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Адаптированы микросателлитные маркеры пшеницы для анализа генома пырея 
среднего и пырея удлиненного. В результате проведенных исследований из 37 маркеров 
пшеницы для анализа генома пырея среднего было адаптировано 29, для пырея удли
ненного — 32 маркера. В пшенично-пырейном гибриде Истра 1 для шести маркеров 
(Xgwm46, Xgwm340, Xgwm314, Xgwml56, Xgwm292, Xwmc221) показана амплификация 
фрагментов, характерных для пырея. Полученные результаты могут быть использова
ны для изучения геномов пырея среднего и пырея удлиненного, а также в селекционной 
работе с пшенично-пырейными гибридами.
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Промежуточные пшенично-пырейные гибриды (ППГ) — селекционный мате
риал, обладающий большим потенциалом [1, 9]. В своём геноме ППГ (2п=56) соче
тают 38-42 хромосомы пшеницы и 14-18 хромосом пырея [6]. При их получении ис
пользуют различные виды пырея разного уровня плоидности: понтийский (Thinopy- 
rum ponticum, 2п=70), средний (Th. intermedium, 2п=42), удлиненный (Th. elongatum 
2n=14). При этом у различных ППГ набор хромосом пырея отличается друг от друга 
и представляет собой уникальную комбинацию из хромосом пырея среднего, пырея 
понтийского или пырея удлиненного [3, 6].

Благодаря наличию пырейного субгенома ППГ обладают комплексной устой
чивостью к грибным и вирусным заболеваниям, высокой зимостойкостью и некото
рые из них — способностью отрастать после скашивания и многолетним образом 
жизни [1, 9]. Разные комбинации пырейных хромосом обеспечивают биоразнообра
зие форм, различающихся между собой по этим признакам. Таким образом, ППГ 
может служить как селекционным мостиком для переноса хозяйственно ценных при
знаков в геном пшеницы, так и модельным объектом для изучения взаимодействия 
пшеничного и пырейного геномов [8].

Из-за слабой молекулярно-генетической изученности геномов пырея возни
кают сложности при анализе ППГ. Использование молекулярных маркеров геномов 
пырея позволило бы картировать хозяйственно полезные признаки на пырейных хро
мосомах и направленно интрогрессировать их в хромосомы пшеницы, а также глуб
же понять взаимодействие геномов у отдалённых гибридов [2, 4, 7, 13].

Наиболее эффективными и полиморфными маркерами для молекулярной ха
рактеристики злаков являются микросателлитные маркеры (SSR). Они основаны на
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полиморфизме микросателлитиых повторов и продемонстрировали высокую эф
фективность при картировании генома пшеницы. В настоящее время разработано 
более 1500 маркеров для маркирования ее генома [10]. Разработка SSR-маркеров 
для малоизученных в молекулярно-генетическом плане видов является длитель
ным, трудоемким и затратным процессом. В качестве альтернативы в настоящее 
время успешно применяется так называемый перенос (transfer), или адаптация 
SSR-маркеров, созданных для родственных видов. Такой подход был успешно ис
пользован для нескольких SSR-маркеров генома пшеницы при изучении геномов 
видов пырея [15].

Цель данной работы — адаптация микросателлитиых маркеров пшеницы 
для изучения геномов пырея среднего и пырея удлиненного, а также пшенично- 
пырейного гибрида.

Материал и методы

В работе использовали ДНК пырея среднего (каталожный номер системы 
GRIN 401200, Иран), пырея удлиненного (каталожный номер системы GRIN 401007, 
Турция), пшенично-пырейного гибрида Истра 1 (Отдел отдалённой гибридизации 
ГБС РАН имени Н.В. Цицина).

ДНК выделяли СТАВ-методом из этиолированных проростков по методу 
Bematzky и Tanksley [5].

Выбранные для работы SSR-маркеры [11, 16] перечислены в таблице. ПЦР 
проводили при температуре отжига, рекомендованной в литературе [11] и в соот
ветствии с методикой Schuelke [12]. Первый раунд ПЦР заключался в синтезе 
ПЦР-продукта с использованием прямого (0,04 пкмоль/мкл) и обратного праймеров 
(0,16 пкмоль/мкл). Второй раунд ПЦР состоял в мечении полученного ПЦР-продукта 
при температуре отжига 53°С. Полученный продукт анализировали методом фраг- 
ментного анализа с помощью секвенатора ABI 3130x1 Genetic Analyzer (Applied 
Biosystems).

Результаты и их обсуждение

Первым этапом в работе был отбор микросателлитиых маркеров для даль
нейшего фрагментного анализа. Была проведена полимеразная цепная реакция с 
37 SSR-маркерами на образцах пшеницы, пырея и ППГ. После разделения фраг
ментов в агарозном геле отобрали 33 маркера, для которых наблюдался про
дукт амплификации при использовании ДНК диких сородичей (см. таблицу). Для 
маркеров Xgwm205, Xgwm264, Xgdm33, Xgwm44 не наблюдали амплификации на 
пырее удлинённом и пырее среднем, и они были исключены из дальнейшего фраг
ментного анализа.

В ходе фрагментного анализа было установлено, что зачастую с геномов пырея 
среднего, пырея удлиненного и пшенично-пырейного гибрида Истра 1 амплифици- 
руются фрагменты двух типов: микросателлитный тип (так называемая «гребенка») 
и немикросателлитный тип (монопик). В нашей работе при анализе полученных дан
ных мы учитывали лишь фрагменты, дающие амплификацию по микросателлитно- 
му типу (рисунок). Сравнение с фрагментами пшеницы осуществляли на основании 
литературных данных [10, 11, 16].

Адаптация микросателлитиых маркеров пшеницы для изучения генома пырея 
среднего и пырея удлиненного может найти широкое применение. SSR-маркеры мо-
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Фрагментный анализ продуктов амплификации SSR-маркера Xgdm8 (пырей средний и 
пырей удлинённый): красный —  маркер размеров, синий —  анализируемый фрагмент

гут быть использованы в филогенетических и популяционных исследованиях этих 
видов, а также при переносе хозяйственно полезных признаков в пшеницу [4, 7]. 
В результате проведенных нами исследований в геноме пырея среднего и пырея 
удлиненного следующие SSR-маркеры давали фрагменты микросателлитного типа: 
Xcfdl68, Xgdm8, Xgwm312, Xgwm325, Xgwm46, Xgwm340,Xgwm382, Xgwm642, 
Xbarc57, Xgwm341, Xgwm319, Xgwm397, Xgwml49, Xgwm335, Xgwm268, 
Xgwm484, Xgwml74, Xgwmll 1, Xgwm314, Xgwm232, Xgwm71, Xgwm52, Xgwml56, 
Xgwm292, Xgwm493, Xgwm538, Xwmcl70, Xwmc221, Xwmcl53. Кроме того, 
SSR-маркеры Xgwml57, Xgwm469 и Xcfd68 давали продукт только у пырея удли-
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ненного. Маркер Xgwm428 ни на пырее среднем, ни на пырее удлиненном фрагмен
тов не показал. Таким образом, из 37 SSR-маркеров генома пшеницы могут быть ис
пользованы 29 маркеров для анализа генома пырея среднего и 32 маркера для пырея 
удлиненного.

Успешные результаты по адаптации SSR-маркеров пшеницы для анализа 
геномов пырея позволили провести оценку их эффективности на модель
ном пшенично-пырейном гибриде Истра 1, полученном с участием различ
ных видов пырея и сортов пшеницы [1]. Сорт ППГ Истра 1 хорошо изучен с 
агрономической, ботанической, технологической и фитопатологической то
чек зрения. Кроме того, данный сорт получил подробную молекулярно
цитогенетическую характеристику пырейных хромосом [3]. У пырея средне
го, пырея удлиненного и Истры 1 среди продуктов ПЦР были отмечены фраг
менты, близкие по размеру к пшенице у следующих SSR-маркеров: Xcfdl68, 
Xgwm382, Xgwm642, Xgwm341, Xgwm319, Xgwm397, Xgwml49, Xgwm268, 
X gw m lll, Xgwm232, Xgwm71, Xgwm52, Xwmcl53. У SSR-маркеров Xgdm8, 
Xgwml57, Xgwm469 и Xgwm484 среди ампликонов наблюдались фрагменты, 
общие у пырея удлиненного, пшеницы и Истры 1. Так как данные микросател
литные маркеры среди фрагментов давали близкие по размеру к пшеничным, 
а полная родословная данного образца неизвестна, то при анализе ППГ нель
зя достоверно установить, амплифицируются они с пшеничного или пырейного 
геномов.

У микросателлитных маркеров Xgwm46, Xgwm340, Xgwm314, Xgwml56, 
Xgwm292 среди ампликонов были отмечены фрагменты, общие у пырея среднего, 
удлиненного и Истры 1, однако не встречающиеся у пшеницы (таблица, бэнды вы
делены жирным курсивом). Для маркераXwmc221 кроме основного (226 п.н.) нами 
было установлено наличие дополнительного пика у Истры 1 размером 229 п.н., 
который также встречался и у других ППГ, и у пырея понтийского, но отсутствовал 
у пшеницы. Маркер Xwmc221 ранее использовался для картирования пшенично- 
пырейной транслокации и давал полиморфизм по бэндам между пшеницей и пы
реем [4]. Маркер Xgwm325, согласно литературным данным, даёт специфичный 
в целом для пырейного генома бэнд размером 100 п.н. [15]. В нашей работе на Ист
ре 1 он не наблюдался, однако был отмечен на пырее среднем и пырее удлиненном 
(см. табл.).

Таким образом, нами было выявлено 6 микросателлитных маркеров, дающих 
фрагменты у пырея среднего и/или удлиненного и Истры 1, отсутствующие у пшени
цы. Так как различные ППГ отличаются друг от друга составом пырейных хромосом, 
данная группа маркеров может быть использована при оценке разнообразия пырей
ного генома в коллекциях ППГ, а также при проведении селекционных скрещива
ний с целью отслеживания передачи хромосом пырея. Эти маркеры локализованы 
на всех семи гомеологичных группах пшеницы, кроме второй и четвёртой (таблица). 
Возможно, они локализованы на соответствующих гомеологичных группах пырея, 
что позволяет в дальнейшем их использовать при создании дополненных или заме
щенных линий по конкретной паре хромосом на основе ППГ.

У маркеров Xgwm335, Xcfd68, Xgwm493, Xgwm538 и Xwmcl70 среди фраг
ментов амплификации на пырее среднем и удлиненном не было обнаружено близких 
по размеру к пшенице и ППГ. Благодаря их отличию от пшеничных фрагментов они 
также могут быть использованы при работе с отдалёнными гибридами и интрогрес- 
сионными линиями.
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Выводы

1. Из 37 SSR-маркеров мягкой пшеницы для анализа генома пырея среднего адаптиро
вано 29, для генома пырея удлиненного — 32.

2. В пшенично-пырейном гибриде Истра 1 показана амплификация пырей-специфичных 
фрагментов для шести SSR-маркеров (Xgwm46, Xgwm340, Xgwm314, Xgwml56, Xgwm292, 
Xwmc221).

3. Отобрано 11 SSR-маркеров (Xgwm46, Xgwm340, Xgwm314, Xgwml56, Xgwm292, 
Xwmc221, Xgwm335, Xcfd68, Xgwm493, Xgwm538, Xwmcl70 и Xgwm325), дающих специ
фичные фрагменты в геноме пырея, которые могут быть использованы при анализе пшенично- 
пырейных гибридов.

Работа выполнена при финансовой поддержке Министерства науки и образования Российской 
Федерации в рамках ФЦП «Научные и научно-педагогические кадры инновационной России», госу
дарственный контакт ГК П1048.
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SUMMARY

Microsatellite wheat markers for genome analysis of both wheatgrass and intermediate 
wheatgrass are adapted. As a result of research done, out of 37 wheat markers for genome analysis of 
intermediate wheatgrass 29 markers have been adapted, whereas 32 markers have been adapted for 
wheatgrass. In wheat-wheatgrass hybrid Istra 1 for six markers (Xgwm46, Xgwm340, Xgwm314, 
Xgwml56, Xgwm292, Xwmc221) amplification of fragments, typical of wheatgrass, is shown. The 
results given can be used for both wheatgrass and intermediate wheatgrass genome study, and also 
in selection work with wheat-wheatgrass hybrids.

Key words, soft wheat, intermediate wheatgrass, wheatgrass, wheat-wheatgrass hybrid, re
mote hybridization, SSR-markers, microsatellite markers.
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