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Мягкая пшеница является одной из наиболее распространенных возделываемых сельско
хозяйственных культур. В связи с обеднением ее генофонда происходит снижение устойчи-
вости к заболеваниям и, как следствие, существенные потери урожая. Одним из возможных 
путей решения данной проблемы является использование отдаленной гибридизации. Ценным 
донором генов устойчивости к биотическим и абиотическим стрессам является дикорастущий 
сородич пшеницы Dasypyrum villosum. Использование дисомно дополненных линий облегчает пе-
ренос генов хозяйственно-ценных признаков от этого вида в мягкую пшеницу. Успех переноса 
чужеродного генетического материала при межвидовой гибридизации зависит от возможно-
сти его эффективного контроля. В данной работе проведены исследования по созданию набора 
хромосом-специфичных PLUG (PCR-based Landmark Unique Gene) маркеров  для эффективного 
выявления генетического материала D. villosum в геномном окружении мягкой пшеницы. Вери-
фикация набора проведена на коллекции дисомно дополненных линий мягкой пшеницы с хромо-
сомами D. villosum. Показана эффективность двух V-геном-специфичных SCAR-маркеров DV1 
и Dbc11 для первичной идентификации линий пшеницы, несущих генетический материал D. vil-
losum. Из 37 хромосом-специфичных PLUG-маркеров, отобранных на различные делеционные 
участки хромосом мягкой пшеницы, 12 маркеров пригодны для успешного выявления хроматина 
D. villosum в генетическом бэкграунде T. aestivum. В результате исследования предложен набор 
PLUG-маркеров пшеницы, позволяющих выявить все гомеологичные хромосомы D. villosum в 
геномном окружении пшеницы.
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Мягкая пшеница (Triticum aestivum L., 2n=42) является одной из самых древних 
возделываемых человечеством культур. По данным FAO, мировое потребление 
пшеницы в 2015–2016 гг. составило 714,6 млн т, а в 2016–2017 гг. прогнозируется 
повышение потребления еще на 21,9 млн т [6]. Ввиду быстрых темпов внутривидовых 
эволюционных преобразований фитопатогенов и отсутствия в генофонде пшеницы 
эффективных генов устойчивости к ряду биотических и абиотических факторов 
внешней среды потенциал роста производства пшеницы в настоящее время ограничен. 
Для решения этой проблемы активно ведется поиск новых генов устойчивости в 
дикорастущих сородичах пшеницы и их интрогрессия в ее геном.
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Ценным донором таких генов является Dasypyrum villosum (L.) Candargy 
(syn. Haynaldia villosa (L.) Schur 2n=14, V-геном) – многолетний дикорастущий 
злак, распространенный в Средиземноморском регионе, на юге России, Румынии 
и Венгрии [3]. D. villosum является носителем гена устойчивости к стеблевой 
ржавчине Sr52, который обеспечивает умеренную устойчивость к расе стеблевой 
ржавчины Ug99 растений пшеницы [14]. Робертсоновская транслокация T6AL.6VS 
была использована для переноса в мягкую пшеницу из D. villosum гена устойчивости 
к мучнистой росе Pm21 [14]. Ген устойчивости Wss1 к вирусу веретеновидной 
полосатой мозаики пшеницы перенесен с помощью транслокации T4VS·4DL [18]. 
Благодаря изучению дисомно дополненных линий мягкой пшеницы с хромосомами 
D. villosum обнаружено наличие на хромосоме 4V-гена устойчивости к возбудителю 
глазковой пятнистости злаковых [13]. Также отмечается устойчивость D. villosum 
к засолению почв и засухе, а также зимостойкость, высокое содержание белка в 
зерне, хорошая способность к кущению [5]. Анализ возможности использования 
генетического материала D. villosum для дальнейшего его применения в селекции 
пшеницы продолжается. Созданные на основе D. villosum дополненные и 
замещенные линии пшеницы являются ценным материалом для таких исследований 
и направленного переноса генов хозяйственно-ценных признаков. При этом важно 
иметь инструмент для быстрого и эффективного мониторинга генетического 
материла D. villosum  в геноме пшеницы.

Молекулярные PLUG (PCR-based Landmark Unique Gene) маркеры пшеницы 
разработаны Ishikawa с соавторами в 2007 г. [10] на основе консерватизма 
ортологичных генов пшеницы и риса. Праймеры подбираются на участки экзонов, 
фланкирующие интрон. Экзоны злаковых отличаются высоким консерватизмом и 
благодаря высокой степени гомологии PLUG-маркеры, разработанные для мягкой 
пшеницы, могут амплифицироваться и на близких ей видах. А интронные участки, 
обладающие большой вариабельностью, позволяют отличать по размерам или 
нуклеотидному составу продукты амлификации разных видов. Данный тип маркеров 
широко применяется исследователями. В работе [15] благодаря использованию 
PLUG-маркеров удалось установить, что в анализируемом растительном материале 
присутствует замена хромосомы 6D на гомологичную хромосому 6Ai пырея среднего. 
Отобранные молекулярные PLUG-маркеры рекомендуются исследователями для 
селекции линий, полученных с участием сортов с замещением 6Ai(6D) Тулайковская 5, 
Тулайковская 10, Тулайковская 100. В работе [12], с помощью молекулярных PLUG- 
маркеров, удалось разработать наборы праймеров, способные амплифицировать 
последовательности ржи в геномном окружении пшеницы. Удалось локализовать 79 
из 110 маркеров на всех семи хромосомах ржи (1R–7R), используя семь пшенично-
ржаных дополненных и замещенных линий.

Целью данной работы является создание набора хромосом-специфичных 
PLUG-маркеров для эффективного выявления генетического материала D. villosum в 
геномном окружении мягкой пшеницы.

Материалы и методы

В работе использовали коллекции дисомно дополненных линий мягкой 
пшеницы сорта Chinese Spring хромосомами D. villosum сицилийской популяции 
(СSPDVIL 1V-7V #3). Дополненные линии созданы A.J. Lukaszewski (University of 
California, Riverside, CA) и любезно предоставлены Kansas State University, Department 
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of Plant Pathology. В качестве контролей использовали образцы D. villosum W6 21717 
(GRIN), T. aestivum сорта Иволга и Таня.

Выделение ДНК

Для выделения ДНК использовали высушенные при температуре 42°С молодые 
листья растений, измельченные на гомогенизаторе Tissue Lyser II (Qiagen). Геномную 
ДНК выделяли СТАB-методом по протоколу Doyle и Doyle [4].

ПЦР-анализ

Полимеразную цепную реакцию ставили в объеме 25 мкл реакционной смеси, 
содержащей геномную ДНК с концентрацией 500–1300 ng/ul, dNTP (100 mM, ЗАО 
«Силекс»), Taq-буффер с 25 мМ MgCl2 (ЗАО «Силекс»), прямые и обратные праймеры 
(15 пкмоль/мкл), Taq-полимераза colored (2,5 ед./мкл, ЗАО «Силекс»). Все праймеры 
были синтезированы в ЗАО «Синтол». ПЦР проводили на амплификаторе BIORADС 
1000 ThermalCycler.

Для первичного анализа коллекции применяли SCAR-маркеры. V-геном-
специфичные маркеры (D. villosum) DV1 [17] и DbC11 [11]. Использовали следующие 
программы амплификации. Для DV1: 94°С – 4 мин; 30 циклов (94°С – 30 с, 58°С – 
30 с, 72°С – 30 с); 72°С – 10 мин; хранение – 4°С. Для DbC11: 94°С – 3 мин; 30 циклов 
(94°С – 1 мин, 60°С – 1 мин, 72°С – 2 мин); 72°С – 10 мин; хранение – 4°С.

ПЦР с PLUG-маркерами проводили по следующей программе: 95°С – 6 мин; 
35 циклов (94°С – 30 с, 57 или 60°С – 30 с, 72°С – 30 с); 72°С – 10 мин; хране-
ние – 4°С. Оптимальную температуру отжига подбирали для каждого из используе-
мых молекулярных PLUG-маркеров индивидуально. В настоящем исследовании ис-
пользовали 37 PLUG-маркеров: TNAC 1001 (1S); TNAC 1009 (1S); TNAC 1021 (1L); 
TNAC 1041 (1L); TNAC 1088 (1L); TNAC 1109 (1S); TNAC 1010 (1S); TNAC 1102 
(2S); TNAC 1142 (2L); TNAC 1118 (2L); TNAC 1176 (2S); TNAC 1178 (2S); TNAC 
1204 (2L); TNAC 1210 (2L); TNAC 1248 (3S); TNAC 1263 (3L); TNAC 1300 (3S); 
TNAC 1383 (3L); TNAC 1421 (4AS 4BL 4DL); TNAC 1428 (4AS 4BL 4DL); TNAC 
1485 (5S); TNAC 1503 (5S); TNAC 1510 (4AS 4BL 4DL); TNAC 1514 (5L); TNAC 1559 
(5L); TNAC 1614 (5L); TNAC 1616 (5L); TNAC 1663 (4AL 4BS 4DS); TNAC 1674 (6S); 
TNAC 1685 (6S); TNAC 1763 (6L); TNAC 1702 (6L); TNAC 1752 (6L); TNAC 1805 
(7S); TNAC 1806 (7S); TNAC 1903 (7L); TNAC 1957 (7L) [9].

Рис. 1. Электрофореграмма ПЦР-продуктов со SCAR-маркером DV1. Дисомно 
дополненные линии обозначены nVDA, где n – номер гомеологичной группы 

дополнительной пары хромосом от D. villosum (1V–7V), DA – disomicadditional:
М – ДНК-маркер размеров 100 bp Ladder; 1 – 1VDA; 2 – 2VDA; 3, 4 – 3VDA; 5, 6 – 

4VDA; 7, 8 – 5VDA; 9, 10 – 6VDA; 11, 12 – 7VDA; 13, 14 – D. villosum;  
15, 16 – T. Aestivum Иволга; 17 – T. aestivum Таня
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Рестрикционный анализ и электрофоретическое разделение продуктов

Для проведения рестрикционного анализа использовали следующие 
эндонуклеазы TaqI, HaeIII, MspI, BstHHI. Продукты ПЦР инкубировали в течение 12 ч 
при рекомендованных производителем условиях (ООО «СибЭнзим-М»). Продукты 
ПЦР и рестрикции разделяли в 1,5- и 2%-ном агарозном геле, соответственно, в 
буфере ТВЕ при напряженности поля 6 В/см. В качестве маркера молекулярных масс 
использовался 100 bp Ladder (Fermentas, Литва).

Результаты и обсуждение

В ходе исследования была проанализирована коллекция из семи дисомно 
дополненных линий мягкой пшеницы с хромосомами D. villosum. На первом этапе 
была оценена эффективность использования геном-специфичных SCAR-маркеров 
для подтверждения наличия хроматина D. villosum в дополненных линиях пшеницы.

В результате ПЦР с использованием ДНК дополненных линий пшеницы со 
SCAR-маркерами DV1 и DbC11 наблюдалась  амплификация целевых фрагментов с 
размерами 320 и 330 п. н., соответственно, на всех дополненных линиях. При этом 
амплификация с ДНК T. aestivum отсутствует, что свидетельствует о корректности 
работы маркеров на анализируемом материале.

На рис. 1 представлен пример анализа коллекции дисомно дополненных линий 
с помощью маркера DV1. 

Далее коллекцию анализировали с помощью набора хромосом-специфичных 
PLUG-маркеров, которые ранее были картированы в геноме мягкой пшеницы [9]. 
Маркеры отбирали таким образом, чтобы они были представлены на каждом из плеч 
хромосом семи гомеологичных групп мягкой пшеницы. На первом этапе данной 
работы протестировали PLUG-маркеры на способность выявлять полиморфизм 
между D. villosum и T. aestivum, для чего ставили серию ПЦР с ДНК этих видов. 
В ходе эксперимента был выявлен перечень PLUG-маркеров, демонстрирующих 
полиморфизм по ПЦР-продуктам или после их рестрикции (эндонуклеазы в таком 
случае подбирались к маркерам индивидуально). Если на электрофореграмме ПЦР-
продуктов не наблюдался полиморфизм, позволяющий детектировать в дополненных 
линиях наличие чужеродного хроматина, то ПЦР-продукт обрабатывали несколькими 
эндонуклеазами рестрикции. По результатам рестрикционного анализа выбирались 
эндонуклеазы для каждого PLUG-маркера, дающие полиморфные фрагменты. Из 
37 PLUG-маркеров 20 оказались неэффективными, 17 маркеров успешно выявляли 
полиморфизм между D. villosum и T. aestivum. Видоспецифичные фрагменты D. vil-
losum были выявлены с помощью следующих молекулярных маркеров: TNAC 1021 
(1L) – 800, 580 п. н. TaqI; TNAC 1041 (1L) – 550 п. н. TaqI; TNAC 1088 (1L) – 380 п. н. 
HaeIII; TNAC 1009 (1S) – 600, 320 п .н. HaeIII; TNAC 1142 (2L) – 1000 п. н. ПЦР; 
TNAC 1118 (2L) – 750 п. н. TaqI; TNAC 1248 (3S) – 1000 п. н. ПЦР; TNAC 1421 (4AS 
4BL 4DL) – 400, 320 п. н. MspI; TNAC 1510 (4AS 4BL 4DL) – 1300 п. н. ПЦР; TNAC 
1663 (4AL 4BS 4DS) – 850 п. н. ПЦР; TNAC 1514 (5L) – 700, 300 п. н. HaeIII; TNAC 
1614 (5L) – 700, 330 п. н. HaeIII; TNAC 1616 (5L) – 800 п. н. ПЦР; TNAC 1559 (5L) 
– 600, 300 п. н. TaqI; TNAC 1752 (6L) – 600 п. н. HaeIII; TNAC 1903 (7L) – 400 п. н. 
TaqI; TNAC 1805 (7S) – 750 п. н. BstHHI.

На рис. 2 представлен пример детекции полиморфизма между D. villosum и 
T. aestivum.
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17 PLUG-маркеров, выявившие полиморфизм между D. villosum и T. aestivum, 
были использованы для анализа коллекции дополненных линий. В качестве контро-
ля прохождения реакции нами использовалась ДНК мягкой пшеницы и D. villosum. 
12  молекулярных маркеров выявили фрагменты, характерные для D. villosum на 
материале дополненных линий. Условия амплификации целевых фрагментов и ис-
пользуемые эндонуклеазы рестрикции (при необходимости) для ПЦР-продуктов 
каждого из 12 маркеров представлены в таблице. С пятью маркерами, локализован-
ными на различных хромосомах, специфичных фрагментов для генома D. villosum 
выявлено не было. При этом другие PLUG-маркеры показывали наличие этих хро-
мосом в дополненных линиях. Это может быть связанно с тем, что дополненные 
хромосомы D.villosum несли делеции по этим участкам. Другим объяснением этого 
результата может быть преимущественная амплификация только с генома мягкой 
пшеницы.

На рис. 3 представлена детекция чужеродного хроматина в коллекции дисом-
но дополненных линий на примере PLUG-маркера TNAC1118 с рестрикцией TaqI 
и картированного на длинном плече второй гомеологичной группы (линия пшени-
цы, несущая хромосому 2 D. villosum, обозначена стрелкой). Как видно из рис. 3, 
на дополненной линии, несущей хромосому 2V, имеется фрагмент, характерный для 
D. villosum размером 750 п. н., отсутствующий у других дополненных линий и мяг-
кой пшеницы. Это свидетельствует о специфичности данного маркера для хромосо-
мы 2V и об отсутствии его кросс-амплификации.

В таблице представлены результаты исследования коллекции дисомно допол-
ненных линий мягкой пшеницы хромосомами D. villosum. Указаны PLUG-маркеры, 
идентифицировавшие хроматин D. villosum в коллекции, условия и размеры фраг-
ментов, характерных для чужеродного генетического материала в геномном окруже-
нии мягкой пшеницы.

Перенос молекулярных маркеров на D. villosum осуществляли ранее. Так, при 
анализе коллекции дисомно дополненных линий мягкой пшеницы с хромосомами 
D. villosum пшеничными микросателлитными маркерами удалось получить ампли-

Рис. 2. Электрофореграмма продукта рестрикции  
с эндонуклеазой MspI маркера TNAC 1421 (4AS 4BL 4DL): 

 М – ДНК-маркер размеров 100 bp Ladder; 1, 2 – D. villosum;  
3, 4 – T. Aestivum Иволга; 5 – T. Aestivum Таня
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Рис. 3. Электрофореграмма продукта рестрикции  
с эндонуклеазой TaqI маркера TNAC 1118 (2L):

М – ДНК-маркер размеров 100 bp Laddder; 1 – 1VDA; 2 – 2VDA; 3,4 – 3VDA;  
5, 6 – 4VDA; 7, 8 – 5VDA; 9, 10 – 6VDA; 11, 12 – 7VDA;13, 14 – D. villosum;  

15, 16 – T. aestivum Иволга; 17 – T. aestivum Таня.  
Линия пшеницы, несущая хромосому 2 D. villosum,  

обозначена стрелкой

PLUG-маркеры, выявляющие хроматин Dasypyrum villosum 
в бэкграунде Triticum aestivum

PLUG-
маркер

Температура  
отжига праймеров,

°С

Локализация  
на хромосомах 

мягкой  
пшеницы

Эндонуклеаза  
рестрикции

Приблизительный размер 
целевого фрагмента 

D. villosum, п. н.

TNAC 
1088 60 1AL1BL 1DL HaeIII 380

TNAC 
1118 58 2AL 2BL 2DL TaqI 750

TNAC 
1142 55 2AL 2BL 2DL – 1000

TNAC 
1248 60 3AS3BS3DS – 1000

TNAC 
1421 58 4AS 4BL 4DL MspI 400, 320

TNAC 
1510 60 4AL 4BS 4DS – 1300

TNAC 
1559 60 5AL 5BL 5DL TaqI 600, 300

TNAC 
1614 60 5AL 5BL 5DL HaeIII 700, 330

TNAC 
1616 60 5AL 5BL 5DL – 800

TNAC 
1752 60 6AL 6BL 6DL HaeIII 600

TNAC 
1903 60 7AL 7BL 7DL TaqI 400

TNAC 
1805 60 7AS7BS7DS BstHHI 750
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фикацию полиморфных фрагментов между мягкой пшеницей и D. villosum со 148 
из 276 праймерами. При том, что семь праймеров дали амплификацию хромосом-
специфичных фрагментов для всех гомеологичных групп D. villosum [19]. Перенос 
молекулярных PLUG-маркеров, разработанных для пшеницы на генетический мате-
риал D. villosum, выполнен впервые, как и их ассоциация со всеми гомеологичными 
группами хромосом этого дикорастущего сородича пшеницы.

Молекулярные PLUG-маркеры, разработанные для мягкой пшеницы, использо-
ваны в ряде исследований на других видах, родственных мягкой пшенице. Например, 
в исследованиях на Th. elongatum видоспецифическая амплификация была показа-
на при постановке ПЦР с пятью парами праймеров из 46 (11% успешного перено-
са) [8]. В ходе эксперимента с Secale cereale из 144 пар праймеров, отобранных на 
различные делеционные участки каждой гомеологичной группы хромосом мягкой 
пшеницы, 110 пар праймеров показали на электрофореграммах специфичные для 
ржи фрагменты, а 79 из них были ассоциированы с различными хромосомами ржи 
(76% успешного переноса) [12]. 39 PLUG-маркеров из 46 дают фрагменты, харак-
терные для Pseudoroegneria spicata и отличные от мягкой пшеницы Chinese Spring 
(88% успешного переноса) [7]. В результате апробации PLUG-маркеров на линиях, 
полученных путем отдаленной гибридизации, таких как линии пшенично-пырейных 
гибридов Tritipyrum, была установлена возможность амплификации с этим типом 
маркеров фрагментов, характерных для генома конкретного вида, участвовавшего в 
скрещивании. 10 PLUG-маркеров из 27 обнаружили информативный фрагмент, ассо-
циированный с геномом Eb (37% успешного переноса) [16].

Для исследования коллекции линий мягкой пшеницы, созданных на селекци-
онной станции им. П.И. Лисицына (РГАУ-МСХА им. К.А. Тимирязева) с привлече-
нием генетического материала Triticum timoheevii, находящихся на различных этапах 
селекционного процесса, были отобраны 53 молекулярных PLUG-маркера. Из них 
успешно выявляли полиморфизм между T. timoheevii и T. aestivum 14 наборов PLUG-
маркеров. С данными маркерами успешно была верифицирована коллекция линий 
(26% успешного переноса) [2]. Целью исследования коллекции яровой гексаплоид-
ной тритикале, состоящей из 86 сортов и линий, кафедры генетики, биотехнологии, 
селекции и семеноводства РГАУ-МСХА имени К.А. Тимирязева было обнаружение 
замещения 2R/2D. Наличие замещений определялось с помощью молекулярных 
SSR-, STS- и PLUG-маркеров. С помощью PLUG-маркеров установлено, что линия 
Л2412 несет в себе замещение 2B/2D и, соответственно, является перспективной для 
использования ее в качестве донора в селекционном процессе, так как объединяет 
в себе хромосому 2R, положительно влияющую на устойчивость к биотическим и 
абиотическим факторам окружающей среды, и хромосому 2D, на которой локализо-
ваны гены короткостебельности и чувствительности к фотопериоду [1]. В ходе экс-
перимента удалось получить амплификацию D. villosum-специфичных фрагментов 
у 17 маркеров из 37, но на дисомно дополненных линиях мягкой пшеницы удалось 
получить видоспецифичную амплификацию при работе с 12 маркерами (46% марке-
ров давало видоспецифичные фрагменты, 32,4% маркеров успешно апробированы 
на дополненных линиях). Таким образом, сравнивая с результатами других авторов, 
можно заключить, что PLUG-маркеры в целом достаточно успешно могут быть ис-
пользованы для выявления интрогрессии чужеродного генетического материала от 
дикорастущих сородичей (процент успешного переноса маркеров варьируется от 11 
до 88%) в геном пшеницы и являются удобным инструментом для мониторинга чу-
жеродного генетического материала в ее геномном окружении. 
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Выводы

1. Из 37 отобранных для исследования PLUG-маркеров 17 детектируют 
полиморфизм между D. villosum и T. Аestivum.

2. 12 из 17 D. villosum-специфичных PLUG-маркеров помимо фрагментов, 
характерных для профиля мягкой пшеницы, показали специфичные фрагменты 
для D. villosum на дисомно дополненных линиях мягкой пшеницы Chinese Spring с 
хромосомами D. villosum (1 маркер на хромосому 1V, 2- на 2V, 1- на 3V, 2- на 4V, 3- на 
5V,1- на 6V, 2- на 7V).

3. Показано, что все 12 PLUG-маркеров локализованы на тех же гомеологичных 
группах хромосом D. villosum, что и у T. аestivum.

Работа выполнена за счет гранта Российского научного фонда (проект № 16-
16-00097 от 27 января 2016 года).
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USING PLUG-MARKERS TO ANALYZE THE COLLECTION 
OF SOFT WHEAT LINES DISOMICALLY COMPLEMENTED 

WITH DASYPYRUM VILLOSUM CHROMOSOMES

P.A. SOKOLOV 1, P.YU. KRUPIN 1, 2, M.G. DIVASHUK1, 2, G.I. KARLOV1, 2

(1 Russian Timiryazev State Agrarian University;
2All-Russian Scientific Research Institute of Agricultural Biotechnology)

Soft wheat is one of the most common cultivated crops. Due to the depletion of its 
gene pool and disease resistance, a significant loss of yields is observed. One of possible 
solutions to this problem is the use of remote hybridization. A valuable donor of genes for 
the resistance to biotic and abiotic stresses is a wild relative of Dasypyrum villosum wheat. 
The use of disomically supplemented lines facilitates the transfer of genes of economically 
valuable traits from this species to soft wheat. The success of the transfer of alien genetic 
material during interspecific hybridization depends on a possibility of its effective control. 
The paper outlines the results of studies conducted to develop a set of chromosome-specific 
PLUG (PCR-based Landmark Unique Gene) markers for the effective detection of D. vil-
losum genetic material in the genomic environment of soft wheat. The set verification was 
carried out for a collection of disomically supplemented soft wheat lines with D. villosum 
chromosomes. The studies have shown the efficiency of two V-genome-specific SCAR mark-
ers of DV1 and Dbc11 for the primary identification of wheat lines containing D. villosum 



156

genetic material. 12 out of 37 chromosome-specific PLUG markers selected for different 
deletions of soft wheat chromosomes, have proved suitable for the successful detection of 
D. villosum chromatin in the T. aestivum genetic background. As a result of the study, the 
authors have proposed a set of PLUG wheat markers, which makes it possible to identify 
all the homological D. villosum chromosomes in the genomic environment of wheat.

Key words: soft wheat, Dasypyrum villosum, disomically augmented lines, distant 
hybridization, foreign genetic material, molecular markers, SCAR, PLUG, PCR.
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