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ЗЕРНОВАЯ КИСЛАЯ ФОСФАТАЗА КАК ГЕНЕТИЧЕСКИЙ МАРКЕР 
ХРОМОСОМ ЧЕТВЕРТОЙ ГОМЕОЛОГИЧЕСКОЙ ГРУППЫ 

У ЭГИЛОПСОВ И П Ш ЕН И Ц Ы

Сравнительное изучение ряда пшеничных форм с разным геномным составом по электро- 
фо/ктическому спектру зерновой кислой фосфатазы покачало пригодность этого (}>ермента 
для идентификации чужеродного генетического материала хромосом 4-й гомеологической 
группы при его включении в интрогрессивные линии мягкой пшеницы. Среди исследованных ли­
ний выявлены носители чужеродного хроматина от эгилопса и пшеницы Мигушовой.

Введение. При создании чужеродно-замещенных линий мягкой пше­
ницы путем «смешивания» хромосом двух расщепляющихся субгеномов 
в пределах гексаплоидного организма центральной задачей является 
идентификация чужеродной пары хромосом в полученной стабильной 
гсксаплоидной линии [1]. Если изучение конфигурации хромосомных 
ассоциаций в Ml мейоза не оставляет сомнений в том, что имеет место 
замещение пшеничной пары хромосом на пару целых чужеродных 
гомеологов, для идентификации чужеродной хромосомы достаточно по­
казать отсутствие у линии пшеничного гена известной хромосомной ло­
кализации и наличие чужеродного гена, контролирующего тот же фено­
типический признак [2]. Самыми пригодными по своей доступности и 
часто употребляемыми для целей идентификации по гомеологической 
принадлежности хромосомы есть гены, контролирующие синтез запас­
ных белков и ферментов — биохимические маркеры [3]. Мы занимаем­
ся идентификацией чужеродных хромосом по их гомеологической при­
надлежности в чужеродно-замещенных линиях пшеницы с хромосомами 
видов Aegilops umbellulata (UU), Ае. speltoides (SS), Ac. sharonensis (S'S1), a 
также чужеродных включений в пшеничных линиях, произошедших от 
Triticum miguschovae (AbAbGG DD ). Нами уже была показана диагностиче­
ская ценность генов запасных белков, альфа- и бета-амилазы, зерновой 
пероксидазы и эстеразы для идентификации хромосом трех видов эги­
лопса [4—7].

Кислая фосфатаза КФ (3.1.3.2) катализирует гидролиз сложно-эфир­
ной связи. Субстрат — большинство моноэфиров ортофосфорной кисло­
ты. Локализация контролирующих фермент генов Acph-1 у пшеницы из­
вестна: 4AL, 4BS, 4DL [8, 9]. Есть примеры успешного использования 
этих генов как хромосомных маркеров при изучении чужеродно-заме- 
щенных линий с хромосомами S. cereale [10, 11], Ае. searsii [12], Т. ага- 
raticum [13], Т. timopheevii [14].

В настоящей статье даны результаты изучения полиморфизма гена 
кислой зерновой фосфатазы для выяснения пригодности гена Acph-1 на 
роль маркера хромосом 4-й гомеологической группы в отношении видов 
Ае. umbellulata, Ае. speltoides, Ае. sharonensis, Т. miguschovae.

Материалы и методы. Изучены растительные объекты: сорта мягкой 
пшеницы Чайниз Спринг, Аврора, Кавказ, Безостая 1 ( Triticum aestivum L., 
AABBDD), линия твердой пшеницы (Т. durum Desf., ААВВ) Mutiko 
italicum (МИ), геномно-замещенные формы Авролата (AABBUU), 
Аиродес (AABBSS), Аврозис (AABBS'S1) амфидиплоид Т. mililinae Zhuk, 
el Migusch. x Ac. tauschii Cons, к-346, названный miguschovae Zhirov 
( A V G C D D )  [15], амфидиплоид Mutiko italicum * Ac. tauschii к-346 
(МИТ346, AABBDD), T. militinae (AbAbGG), нулли-тстрасомные линии
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Рис. 1. Электрофоретические спектры зерновой кислой фосфатазы: а — Аврора, б, ж —  

Чайииз Спринг, в — нулли-40-тетра-4А, г — нулли-40-тетра-4В, д — нулли-4А-тетра-4В, 
е — мулли-4В-тстра*4Э, з — Т. ЬоеоИсит, и — Ae. longissima.

Чайниз Спринг по 4-й гомеологической группе, Ae. longissima Schweinf. 
et Muschi. (SS), T. boeolicum Boiss. (AbAb), гексаплоидные чужеродно-за­
мещенные и транслокационные линии мягкой пшеницы, ведущие свое 
происхождение от Аврозиса и пшеницы Мигушовой.

Электрофоретическое разделение изоферментов кислой фосфатазы 
проводили в непрерывной трис-глициновой ПААГ-систсме, как было 
описано нами для бета-амилазы [5]. Направление электрофореза — öt 
«—» к «+». Разбитые сухие зерна заливали 100—200 мкл экстракционного 
буфера состава: 300 мг Трис, 350 мг аскорбиновой кислоты, 35 мг цис- 
теин-НС1, 150 мг ЭДТА, 10 г сахарозы, дистиллированной воды до 
50 мл. Залитые образцы выдерживали ночь (при +4 °С). Гистохимичес­
кое выявление проводили раствором состава: 0,2 М ацетатный буфер 
(pH 5,0) 100 мл, 1-нафтилфосфат-№  соль 50 мг, 1 М MgCl2 • 6Н20  1 мл, 
0-дианизидин 50 мг. Реакцию останавливали 10 %-ной уксусной кисло­
той, гели промывали проточной водой и сушили.

Результаты исследований и их обсуждение. Спектр кислой фосфатазы 
сорта Аврора (рис. 1, а) не отличается от спектра сорта Чайниз Спринг 
(рис. 1, б, ж). Это дает возможность полученные на сорте Чайниз 
Спринг сведения о хромосомной локализации генов, ответственных за 
синтез разных изоферментов, распространить на сорт Аврора. Спектры 
линий нулли-40-тетра-4А (рис. 1, в) и нулли-40-тетра-4В (рис. 1, г) 
одинаковы и не содержат трех зон активности с самой низкой подвиж­
ностью, 1—4, что соответствует результатам Харта [9]. Спектры линий 
нулли-4А-тетра-4В и нулли-4В-тетра-40 отличаются друг от друга сла­
бо, только зоной 5, которой нет у нулли-4В (рис. 1, е). На рис. 1, з пред­
ставлен спектр кислой фосфатазы однозернянки: зоны 6 (очень слабая), 
7, 8. Спектр фермента из Ae. longissima (SS), представителя подсекции 
Emarginata секции Sitopsis (рис. 1, и), одного из многих претендентов на 
роль донора субгенома В пшеницы (обзор [1]), имеет зоны активности 5 
и 6 — очень слабые. Мы предполагаем, что зона 5 связана с экспресси­
ей гена кислой фосфатазы из хромосомы 4В, а зоны 6—7, имеющиеся на 
спектрах фермента любых нулли-тетрасомиков, контролируются генами 
из разных хромосом — А, В. То, что субгеном D не принимает участие в 
формировании этих составных зон, видно из спектра Т. miguschovae 
(AbAbG G D D ) (рис 2, д). Он состоит из части, совпадающей со спектром 
Т. mUitinae (AbAbGG) — зоны 9, 10, 11, и части, образующейся как ре­
зультат активности субгенома D, зоны 1—4 (рис. 2, г). Доказательство 
того, что эти зоны контролируются D-хромосомой, проистекает из срав­
нения треков е (амфидиплоид МИ х Ae. tauschii) и ж (МИ) рис. 2. Отно­
сительно хромосомной локализации генов, контролирующих зоны 9—11, 
можно сделать некоторые предположения. Спектр однозернянки (АЬАЬ)



Рис. 2. Электрофоретические спектры зерновой кислой фосфатази: а — Аврора, 6 — Кав­
каз, в — Безостая I, г — Т. militinae, д — Т. miguschovae, с — МИТ346, ж — МИ, з — Лпро- 
зис, и — Авродес, к — Лвролата, л — Аврогика.

в наиболее подвижной зоне Ш  практически перекрывается зоной 9 спек­
тра пшеницы Милитинэ (AbA“GG). По-видимому, появление этой зоны 
связано с экспрессией гена Acph-Al. Подобное расположение отдельных 
изоферментов кислой фосфатазы друг относительно друга в спектрах 
Т. boeoticum и Т. timopheevi (AbAbGG) наблюдал Яаска [16]. По результа­
там того же автора, наиболее подвижная зона в спектре тстраплоида сов­
падает с зоной активности изофермента у Ae. spelloides Tausch. (SS). В на­
ших спектрах этой зоне, растянутой в пространстве и неоднородной по 
интенсивности в исследовании Яаски [16], соответствуют хорошо разде­
лившиеся зоны 10 и 11. Мы предполагаем, что эта часть спектра, т. е. 
зоны 10 й 11, контролируется геномом G, происхождение которого не­
которые авторы связывают с S-геномом Ae. speltoides Tausch, или, по ре­
зультатам более современных исследований, с Ae. aucheri Boiss — вторым 
членом подсекции Trhncata секции Sitopsis (обзор [1]).

На рис. 2, з-л показаны спектры кислой фосфатазы геномно-заме­
щенных форм Аврозис, Авродес, Авролата и Авротика соответственно. 
Поскольку перечисленные геномно-замещенные формы получены заме­
щением субгенома DD сорта Аврора геномами диплоидных эгилопсов с 
геномами S'S1, SS, UU [1] и М’М1, все различия в спектрах Авроры и лю­
бой из этих форм будут связаны с отсутствием субгенома DD и наличи­
ем другого генома в качестве третьего субгенома гексаплоида. У всех че­
тырех форм отсутствуют зоны активности, связанные с экспрессией гена 
Acph-Dl и определяются с разной степенью интенсивоности зоны актив­
ности, находящиеся под контролем хромосом 4А и 4В. Авролата не име­
ет никаких других зон активности. Единственным ее отличием в этой 
части спектра от спектра сорта Аврора является гораздо более высокая 
активность изоферментов в зонах 5—7, так что они сливаются в одно 
пятно. Аврозис отличается от Авроры появлением в его спектре очень 
мощной зоны активности, совпадающей по подвижности с зоной 4. Ав­
ротика характеризуется двумя дополнительными зонами, 9 (или 8, но 
более интенсивная) и 10, а Авродес — тремя: 9 (или 8), 10, 11. Спектр 
Авродеса вполне соответствует ожидаемому на основе результатов Яас­
ки [16] и спектра пшеницы Мигушовой.

На рис. 2, б и в показаны спектры кислой фосфатазы сортов мягкой 
пшеницы Кавказ и Безостая 1 соответственно. г0ти сорта были рекур­
рентными родителями в процессе формирования линий мягкой пше­
ницы с включением генетического материала пшеницы Мигушовой. 
Спектры изучаемого фермента у этих сортов полностью совпадают со 
спектрами сортов Аврора и Чайниз Спринг и отличаются от спектра



пшеницы Мшушоной.и ч а с т ,  контролируемой не суГмепомом I). Как 
нами уже упоминалось, сраннение спектров militinae и Г. boeoticum 
позволяет предположить (по не доказывает!), что зона 9 (или 8) контро­
лируется хромосомой 4Л, а зоны 10, II — хромосомой 4G. О наличии ге­
нетического материала пшеницы Мигушовой 4-м гомеологической груп­
пы в подученных е ее участием гекеанлоилных линиях мягкой пшеницы 
будет свидетельствовать появление в спектре исследуемой линии зон ак ­
тивности 10 и II, зону же 9 -мы не отличим от зоны 8.

Чтобы испытать, можно ли использовать гены Acph- / для визуализа­
ции чужеродного генетического материала из хромосом 4 гомеологичес- 
кой группы в геноме мягкой пшеницы рекуррентных сортов, изучили 
электрофоретические спектры зерновой кислой фосфатазы 70 гексапло- 
ндных линий, ведущих свое происхождение от скрещивания Т. miguscho­
vae х Т. aestivum (сорта Кавказ, Безостая 1), и 171 линию, связанную 
происхождением со скрещиванием Аврозиса с Авророй. Среди линий — 
производных пшеницы Мигушовой нашли четыре с зоной активности 
10, хотя менее интенсивной, чем в спектре пшеницы Мигушовой. Зона 
11 не определялась, а расположение зоны 9 таково, что вряд ли ее мож­
но отделить от зоны 8, если они имеют место обе в одном спектре. В це­
лом, фермент зерновая кислая фосфатаза не оказался надежным и удоб­
ным маркером хромосом 4-й группы при идентификации генетического 
материала пшеницы Мигушовой.

Среди 171 линии — производных Аврозиса было найдено 5, в элек­
трофоретическом спектре кислой фосфатазы зерен которых безо всяко­
го сомнения из-за намного более высокой в сравнении с мягкой пшени­
цей активности определялась зона 4, свойственная Аврозису. В спектрах 
этих линий отсутствовали зоны 1—3, т. е. эти линии имеют чужеродное 
замещение 4S‘L(4DL). Для трех линий из пяти такое замещение нами 
было уже показано ранее при изучении электрофоретических спектров 
р-амилазы у линий — производных Аврозиса [2]. Установлено, что ген 
P-Amy-lS1 расположен в" хромосоме 4S'L [17]. По результатам настоящего 
исследования можно сделать вывод, что ген A cph-IS1 расположен в той 
же хромосоме 4S'L. Этого и следовало ожидать исходя из хромосомной 
локализации этих генов у мягкой пшеницы, выполненной Хартом [8, 9].

Выводы. Электрофоретические спектры зерновой кислой фосфатазы 
геномно-замешенных форм пшеницы, имеющих взамен субгенома D 
мягкой пшеницы сорта Аврора диплоидные геномы трех видов эгилопса, 
отличаются от спектра этого фермента у сорта мягкой пшеницы Аврора, 
донора субгеномов ААВВ геномно-замещенных форм. Это позволяет ис­
пользовать результаты изучения линий — производных геномно-заме­
щенных форм по электрофоретической подвижности изоферментов зер­
новой кислой фосфатазы для идентификации чужеродных включений: 
4l)L, 4S'L, 4SL. Идентифицирован ген A cph-IS1 и локализован в хромо­
соме 4S1 Ае. sharonensis. Фермент менее удобен для идентификации чу­
жеродных включений 4G и не пригоден для идентификации включений 
хромосомы 4А1>, встречающихся у линий, полученных от скрещивания 
мягкой пшеницы и пшеницы Мигушовой.

S U M M A R Y .  The fitness оГ seed acid phosphatase Гог identification of alien genetical 
material in 4th homoeological group of chromosomes included in the transgressive common wheat 
lines was shown in electrophoretical study. Lines carrying alien incorporation from goat grass and 
Miguschova’s wheat were revealed.

Р Е З Ю М Е .  Порішіялі.не нинчешія низки пшеничних (|юрм з різним гепомним 
складом за електро(|юретичиим спектром зерпопої кислої фосфатази продемонструвало 
придатність цього ферменту для ідентифікації чужинного генетичного матеріалу хромосом



4-І ГОМСОЛОГІЧІІОЇ групи при Його ІІКЛЮЧСІІНІ у ТріІІІСІ рссишіі лінії м’якої ПІІІСНИІІІ. Серед 
ліній, т о  вивчалися, знайдено носіїв чужинною хроматину під сгілонсу та пшениці Мігу-
ІІІОНОЇ.
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