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Резюме. Вивчена дія малих генів у гґз-рецесивних генотипах кукурудзи в м- 
цитоплазмі. Встановлено, що взаємодія їх має кумулятивний характер. Створені лінії, які 
містить комплекс малих генів. їх можна використовувати як джерело цих генів для селекції 
аналогів-відновлювачів фертильності молдавського типу ЦЧС.

Резюме. Изучено действие малых генов в гіз-рецессивньїх генотипах кукурузы в М- 
цитоплазме. Установлено, что взаимодействие их имеет кумулятивный характер. Созданы 
линии, обладающие комплексом малых генов. Они могут быть использованы в качестве 
источника этих генов при селекции аналогов-восстановителей фертильности молдавского 
типа ЦМС.

Abstracts. The action of small genes in rf3-recessive maize genotypes with S-cytoplasm is 
studied. It is determined, that the interaction o f them has cumulative character. The lines with 
complex of small genes are created. These lines can be used for selective breeding of CMS-S 
fertility restorers.
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ВЛИЯНИЕ АЛЛЕЛЬНЫХ РАЗЛИЧИЙ ГЕНОВ Ppd НА ЭКСПРЕССИВНОСТЬ
ОКСИДОРЕДУКТАЗ ПРИ ЗАКАЛИВАНИИ В ПРИРОДНЫХ УСЛОВИЯХ

Введение. Генетическая основа морозостойкости озимой пшеницы имеет 
количественную природу и контролируется многими генами. Закаливание существенно 
увеличивает толерантность растений к неблагоприятным условиям зимовки благодаря 
многочисленным биохимическим изменениям на клеточном и организменном уровнях (Guy, 
1990; Pearce, 1999). Важнейшим звеном акклиматизации является динамическое изменение 
экспрессии генов (Chinnusamy, 2006; Christov, 2007). Уровень морозостойкости зависит, 
прежде всего, от темпов замедления начального роста (Fowler et al., 2001), который в 
условиях укороченного естественного дня осени контролируется генами фотопериодизма. 
Снижение чувствительности к фотопериоду обусловлено доминантными аллелями генов 
Ppd, а сильная реакция на фотопериод характерна для генотипов-носителей только 
рецессивных аллелей всех трех генов (Гончаров, 1986). Гены расположены на хромосомах 
lk-P pd-A l, 2В -P p d -B l, 2D - Ppd-Dl (McIntosh, 2003).

Цель данной работы состояла в выяснении взаимодействия генов Ppd-Bl и Ppd-Dl со 
структурными генами некоторых оксидоредуктаз, имеющих отношение к адаптивным 
реакциям, в процессе закаливания растений в природных условиях.

Материалы и методы. В качестве исходного материала использовали рекомбинантно- 
замещенные линии озимой пшеницы, созданные на основе итальянского сорта Мага
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(генотипы: Ppd-Dla  и Ppd-Dlb) и французского сорта Cappelle Desprez (генотипы: Ppd-Bla и 
Ppd-Blb). Семена указанных линий высевали 1 октября 2006 г. Отбор материала (зеленые 
листья) начали с 25 октября и проводили на протяжении 10 недель через каждые семь суток. 
Температурные условия отвечали требованиям, необходимым для прохождения закаливания 
растений в природных условиях.

Экстрагирование, електрофорез и визуализацию ферментов (пероксидази -  ПО, 
фенолоксидазы -  ФО, цитохромоксидазы -  ЦХО, супероксиддисмутазы -  СОД) проводили 
по описанным ранее методикам (Дьяченко, 2001). Электрофореграммы анализировали по 
программе АнаИС. Для каждой формы фермента по площади и интенсивности окрашивания 
полосы определяли экспрессивность фермента в условных единицах и удельную долю в 
процентах. Статистический, корреляционный и дисперсионный анализ результатов 
проводили по программам Microsoft Excel.

Результаты и обсуждение. Энзимограммы оксидоредуктаз в тканях листьев 
исследованных линий в начале эксперимента практически однотипны. Выявляемые различия 
носили количественный характер и проявлялись лишь в неодинаковой интенсивности 
окрашивания полос в геле. Это может свидетельствовать о различной экспрессивности и/или 
неодинаковых долях отдельных множественных форм ферментов у исследованных 
генотипов. По мере снижения температуры воздуха, т.е. прохождения закаливания растений, 
наблюдали повышение экспрессивности отдельных изоформ. Указанное повышение 
происходило по-разному для разных ферментов и генотипов. Так, в листьях линий Cappelle 
Desprez с пятой недели отмечено повышение экспрессивности шести форм ПО и трех форм 
ФО. Наличие доминантного аллеля Ppd-Bla у сорта Cappelle Desprez приводило к 
увеличению экспрессивности пяти форм СОД и шести форм ЦХО на четвертой неделе, а 
наличие рецессивного аллеля Ppd-Blb -  на пятой неделе. Особенно заметно различие сроков 
изменения экспрессивности при закаливании в листьях линий сорта Мага с доминантными и 
рецессивными аллелями гена Ppd-Dl. Так, экспрессивность ряда форм СОД, ФО, ЦХО в 
листьях линии Mara Ppd-Dla  увеличивается на второй неделе эксперимента, а в листьях 
линии Mara Ppd-Dlb -  на пятой неделе.

Различия между генотипами с рецессивными и доминантными аллелями генов Ppd 
четко выявляется при сравнении величин, рассчитанных по формуле: (Э -  К) х 100 %, где Э -  
экспрессивность фермента на десятой неделе эксперимента, К -  экспрессивность этого же 
фермента на первой неделе (табл. 1). Экспрессивность всех исследуемых ферментов, за 
исключением пероксидазы у обоих линий сорта Мага, у генотипов с доминантными 
аллелями Ppd в конце закаливания увеличивается более существенно по сравнению с 
аналогичным показателем генотипов с рецессивными аллелями генов фотопериодизма. 
Особенно это характерно для ФО и ЦХО в листьях линии Cappelle Desprez Ppd-Bla, у 
которой выявлено 10-20-кратное превышение над рецессивным генотипом.

Таблица 1
Изменение общей экспрессивности на десятой неделе эксперимента

^^<Е>ермент 
Г Є Н О І И ! Ї ' \ _

Увеличение экспрессивности, %
Перокси-

даза
Супероксиддис-

мутаза
Фенолокси-

даза
Цитохромокси-

даза
Mara-D/a 183 71 230 476
Mara-£>76 197 22 60 200
Cappelle Desprez- 
B la

119 48 531 390

Cappelle Desprez- 
B lb

41 8 20 32



Исследованные генотипы различаются количеством форм ферментов, 
экспрессивность которых достоверно коррелирует с длительностью закаливания растений в 
естественных условиях осени (табл. 2).

Таблица 2
Влияние закаливания растений пшеницы на отдельные показатели исследуемых ферментов
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0,015
р<

0,865 Р < 0,8
U.-Ppd-
Dlb n o 11 10 - 2 2 т

C.D .-Ppd- 
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0,469
р<

0,052
р<

0,996
Р <

0,994C.D .-Ppd- 
Blb
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0,001
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0,001
р<
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Р <
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Р <
0,985M -Ppd- 

Dlb
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Bla ФО 10 8 - 1 1 т р<
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р<

0,079
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0,999
Р <

0,999-Ppd-
Blb ФО 10 - - 2 2 т
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ЦХ
0
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р<
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Р <
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ЦХ
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Р <
0,968 Р < 0,96

C.D .-Ppd- 
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ЦХ
0

10 4 - 2 - -

Примечание: * - C.D. -  Cappelle Desprez, М. -  Мага.

Только в одном случае у линии Cappelle Desprez Ppd-Blb выявлена отрицательная 
корреляция между экспрессивностью формы СОД и длительностью закаливания растений. В 
то же время между процентными долями отдельных изоформ ферментов и 
продолжительностью закаливания растений обнаружены как положительные, так и
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отрицательные корреляционные связи. Двухфакторный дисперсионный анализ и парный I 
двухвыборочный t-тест для средних показал, что процентные доли отдельных I 
множественных форм исследованных ферментов в листьях исследованных генотипов при I 
сравнении доминантных и рецессивных генотипов достоверно не различаются. В то же время ] 
линии сортов Мага и Cappelle Desprez достоверно различаются по экспрессивности СОД, а 
Mara Ppd-Dla  и Mara Ppd-Dlb -  по экспрессивности ЦХО. Парный t-тест для средних I 
дополнительно выявил различие по экспрессивности пероксидази между линиями с ! 
доминантными и рецессивными аллелями генов Ppd. В целом можно отметить, что 
доминантные аллели генов Ppd В1 и Ppd D1 способствуют большему росту общей 
экспрессивности ферментов в конце закаливания по сравнению с контролем, не 
подвергавшимся воздействию низкой температуры.

Выводы. Закаливание растений в естественных условиях осени вызывает перемены в 
функционировании исследуемых оксидоредуктаз, заключающиеся, как правило, в 
повышении экспрессивности отдельных изоформ и суммарной экспрессивности ферментов. 
Изменение экспрессивности множественных форм начинается в разные сроки от начала 
закаливания и зависит от генотипа (Мага, Cappelle Desprez), рецессивных и доминантных 
аллелей генов фотопериодизма {Ppd В1 и P p d D l)и от фермента.
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Резюме. Вивчали електрофоретичні спектри деяких оксидоредуктаз в листах ліній 
озимої пшениці Mara-Ppd-Dla, Mara-Ppd-D 1 a, Cappelle Desprez-Віа, Cappelle Desprez-5/6. 
Збільшення експресивності окремих форм ферментів спостерігається в різні строки 
загартовування та залежить від генотипу і алельного стану генів Ppd. Домінантні алелі 
сприяють більш суттєвому збільшенню експресивності ферментів наприкінці загартування 
порівняно з рецесивними.

Резюме. Изучали электрофоретические спектры некоторых оксидоредуктаз в листьях 
линий озимой пшеницы Mara-Ppd-Dla, Mara-Ppd-Dla, Cappelle Desprez-ВУ a, Cappelle 
Desprez-57 b. Увеличение экспрессивности отдельных форм ферментов происходит в разные 
сроки закаливания, зависит от генотипа и аллельного состояния генов Ppd. Доминантные 
аллели способствуют большему увеличению общей экспрессивности исследованных 
ферментов в конце закаливания.

A bstracts. The electrophoretic spectra of multiple molecular forms of some oxidoreductase 
in lines o f wheat v.Mara-Ppd-Dla, Mara-Ppd-Dla, Cappelle Desprez-Z?ia, Cappelle Desprez-Bib  
have been studied. During autumn vernalization in the field different isoforms of enzyme increased 
expression in lines with dominant and recessive Ppd genes. Dominant Ppd  genes promoted more
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considerable increasing of enzyme total expression in the end of plant acclimation in comparison 
with recessive genes.
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ТРАНСФОРМАЦИЯ ЛЬНА-ДОЛГУНЦА ХИМЕРНЫМ ГЕНОМ GFP-TUA6 
ДЛЯ ИЗУЧЕНИЯ РОЛИ МИКРОТРУБОЧЕК 

В ФОРМИРОВАНИИ УСТОЙЧИВОСТИ К ПОЛЕГАНИЮ

Введение. В ряде стран Европы и, в частности, в Украине лен (Linum usitatissimum L.) 
издавна является основной прядильной культурой благодаря наличию высококачественного 
волокна. Показано, что целлюлозные микрофибриллы, которые составляют 70% льняного 
волокна, являются основным механическим элементом клеточной стенки и их ориентация 
зависит от ориентации кортикальных микротрубочек клеток (Baskin 2005). С помощью 
методов иммунофлюоресцентной микроскопии ранее было установлено, что ориентация 
отложения целлюлозных фибрилл при формировании клеточной стенки всегда происходит 
параллельно направлению кортикальных микротрубочек в клетке (Giddings & Staehelin, 
1991). Для более детального изучения роли микротрубочек в процессах формирования и 
отложения целлюлозных фибрилл в клеточной стенке, а также особенностей организации 
кортикальных микротрубочек в клетках сортов льна-долгунца, характеризующихся 
различной устойчивостью к полеганию, нами была проведена генетическая трансформация 
разных генотипов льна, районированных на территории Украины и Беларуси, химерным 
геном тубулина, слитым с репортерным геном GFP. С помощью молекулярно-генетического 
анализа и лазерной конфокальной микроскопии нами была продемонстрирована успешная 
интеграция в геном льна-долгунца и экспрессия химерного гена, а также инкорпорация GFP- 
меченного тубулина в нативные структуры микротрубочек клеток, что позволит в 
дальнейшем более глубоко изучать их роль в формировании устойчивости к полеганию.

Материалы и методы. В работе использовали сегменты гипокотилей асептически 
выращенных растений льна-долгунца {Linum usitatissimum L.) ряда генотипов, 
районированных на территории Украины и Беларуси: Глазур, Могилевский 2, Светоч, Зоря 
87, Рушничок, Украинский 3, Свитанок, Томский 16 (семена предоставлены Институтом 
лубяных культур УААН), Вита, Весна, Дашковский, Нива (предоставленные Институтом 
цитологии и генетики НАН Беларуси). Стерилизацию и проращивание семян осуществляли 
по раннее разработанной нами методике (Баер и др., 2004). Регенерацию растений 
осуществляли, как описано нами ранее (Баер и др., 2004) с некоторыми модификациями. Для 
изучения влияния фотогормонального баланса на эффективность регенерации льна 
использовали шесть вариантов сред, содержащих БАЛ (1-3 мг/л) в комбинации с НУК (0,01 и 
0,05 мг/л). В экспериментах по трансформации использовали супервирулентный штамм 
Agrobacterium tumefasciens [LBА 4404 (рВІ 121)], Т-ДНК которой содержала химерный ген 
GFP-TUA6 под контролем 35S промотора вируса цветной мозаики капусты (CaMV). В 
качестве селективного маркерного гена конструкция содержала nptll ген, который 
обеспечивает устойчивость к канамицину (Ueda et al., 1999). Конструкция была любезно 
предоставлена Dr. Т. Hashimoto (Nara Institute of Science and Technology, Japan).
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