геном 
пшеницы.

Образцы изучаемой нами коллекции ППГ значительно отличаются друг от 
друга по хлебопекарным качествам. Выявление и изучение генов ВМГ у пырея 
и ППГ позволит понять взаимодействие генов пшеницы и пырея между собой, а так
же влияние их на качество хлеба.

Целью нашей работы было выявление уникальных компонентов и анализ за
пасных белков в образцах коллекции пшенично-пырейных гибридов.

30



Методика

В работе использовали следующий растительный материал: семена 26 форм 
пшенично-пырейных гибридов, полученных из коллекции отдела отдаленной гибри
дизации Главного ботанического сада имени Н.В. Цицина РАН: Останкинская, Зер
нокормовая 169, Истра 1, Отрастающая 38, 67trs, 98trs, 116trs, 197/2-l-2trs, 207/2trs, 
21 ltrs, 1405, 548, 12, 4082, 4015, 116, 1670, 237, 90, 33, 1689, 77, 1416, 2087, 5542, 
4056. В качестве контролей использовали семена сортов Московская 39, Миронов
ская 808, Безостая 1, Chinese spring, Новосибирская 67, Лютесценс 62.

Запасные белки выделяли из индивидуальных семян. Зерновку измель
чали и затем инкубировали в SDS-Tris-HCl буфере, содержащем 0,125 М Трис, 
2,75% SDS, 10% глицерина, 1 % ДТТ и 0,005% бромфеноловош синего в течение 1 ч 
при 70 °С, центрифугировали 10 мин и отбирали экстракт для электрофореза 
в объеме 20 ц1 [12].

Методом электрофореза SDS-PAGE белки разделяли в 12,5% полиакриламид
ном геле. Электрофорез проводили в буфере, содержащем 0,25 мМ Tris, 19,2 мМ гли
цин, 0,1 % додецилсульфат натрия в следующем режиме: 15 тА 60 мин.; 30 тА 4 ч. 
Окрашивали смесью Coomassie Brilliant Blue G-250 и R-250 [17].

ДНК выделяли из проростков по методу Bematzky и Tanksley, 1986 [6].
Для идентификации и последующего клонирования высокомолекулярных глю- 

тенинов использовали праймеры Р1 и Р2 [16].
Полимеразную цепную реакцию проводили на Tetrad 2 Peltier Thermal Cycler 

(Bio-Rad, США) при условиях рекомендуемых авторами праймеров; 25 мкл реакци
онной смеси содержали: IX Taq полимеразный буфер (Силекс, Москва), 1,0 U Taq 
ДНК полимеразы (Силекс, Москва), 200 цМ каждого dNTP (Promega), 0,2 цМ каж
дого праймера и 100-150 нг ДНК матрицы. Продукты ПЦР разделяли электрофоре
зом в 2%-м агарозном геле в трис-боратном буферном растворе (ТВЕ). В качестве 
маркера размеров использовали «100 bp Ladder» («Fermentas», Литва). Лигирование 
амплифицированной ДНК осуществляли в pGEM®-T Easy Vectors. Секвенирование 
осуществлялось с праймеров М13 на секвенаторе ABI-3130XL.

Результаты и их обсуждения

Для характеристики генов высокомолекулярных глютенинов у пшенично- 
пырейных гибридов нами использовались праймеры Р1 и Р2, разработанные на осно
ве нуклеотидной последовательности консервативных регионов на 5' и 3' концах от
крытых рамок считывания секвенированных последовательностей генов, кодирую
щих высокомолекулярные глютенины пшеницы [16]. Нами была проведена ПЦР с 
этими праймерами на ДНК образцов пшенично-пырейных гибридов, мягкой пшени
цы, пырея понтийского, пырея удлиненного и пырея среднего. В результате анализа 
всех вышеуказанных образцов можно выделить два типа фрагментов по их размеру: 
в диапазоне 1800-3000 п.н. (рис. 1, обозначены зелеными треугольными стрелками) 
и менее 1800 п.н. (рис. 1, обозначены зелеными стрелками).

У образцов пыреев амплифицировались ДНК-фрагменты обоих типов. У сор
тов мягкой пшеницы амплифицировались пять бэндов размером от 1800 до 3000 п.н. 
(см. рис. 1, дорожка 1, обозначены красными треугольными стрелками). Эти пять 
бэндов амплифицировались и у всех анализируемых ИНГ.

У ППГ кроме фрагментов пшеничного типа наблюдалась амплификация до
полнительных бэндов (см. рис. 1, табл. 1).
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Рис. 1. Электрофореграммы продуктов амплификации с праймеров Р1 
и Р2. Дорожки: 1 — мягкая пшеница Лютесценс 62, 2 — Останкинская,
3 — Зернокормовая 169, 4 — Истра 1,5 — Отрастающая 38,6 — 67trs, 
7 — 98trs, 8 — 116trs, 9 — 197/2-1-2trs, 10, 11 — 207/2trs, 12 — 211trs, 
13 — 1405, 14 — 548, 15-12, 16 — 4082, 17 — 4015, 18 — 116, 19-1670, 
20—237,21—90,22—33,23—1689,24,25—77,26,27—1416,28,29—2087, 
30 — 5542, 31 — 4056, M — маркер размеров. Обозначение бэндов 

стрелками см. в тексте

Т а б л и ц а  1
Амплификация дополнительных пырейных бэндов 

у образцов ППГ при ПЦР с праймерами Р1 и Р2

Размер 1800-3000 Менее 1800 п.н.
пыреиного 
бэнда, п.н. 2700 2500 1800 2700+2000 2500+2000 1500 1300 1100

Образец
ППГ

Зернокормовая 
169*, 207/2trs*, 

1405*, 4015*, 77, 
1416*, 4056

90* Остан
кин

ская*,
67trs*,

12*,
5542*

98trs* 116* Истра 1, 
116trs*, 
197/2-1- 

2trs*, 
211trs, 

548, 77, 
2087, 4056

33 1670*,
1689,
1416

* линии, показавшие наличие дополнительных компонентов на электрофорезе запасных белков 
(SDS-PAGE).

У образцов Останкинская, Зернокормовая 169, 67trs, 98trs, 207/2trs, 1405, 12, 
4015, 116, 90, 77, 1416, 5542, 4056 размер этих фрагментов находился в диапазоне от 
1800 до 3000 п.н. (рис. 1, обозначены зелеными треугольными стрелками). Образцы 
ППГ Зернокормовая 169, 207/2trs, 1405, 4015, 77, 1416 и 4056 имели дополнитель
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ный бэнд размером около 2700 п.н., при этом линии 77 и 1416 были полиморфны 
по наличию/отсутствию данного бэнда (см. рис. 1, дорожки 24-27). Линия 90 имела 
дополнительный бэнд размером около 2500 п.н. Образцы Останкинская, 67trs, 12 и 
5542 несли дополнительный бэнд размером около 1800 п.н. Линии 98trs и 116 несли 
по два дополнительных бэнда: линия 98trs — в районе 2700 п.н. и 2000 п.н., 116 — 
в районе 2500 п.н. и 2000 п.н.

У образцов Истра 1, 116trs, 197/2-l-2trs, 21 ltrs, 548, 1670, 33, 1689, 77, 1416, 
2087 были выявлены фрагменты меньше 1800 п.н. (рис. 1, обозначены зелеными 
стрелками). Бэнды размером приблизительно 1500 п.н. амплифицировались у Ис
тры 1, 116trs, 197/2-l-2trs, 21 ltrs, 548, 77, 2087, 4056. При этом линии 77 и 2087 были 
полиморфны по наличию/отсутствию данного бэнда. У линии 33 был обнаружен до
полнительный бэнд размером приблизительно 1300 п.н. У образцов ППГ 1670, 1689 
и 1416 дополнительные бэнды имели размер около 1100 п.н. Таким образом, линии 
77, 1416 несут бэнды двух типов: больше и меньше 1800 п.н.

Описанные нами дополнительные фрагменты, амплифицируемые на ППГ, не 
характерны для пшеницы и, вероятно, амплифицируются с последовательностей 
ДНК пырея.

У линий 21 ltrs и 207/2trs отсутствовал бэнд пшеничного типа размером 
2000 п.н. (см. рис. 1, дорожки 11, 12, обозначен красной стрелкой). Это может быть 
связано либо с делецией по данному локусу, либо с отсутствием соответствующей 
хромосомы пшеницы.

Таким образом, нами проанализировано 26 образцов ППГ, из которых у 23 вы
явлены фрагменты амплификации ДНК, характерные для генов высокомолекуляр
ных глютенинов пырейного происхождения. При этом наблюдался полиморфизм 
по размеру амплифицируемых фрагментов между изучаемыми линиями.

Гексаплоидная пшеница может содержать 6 различных высокомолекулярных 
субъединиц глютенина, однако «молчание» генов приводит к образованию различ
ных сочетаний субъединиц ВМГ — от 3 до 5 субъединиц у гексаплоидной мягкой 
пшеницы и от 1 до 3 — у твердой пшеницы. Следовательно, и выявленные нами гены 
ВМГ пырейного происхождения могут оказаться «молчащими» генами. Поэтому сле
дующим этапом нашей работы был анализ коллекции пшенично-пырейных гибри
дов различных этапов селекции с помощью метода электрофореза запасных белков 
(SDS-PAGE). Примеры SDS-анализа высокомолекулярных глютенинов у ППГ пред
ставлены на рисунке 2. Выявление уникальных запасных белков пшеницы проводи
лось путем анализа полученных результатов с образцами контролей (сорта Chinese- 
spring, Мироновская 808, Новосибирская 67, Московская 39). Так как в родословных 
почти всех линий использовалось несколько различных видов пырея, то определить, 
к какому виду пырея принадлежит тот или иной компонент запасных белков, не 
представляется возможным. Произвести сопоставление размеров уникальных ком
понентов непосредственно с запасными белками пырея также затруднительно ввиду 
его чрезвычайно высокой полиморфности. В связи с этим выявленные компонен
ты, которые отличались от компонентов пшеницы, нами отмечались как дополни
тельные.

В результате проведенного SDS-PAGE анализа было выявлено, что образцы 
Останкинская, Зернокормовая 169, 67trs, 98trs, 207/2trs, 1405, 12, 4015, 116, 90, 1416, 
5542, у которых амплифицировались дополнительные бэнды в диапазоне от 1800 
до 3000 п.н., также несут и компоненты субъединиц ВМГ, отличные по размеру от 
субъединиц ВМГ, свойственных пшенице. Среди образцов, показывавших амплифи
кацию дополнительных бэндов с праймерами на гены ВМГ меньше 1800 п.н., только
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у 116trs, 197/2-1 -2trs, 1670 были выявле
ны компоненты запасных белков, отлич
ные от пшеничных.

У образцов 4056, Истра 1, 21 ltrs, 
548, 33,1689,77,1416,2087 обнаружить 
дополнительные компоненты ВМГ не 
удалось. Это может быть связано как 
с «молчанием» генов, так и с тем, что 
экспрессирующиеся субъединицы ВМГ 
пырейного происхождения близки или 
идентичны по своей молекулярной мас
се к субъединицам ВМГ пшеницы, и 
при проведении одномерного электро
фореза запасных белков их невозможно 
отличить друг от друга.

Для изучения выявленных нами генов и подтверждения полученных нами 
результатов (о принадлежности дополнительных амплифицируемых бэндов к ге
нам ВМГ пырейного происхождения) нами были клонированы, трансформированы 
и секвенированы амплифицируемые с помощью пары праймеров Р1/Р2 дополни
тельные бэнды на образцах ППГ 1670 (размер около 1100 п.н.) и 197/2- l-2trs (размер 
около 1500 п.н.).

В результате были получены две отличающиеся нуклеотидные последователь
ности: 1152 п.н. у образца 1670 и 1352 п.н. у образца 197/2-l-2trs (рис. 3).

Рис. 3. Выравнивание нуклеотидных последовательностей, полученных на образцах 1670
(верхняя) и 197/2-1 -2trs (нижняя)
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Рис. 2. Одномерный электрофорез запасных 
белков пшенично-пырейных гибридов. Стрелка
ми обозначены уникальные для генома мягкой 
пшеницы запасные белки. 1 — Останкинская; 
2 — Истра 1; 3 — Отрастающая 38; 4 — Зерно

кормовая 169



Обе последовательности при BLAST-анализе показали высокую степень гомо
логии к генам высокомолекулярных глютенинов пырейного происхождения. Таким 
образом, эти данные полностью подтверждают, что дополнительно амплифицируе- 
мые с помощью праймеров Р1 и Р2 на ППГ бэнды относятся к генам ВМГ пырейно
го происхождения. Интересно отметить, что ген, выявленный у образца 1670, дает 
наибольшую гомологию и кластеризуется с геном ВМГ Th. intermedium, а ген, вы
явленный у 197/2-l-2trs, с геном, принадлежащим Lophopyrum elongatum (синоним 
Th. elongatum) (рис.4).

Рис. 4. Кластеризация (методом fast minimum evolution) генов ВМГ пырейного происхожде
ния, выявленных у образцов 1670 (а) и 197/2-1-2trs (б) (изучаемые гены выделены желтым

цветом)

Линии Останкинская, 12, 4015, 5542 по результатам многолетних испытаний 
в отдельные годы по ряду параметров (коэффициент седиментации, общая хлебопе
карная оценка и прочие показатели) приближаются к стандарту (Московская 39). Эти 
формы считаются перспективными для селекции на качество (неопубликованные 
данные). Вместе с тем нами было показано наличие дополнительных фрагментов 
амплификации ДНК, характерных для генов высокомолекулярных глютенинов пы
рейного происхождения, и дополнительных компонентов запасных белков на одно
мерном электрофорезе. Следовательно, данные формы интересны как объект для 
изучения влияния пырейных ВМГ на клейковину, состав запасных белков и качество 
хлеба.

В ходе проведения исследований нами были выявлены уникальные компонен
ты запасных белков у следующих линий: Останкинская, Зернокормовая 169, 67trs, 
98trs, 207/2trs, 1405, 12, 4015, 116, 90, 1416, 5542, 116trs, 197/2-l-2trs, 1670. При этом 
данные компоненты по своей абсолютной молекулярной массе были близки к вы
сокомолекулярным глютенинам мягкой пшеницы, что повышает вероятность их бла
гоприятного влияния на хлебопекарные качества пшеницы. С помощью праймеров, 
амплифицирующих целые гены высокомолекулярных глютенинов, нами проанали
зировано 26 образцов пшенично-пырейных гибридов, из которых у 23 выявлены 
фрагменты амплификации ДНК, характерные для генов высокомолекулярных глю
тенинов пырейного происхождения. При этом наблюдался полиморфизм по размеру 
амплифицируемых фрагментов между изучаемыми линиями. У двух образцов ППГ 
были клонированы и секвенированы гены высокомолекулярных глютенинов пырей
ного происхождения.
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MOLECULAR-GENETIC CHARACTERIZATION OF SEED STORAGE 
PROTEIN COMPOSITION IN PARTIAL WHEAT-WHEATGRASS HYBRIDS

M.G. DIVASHUK, P.YU. KRUPIN, M.S. BAZHENOV, M.V. KLIMUSHINA,
V.I. BELOV, E.V. SEMYONOVA, G.I. KARLOV

(RTSAU named after K.A. Timiryazev, Moscow, main botanical garden named 
after N.V. Tsitsin, Russian Academy of Sciences)

The aim of the paper is to study the genes of wheatgrass storage proteins in wheat-wheatgrass 
hybrids. The study was carried out using seeds of 26 lines of wheat-wheatgrass hybrids developed in 
the Department of Distance Hybridization of Tsitsin Main Botanical (Russian Academy of Sciences) 
using medium and ponticum wheatgrass. The analysis was performed using polymerase chain 
reaction (PCR), SDS-PAGE storage protein electrophoresis, PCR-product cloning, sequencing, 
and BLAST-analvsis. 23 wheat-wheatgrass hybrids with the genes of wheatgrass high-molecular
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(HAIW) glutenins have been detected. The expression of these genes at least in 15 of 23 lines has 
been shown using protein electrophoresis. It can result from either the “silence" of the genes or the 
similarity or identity of the expressed wheat and wheatgrass protein subunits in molecular weight, 
so, they cannot be distinguished with one-dimensional electrophoresis. Wheatgrass storage protein 
genes of two wheat-wheatgrass lines (1670 and 197/2-l-2trs) were cloned and sequenced. As a 
result, two different nucleic sequences ha\’e been described: 1152 b.p. for 1670 and 1352 b.p. for 
197/2-l-2trs. BLAST-analvsis of the sequences showed the relation of them to HAIW glutenin genes 
of Th. intermedium and Th. elongatum. The gene revealed in 1670 is clasterized with the HMW 
glutenin gene of Th. intermedium, and that of 197/2-l-2trs with Lophopvrum elongatum (svn. Th. 
elongatum). The found lines are interesting as an object to study the influence of wheatgrass HAIW 
glutenins on gluten, storage proteins compound and bread-making quality.

Key words: partial wheat-wheatgrass hybrids, high molecular weight glutenins, sequencing, 
PCR, protein electrophoresis.
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