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РЕФЕРАТ
Отчет: 59 стр., 9 рис., 11 табл., 47 ист., 5 прил.

ТВЕРДАЯ ПШЕНИЦА, сорта, ГЕНОМИКА, КАРТИРОВАНИЕ QTL, КОМПОНЕНТЫ УРОЖАЙНОСТИ, КАЧЕСТВО, МАРКЕРЫ KASP
Объекты исследований – коллекция твердой пшеницы Triticum durum Desf., состоящая из 300 отечественных и зарубежных образцов.

Цель работы – Идентификация локусов количественных признаков (ЛКП или QTL, quantitative trait loci), связанных с адаптивностью, компонентами урожайности и качеством зерна твердой пшеницы Triticum durum Desf., на основе использования фенотипических данных, полногеномного генотипирования изучаемой коллекции и метода ассоциативного картирования генов.
Основные методы исследований – выделение и очистка ДНК, метод полимеразной цепной реакции, микросателлитный анализ, электрофорез в 1,5 % агарозном и 6 % акриламидном гелях, KASP анализ, методы определения качества зерна, структуры урожая. Статистическая обработка данных на основе корреляционного и кластерного анализа. В работе использованы статистические прикладные программы GraphPad Prism 5, STRUCTURE, Mega 5.0, TASSEL 5.0. 

Полученные результаты и их новизна. Получены полевые данные фенологических наблюдений и структурного анализа 350 сортов и линий твердой пшеницы, выращенных в 2 рандомизированных повторностях в двух регионах Казахстана. Данные фенологических наблюдений и структурного анализа будут использованы в полногеномном поиске ассоциаций, связанных с продуктивностью и качеством. Проведен анализ качества зерна образцов твердой пшеницы конкурсного сортоиспытания. Осуществлена оценка генетического разнообразия сортов твердой пшеницы российской и казахстанской селекции с использованием 7 микросателлитных (SSR) маркеров. Рассчитаны индексы генетического разнообразия сортов с использованием полиморфных ДНК-маркеров. Начато генотипирование сортов твердой пшеницы Казахстана с использованием SNP-маркеров по технологии KASP. Полученные результаты будут использованы на последующих этапах проекта для проведения полногеномного поиска ассоциаций и идентификации информативных ДНК-маркеров.
Область применения:  генетика, биотехнология и селекция зерновых культур.
Результаты проекта по теме исследований опубликованы в 1 статье в рецензируемом отечественном научном издании с ненулевым импакт-фактором, включенном в перечень ККСОН МОН РК, представлены на 4 международных конференциях, проведенных в дальнем зарубежье (г. Болонья, Италия), ближнем зарубежье (г. Москва, Россия) и Республике Казахстан (г. Астана, г. Алматы) (приложение А).
реферат
Есеп: 59 бет, 9 сурет, 11 кесте, 47 әдебиет, 5 қосымша.

ҚАТТЫ БИДАЙ, сорттар, геномика, QTL картАЛАУ, ӨНІМДІЛІК компонентТЕРІ, САПА, KASP маркерЛЕРІ 
Зерттеу нысаны – 300 отандық және шетелдік үлгіден тұратын Triticum durum Desf. қатты бидай коллекциясы. 

Жұмыстың мақсаты – фенотиптік мәліметтерді пайдалану, зерттелетін коллекцияның толық геномдық генотиптелуі және гендерді ассоциативтік карталау негізінде Triticum durum Desf. қатты бидайдың бейімделушілігімен, өнімділік компоненттерімен және дәннің сапасымен байланысты сандық белгілер локустарын (СБЛ немесе QTL, quantitative trait loci) анықтау. 
Негізгі зерттеу әдістері – ДНҚ бөліп алу және тазарту, полимеразалық тізбектік реакция әдісі, микросателлиттік талдау, амплификацияланған өнімді 1,5 % агароза және 6 % акриламид гельдерінде электрофорез, KASP-талдау, дәннің сапасын, өнімнің құрылымын анықтау әдістері. Корреляциялық және кластерлік талдау негізінде мәліметтерді статистикалық өңдеу. Жұмыста GraphPad Prism 5, STRUCTURE, Mega 5.0, TASSEL 5.0. қолданбалы статистикалық бағдарламалары пайдаланылды. 
Алынған нәтижелер және олардың жаңалығы. Қазақстанның екі аймағында 2 әртүрлі қайталанымда өсірілген қатты бидайдың 350 сорты мен линияларының фенологиялық бақылау мен құрылымдық талдау мәліметтері алынды. Фенологиялық бақылау мен құрылымдық талдау мәліметтері, өнімділік және сапамен байланысты ассоциацияларды толық геномдық іздестіруде қолданылады. Конкурстық сорт сынаудан (КСС) өткен қатты бидай дәнінің сапасының талдауы жүргізілді. 7 микросателлиттік (SSR) маркерлер негізінде Ресейлік және Қазақстандық селекциядағы қатты бидай сорттарының генетикалық алуантүрлілік деңгейі бағаланды. Полиморфтық ДНҚ-маркерлерін пайдалану арқылы сорттардың генетикалық алуантүрлілік индекстері есептелді. KASP технологиясы бойынша SNP-маркерлері негізінде Қазақстанның қатты бидайының генотиптелуі басталды. Алынған нәтижелер, ассоциацияларды толық геномдық іздестіру және информативті ДНҚ-маркерлерін айқындауда жобаның келесі кезеңдерінде пайдаланылады.        

Қолдану саласы:  генетика, биотехнология және дәнді дақылдардың селекциясы. 
Зертеу тақырыбы бойынша жоба ҚР БҒМ ғылым және білім саласындағы бақылау Комитетінің тізіміне кіретін импакт факторы нөлден жоғары рецензияланатын ғылыми басылымда 1 мақалада, сонымен қатар, алыс шетелде өткізілген конференция жинақтарында 4 мақалада (Болонья қ., Италия) және Қазақстан Республикасында (Астана қ., Алматы қ.) жарияланды (қосымша А). 
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Введение

Твердая пшеница (Triticum durum Desf.) является одной из важных зерновых культур в мире и в Казахстане (FAOSTAT 2016). В связи с этим, стабильное увеличение производства высококачественного зерна, в том числе твердой пшеницы, стратегической и экспортной зерновой культурой, является одним из важных направлений для обеспечения продовольственной безопасности, как в мире, так и внутри страны [1, 2]. Распространение современных знаний и использование новых технологий в генетике и селекции является важным фактором успеха внедрения результатов научных исследований в прикладную науку. К сожалению, практически все селекционные учреждения Казахстана до сих пор используют в своей работе лишь стандартные классические селекционные методы, тогда как их коллеги в развитых странах с успехом осваивают новые геномные технологии, что позволяет значительно ускорить и модернизировать селекционный процесс для создания высокопродуктивных и качественных сортов. В связи с этим весьма актуальными являются сравнительное изучение генетических ресурсов твердой пшеницы Казахстана и сортов мировой коллекции с использованием как традиционных методов селекции, так и современных методологий молекулярной генетики и геномики,  маркер-опосредованной селекции. 
Проект выполняется в рамках бюджетной программы 217 «Развитие науки», подпрограммы 102 «Грантовое финансирование научных исследований».  Приоритет: 4. Наука о жизни и здоровье. Подприоритет: 4.1 Фундаментальные и прикладные исследования в области биологии. – Физиологические, биохимические и молекулярно-генетические механизмы жизнедеятельности растений, животных и человека, их адаптации к биотическим и абиотическим факторам среды обитания. 

На стадии разработки темы и в ходе выполнения проекта были проведены патентные исследования с ретроспективной глубиной поиска 2018-2004 г.г. (приложение Б). Использовались следующие информационные фонды (базы) поиска: База изобретений и полезных моделей «Патенты Казахстана» Национального института интеллектуальной собственности МЮ РК, База данных «Рефераты российских патентов», Республиканская научная сельскохозяйственная библиотека, База данных Российской ЦНСХБ, База данных «Европатент», Espacenet, U.S. Patent and Trademark Office, NCBI и другие. Перечень использованных зарубежных информационных ресурсов приведен в Приложении В. Анализ отечественной и зарубежной литературы показал, что в Казахстане до сих пор не проводились аналогичные работы на молекулярно-генетическом уровне по изучению генетики качеству зерна твердой (тетраплоидной) пшеницы и полногеномному анализу ассоциаций (ассоциативному картированию генов). 

Цель проекта – Идентификация локусов количественных признаков (ЛКП или QTL, quantitative trait loci), связанных с адаптивностью, компонентами урожайности и качеством зерна твердой пшеницы Triticum durum Desf., на основе использования фенотипических данных, полногеномного генотипирования изучаемой коллекции и метода ассоциативного картирования генов.
Задачи проекта:

1.
Фенотипическое изучение коллекции твердой пшеницы, состоящей из 350 отечественных и зарубежных сортов и линий, в двух регионах Казахстана.
2.
Генотипирование сортов и линий твердой пшеницы Казахстана с использованием SNP-маркеров по технологии KASP.

3.
Оценка генетического разнообразия коллекции твердой пшеницы на основе использования микросателлитных ДНК-маркеров.

4.
Биохимический анализ качества зерна коллекции твердой пшеницы Казахстана.

5.
Идентификация QTL хозяйственно-ценных признаков твердой пшеницы на основе использования метода ассоциативного картирования генов.

6.
Анализ эффективности KASP-маркеров для выявления ценных генотипов и их использования в селекционных программах.

Цель этапа 2018 года: Генотипирование и фенотипирование коллекции твердой пшеницы с использованием молекулярно-генетических и селекционных методов. В рамках этапа 2018 года нами решались следующие задачи (приложение Г):

1.
Фенотипическое изучение коллекции твердой пшеницы, состоящей из 350 отечественных и зарубежных образцов, в двух регионах Казахстана. – Фенологическая оценка коллекции 300 образцов твердой пшеницы в двух регионах Казахстана. Анализ компонентов урожайности коллекции, выращенной в двух регионах Казахстана.

2.
Выделение и генетическая паспортизация перспективных линий твердой пшеницы. 

3. Оценка генетического разнообразия коллекции твердой пшеницы на основе использования микросателлитных ДНК-маркеров. 
– Оптимизация полимеразной цепной реакции для SSR-анализа твердой пшеницы.
– Микросателлитный анализ сортов и линий твердой пшеницы Казахстана.
4. Генотипирование сортов и линий твердой пшеницы Казахстана с использованием SNP- маркеров по технологии KASP. – Выделение и очистка ДНК 92 сортов и линий твердой пшеницы. 
5.
Биохимический анализ качества зерна коллекции твердой пшеницы Казахстана.

Для выполнения данного проекта авторами и основными исполнителями проделана предварительная работа по формированию коллекции твердой пшеницы – получена зарубежная коллекция твердой пшеницы, состоящая из 215 сортов, размноженная после соответствующего карантина в Казахстане в 2017 году. Данный набор представляет собой  часть общей коллекции, состоящей из более 300 сортов и линий (включая казахстанский генофонд) для ее широкомасштабного изучения в трех точках в двух регионах Казахстана (Север – Костанайская и Северо-Казахстанская области и Юго-Восток – Алматинская область). Руководитель и основные исполнители данного проекта имеют определенный опыт и научный задел в данной области исследований [3-8], являлись участниками международного проекта по адаптации пшеницы к различным эко-географическим условиям, поддержанного 7-ой рамочной программой Европейского Союза (https://www.jic.ac.uk/adaptawheat/index.htm). Полученные результаты позволят идентифицировать новые гены и эффективные ДНК-маркеры для селекции, которые могут быть успешно использованы как внутри страны, так и за рубежом. В частности, будут созданы новые эффективные и экономичные KASP-маркеры хозяйственно-ценных признаков, связанных с повышением урожайности и качества зерна твердой пшеницы.            
В реализации цели и задач данного проекта, направленного на изучение генетики твердой пшеницы принимают непосредственное участие высококвалифицированные специалисты генетики, биохимики и селекционеры (приложение А). К выполнению проекта привлечены молодые специалисты, прошедшие научные стажировки в крупных мировых научных центрах дальнего зарубежья (Англии, Японии, Италии), PhD-докторанты по программе Болашак и КазНУ им. аль-Фараби, магистранты и бакалавры биологического факультета КазНУ им. аль-Фараби. В ходе выполнения данного проекта отечественные специалисты активно сотрудничают с коллегами из Bologna University (г. Болонья, Италия). Предусмотрена научная стажировка PhD докторанта по теме исследований в данный научный центр.
Научно-технический уровень. Для выполнения цели и задач проекта используются современные методы и подходы. Молекулярно-генетические, биохимические и селекционные исследования проводятся с использованием соответствующей материально-технической базы и методологий. Имеющиеся в наличии измерительные приборы периодически подвергаются метрологической поверке. Для осуществления генотипирования твердой пшеницы использованы современные классы ДНК-маркеров – SSR, SNP и KASP (KBiosciences competitive allele specific PCR genotyping system – селективная аллель-специфичная полимеразная цепная реакция) [9]. Для выполнения данной задачи использованы методы выделения и очистки ДНК, полимеразной цепной реакции (ПЦР), электрофореза в полиакриламидном геле (ПААГ) и определения нуклеотидной последовательности. Имеющиеся в наличии измерительные приборы периодически подвергаются метрологической поверке. Условия ПЦР для микросателлитных ДНК-маркеров оптимизировали с использованием градиентного термоамплификатора “Veriti” (Applied Biosystems, США). Продукты ПЦР разделяли методом электрофореза в 6% полиакриламидном геле. Результаты электрофореза документированы с использованием гель-документирующей системы от компании Bio-Rad (США). Определение нуклеотидных последовательностей осуществляли с использованием 4-каппилярного ДНК-анализатора ABI3130 (Applied Biosystems, США). Анализ показателей качества зерна осуществлен с использованием парка оборудования и приборов в полностью оснащенной для этих целей лаборатории биохимии и качества зерна КазНИИЗиР МСХ РК. Полевые исследования проведены в рамках комплексных исследований с Карабалыкской СХОС, одной из сильнейших СХОС севера страны (Костанайская область), Северо-Казахстанской СОС МСХ РК и КазНИИЗиР (Алматинская область). Поиск новых генов и информативных ДНК-маркеров, связанных с продуктивностью и качеством зерна будет осуществлен на основе использования ассоциативного картирования генов. Для поиска новых генов и ассоциативного картирования генов использована прикладная программа TASSEL 5.0 [10]. Для выявления достоверности полученных результатов будут использованы современные статистические методы и имеющиеся коммерческие лицензированные пакеты прикладных программ (GenStat и GraphPad). Анализ структуры популяций осуществляли с использованием программы STRUCTURE [11].
Новизна проекта заключается в идентификации новых информативных ДНК-маркеров, связанных с адаптивностью, компонентами урожайности и показателями качества зерна твердой пшеницы на основе использования современных геномных технологий, в т.ч. Illumina и KASP, направленных на повышение эффективности селекционных исследований в Казахстане. Также, метод ассоциативного картирования [12, 13] для идентификации ЛКП ранее не применялся для изучения казахстанских образцов твердой пшеницы, выращенных в основных зерносеющих регионах Казахстана.   

Значимость проекта. Значимость данного проекта в национальном масштабе связана с усилением отечественных селекционных программ по повышению продуктивности и качества твердой пшеницы, на основе использования новых геномных технологий. В частности, для селекционных организаций страны будут предложены новые информативные ДНК-маркеры для определения потенциала продуктивности и качества зерна на ранних стадиях отбора селекционного материала. Использование новых ДНК-технологий позволит повысить общий уровень научных исследований в Казахстане. Значимость проекта в мировом масштабе связана с тем, что: 1) будут выявлены новые генетические факторы, связанные с повышением продуктивности и качества твердой пшеницы, и полученные результаты могут быть использованы в других научных учреждениях мира; 2) успешное выполнение проекта позволит усилить интеграцию ученых из Казахстана в мировую науку.  
Экономическая заинтересованность в выполнении проекта в том, что будут идентифицированы информативные ДНК-маркеры для экспресс-анализа селекционных линий твердой пшеницы с целью отбора ценных генотипов с оптимальными количественными и качественными характеристиками. В результате ожидается повышение эффективности селекционного процесса твердой пшеницы, направленного на создание новых конкурентоспособных продуктивных и высококачественных сортов и линий. Перспективность НИР фундаментального и практического характера состоит в подготовке важной платформы для выработки новых стратегий и практических рекомендаций по усилению эффективности селекционного процесса твердой пшеницы, в том числе маркер-ориентированной селекции, направленной на создание новых конкурентноспособных сортов.  

Результаты исследований опубликованы в 1 статье в рецензируемом отечественном научном издании с ненулевым импакт-фактором, включенном в перечень Комитета по контролю в сфере образования и науки МОН РК («Вестник КазНУ. Серия   биологическая»), а также представлены на 4 международных конференциях, проведенных в дальнем зарубежье (г. Болонья, Италия), ближнем зарубежье (г. Москва, Россия) и Республике Казахстан (г. Астана, г. Алматы) (приложение А). В приложении Д приведены результаты по теме НИР за 2018 год.
ОСНОВНАЯ ЧАСТЬ

1 Обоснование выбора направления исследований

Твердая пшеница (Triticum durum Desf.) является одной из важных зерновых культур в мире и в Казахстане (FAOSTAT 2016). Муку твердой пшеницы используют при изготовлении макаронных изделий, круп, в хлебопечении в качестве улучшителя.

За рубежом твердую пшеницу называют пшеница дурум, так как термин «твердая пшеница» не является точным и может быть отнесен к сортам высокостекловидной мягкой пшеницы, обладающим высокими значениями показателя твердозерности. 

Более 70 % твердой пшеницы выращивается в странах Средиземноморского бассейна. В Казахстане она выращивается на территории 0.8 млн. га, и является важной культурой как для употребления внутри страны, так и для зарубежного экспорта. Более 
80 % твердой пшеницы выращивается на севере страны. Возделывание данной культуры в зонах критического земледелия Казахстана обуславливает ее низкую продуктивность, и, в среднем, урожайность составляет 1.1 т/га (FAOSTAT 2016). Вместе с этим, качество зерна, выращенного в Северном Казахстане, является высоким и большая часть урожая идет на экспорт, что привело к тому, что страна входит в десятку наиболее важных экспортеров твердой пшеницы на мировом рынке (FAOSTAT 2016). По данным Комитета по статистике Министерства национальной экономики Республики Казахстан (до 2014 года – Агентство Республики Казахстан по статистике) и КазАгро основными импортерами высококачественной твердой пшеницы являются страны Западной Европы (Италия, Польша, Норвегия). 

Ведущие центры по изучению генетики и селекции твердой пшеницы сосредоточены, в основном, в странах Европейского Союза и Северной Америки. Следует отметить наличие лидирующих центров по изучению твердой пшеницы в городах Болонья и Фиоренцуола (Италия), Университете Саскачеван (Саскатун, Канада) и др. Неслучайно то, что координаторами экспертной группы по мировой инициативе по твердой пшенице являются профессора Р. Тубероса (Болонья, Италия) и Л. Каттивелли (Фиоренцуола, Италия). Активным участником данной инициативы является международный центр по сельскому хозяйству в странах с засушливым климатом (ИКАРДА, ICARDA), с централизованным исследованием данной культуры в Марокко (Северная Африка). Руководитель данного проекта также является участником мировой инициативы по твердой пшенице, налажены тесные научные связи с известными учеными по генетике и селекции твердой пшеницы – Проф. Roberto Tuberosa, (профессор Университета г. Болонья, Италия) и Проф. Nicola Pecchioni (директор исследовательского центра зерновых и промышленных культур, г. Фоджа, Италия). 

В связи с вышеизложенным, главным направлением в селекции твердой пшеницы является устойчивость к неблагоприятным факторам окружающей среды, и повышение продуктивности без потери качества зерна. Для того чтобы решить поставленные задачи необходимо в селекционном процессе активно использовать генетические ресурсы из других регионов мира и новые геномные технологии. Главной идеей проекта является идентификация новых ценных локусов количественных признаков (ЛКП, или QTL – quantitative trait loci) и информативных ДНК-маркеров, связанных с устойчивостью к абиотическим стрессовым факторам, повышением продуктивности и качества зерна, и использование современных геномных технологий в селекции твердой пшеницы в Казахстане. К числу таких современных технологий относится метод ассоциативного картирования генов на основе полногеномного генотипирования (GWAS, genome wide association study) [14]. В настоящее время GWAS широко используется в идентификации ДНК-маркеров, связанных с компонентами урожайности [15, 16], устойчивостью к абиотическим стрессовым факторам окружающей среды [17], болезням [18, 19], и повышением качества зерна [20, 21]. Также, GWAS широко используется для исследований по твердой пшенице во многих научных центрах [22, 23]. Анализ результатов использования GWAS в различных регионах мира свидетельствует о том, что идентифицированные ДНК-маркеры и гены, ответственные за урожайность и ее компоненты, находятся в разных частях генома и их проявление зависит от условий выращивания. Результаты исследований сотрудников СИММИТ (CIMMYT, Mexico), свидетельствуют о том, что разница в получении этих данных находится в зависимости от чувствительности растений к факторам окружающей среды в критические фазы роста, определяющие потенциал урожайности [24]. Другими словами, для того, чтобы эффективно использовать результаты GWAS в Казахстане, необходимо осуществление отдельных региональных исследований непосредственно в основных зерносеющих регионах страны.

Ранее проблемы селекции пшеницы в Казахстане решались, главным образом, с использованием традиционных методов, за исключением редких работ с использованием молекулярных маркеров в нескольких НИИ МОН РК и МСХ РК. 

В последнее время современные селекционно-генетические программы в мире базируются на использовании новых эффективных инструментов и геномных технологий. К примеру, такими широко используемыми в развитых странах геномными технологиями являются полногеномное генотипирование пшеницы [25], построение генетических карт с высоким разрешением для всех хромосом геномов гексаплоидной пшеницы [26, 27], идентификация новых ЛКП, связанных с продуктивностью [28-30], устойчивостью к биотическим и абиотическим стрессовым факторам, качеством зерна и муки [31-35], автоматизация использования информативных ДНК-маркеров в селекционном процессе [36]. 

Для повышения эффективности молекулярно-генетических исследований будет использован метод KASP, позволяющий изучать аллельное состояние специфических генов и ДНК-маркеров одновременно для нескольких тысяч образцов [9]. Данная технология основана на использовании флуоресцентно-меченых праймеров, исключает использование трудоемких дорогостоящих методов электрофореза в полимерных гелях. При этом эффективность KASP анализа повышается с увеличением количества анализируемых образцов, что вполне соотносится с целью и реализацией задач данного проекта. Поиск новых генов и информативных ДНК-маркеров, связанных с продуктивностью и качеством зерна твердой пшеницы будет осуществляться на основе использования ассоциативного картирования генов. С целью поиска новых генов и ДНК-маркеров, связанных с компонентами урожайности и качества зерна твердой пшеницы, будут применяться широко используемые статистические программы TASSEL 5.0 [10], GenStat 17.0 и JoinMap 3.0. Для выявления статистических показателей достоверности полученных результатов, изучения особенностей взаимодействий «генотип х окружающая среда» будут использованы современные биометрические методы и пакеты прикладных программ, в том числе и имеющиеся в наличии коммерческие лицензионные программы GenStat 17.0 и GraphPad Prism 5.0.

Принципиальным отличием данного проекта от существующих аналогов в мире является генетическая оценка генофонда твердой пшеницы Казахстана, комплексное изучение центральных коллекций твердой пшеницы отечественной и мировой селекции с использованием микросателлитных маркеров, новых геномных технологий (KASP и SNP), результатов полевых и лабораторных исследований по урожайности и качеству зерна и идентификация новых информативных ДНК-маркеров – SNP и KASP с использованием полногеномного анализа ассоциаций для повышения эффективности генетико-селекционных исследований в Казахстане. Кроме того, в результате выполнения проекта будут разработаны информативные ДНК-маркеры, ассоциированные с показателями продуктивности и качества, на основе использования технологии KASP.

Использование геномных данных по SNP генотипированию твердой пшеницы впервые позволит идентифицировать и внедрить в селекционные программы РК информативные KASP-маркеры. Таким образом, в результате выполнения данного проекта будут получены новые фундаментальные знания в области генетики продуктивности и качества зерна, внедрены новые технологии/методологии, даны практические рекомендации по усилению эффективности селекционных программ в Казахстане, направленных на замещение старых и создание новых высококачественных сортов твердой пшеницы на основе использования новых геномных технологий. 
2 Материалы и методы исследований
         Материал исследований – мировая коллекция твердой пшеницы различного географического происхождения, состоящая из 350 сортов и линий (таблица 1), среди которых 29 сортов казахстанской и российской селекции; 15 образцов конкурсного сортоиспытания селекции Карабалыкской СХОС.
Таблица 1 – Распределение сортов и линий, использованных в анализе по происхождению
	Происхождение сортов и линий
	Количество образцов

	ICARDA
	25

	INRA MOROCCO
	14

	INRAT
	1

	IRTA-SPAIN
	16

	PSB
	1

	Северная Америка
	35

	Южная Америка
	2

	Западная Европа
	167

	Восточная Европа
	17

	Ближний Восток
	14

	Центральная Азия
	36

	Закавказье
	9

	Австралия
	1

	Северная Африка
	7

	Восточная Африка
	3

	Образцы неизвестного происхождения
	17


В таблице 2 представлена информация по сортам твердой пшеницы казахстанской и российской селекции, в том числе по перспективным и допущенным к использованию на территории Республики Казахстан  [37].

Таблица 2 – Список использованных в анализе перспективных и допущенных к использованию в Республике Казахстан сортов яровой твердой пшеницы 

	Наименование сорта/линии
	Год допуска (реестр)
	Область допуска
	Оригинатор

	Алмаз
	*
	Северо-Казахстанская обл.
	СибНИИСХ (Омская обл.) 

	Алтайка
	1981 
	Северо-Казахстанская обл. (СКО)
	Алтайский НИИ земледелия и селекции с.-х. культур

	Алтайский янтарь
	2006 
	Восточно-Казахстанская
	Алтайский НИИ земледелия и селекции с.-х. культур

	Алтын дала
	2010 
	Костанайская, СКО
	Карабалыкская СХОС

	Асангали 20
	2015 
	Восточно-Казахстанская, Костанайская 
	Карабалыкская СХОС

	Гордеиформе 254
	2003 
	Алматинская
	КазНИИЗиР,

Карагандинская СХОС

	Каргала 9
	2005 
	Актюбинская, Атырауская
	Актюбинская СХОС, КазНИИЗиР

	Каргала 34
	*
	*
	Актюбинская СХОС, КазНИИЗиР 

	Каргала 66
	*
	*
	Актюбинская СХОС

	Каргала 69
	*
	Западно-Казахстанская обл., 

Актюбинская область
	Актюбинская СХОС

	Каргала 70
	*
	*
	Актюбинская СХОС

	Каргала 71
	*
	Западно-Казахстанская обл., Центральный Казахстан
	Актюбинская СХОС

	Каргала 1409
	*
	*
	Актюбинская СХОС

	Каргала 1411
	*
	*
	Актюбинская СХОС

	Каргала 1514
	*
	*
	Актюбинская СХОС

	Кустанайская 1
	*
	*
	Карабалыкская СХОС

	Костанайская 12
	2004 
	Костанайская
	Карабалыкская СХОС

	Костанайская 52
	2000 
	Костанайская
	Карабалыкская СХОС

	Назаровка
	*
	*
	*

	Нурлы
	*
	*
	Карабалыкская СХОС

	Оренбургская 10
	1990 
	Актюбинская, Павлодарская 
	Оренбургский НИИСХ 

	Омский рубин
	1991 
	Акмолинская
	Сибирский НИИСХ

	СИД 88
	1993 
	Акмолинская, Костанайская, Карагандинская, СКО
	Карабалыкская СХОС

	Саратовская 31
	*
	*
	*

	Харьковская 9
	*
	*
	Ин-т растениеводства им. 
В.Я. Юрьева НААН

	Харьковская 46
	1957 
	Уральский регион
	ОАО «Элитные семена Южного Урала» и ГНУ Башкирский НИИСХ

	Харьковская 90
	*
	*
	Ин-т растениеводства им. 
В.Я. Юрьева НААН

	Целиноградская 75
	*
	*
	*

	Чернокосая 20
	*
	*
	*

	Примечание – * – нет данных


Методы исследований. В работе использованы молекулярно-генетические методы, включая выделение [38] и очистку ДНК, полимеразную цепную реакцию (ПЦР), электрофорез в агарозном и полиакриламидном (ПААГ) гелях, генотипирование с использованием микросателлитных (SSR) маркеров, KASP маркеров; селекционные и биохимические методы для определения фенологии, структуры урожая и качества зерна и муки твердой пшеницы. 

Определение показателей качества зерна осуществлено с использованием соответствующих ГОСТов [39]. 
Полевые опыты были заложены на экспериментальных опытных участках Карабалыкской СХОС (Костанайская область), Северо-Казахстанской СОС (Северо-Казахстанская область) и КазНИИЗиР (Алматинская область). Для выполнения запланированных полевых работ в Костанайской, Северо-Казахстанской и Алматинской областях использованы стандартные селекционные методы. Фенологические наблюдения, оценки и учеты состояния растений по фазам развития проводили согласно методическим указаниям ВИР [40]. 

При определении продолжительности вегетационного периода сортов коллекции твердой пшеницы отмечали даты наступления фенологических фаз развития растений – всходы, кущение, трубкование, колошение, созревание. Анализ урожайности пшеницы и ее элементов осуществляли по общепринятым методикам [41].

Выделение тотальной ДНК проводили по DeLaporta,1983 [38]. Концентрацию тотальной ДНК определяли спектрофотометрически на спектрофотометре BioRad. О качестве выделенной ДНК судили по отношению величин оптической плотности OD260/OD280. Также для проверки количества и качества выделенной ДНК, наряду со спектрофотометрированием, использовали электрофорез в 1 % агарозном геле.

Применяли метод полимеразной цепной реакции (ПЦР) с использованием различных пар  праймеров, с соответствующей оптимизацией условий реакции для конкретных пар праймеров. Реакционная среда для SSR-амплификации включала 0.2 мМ каждого dNTP, 250 мкМ каждого праймера, 0,5-1.5 мМ MgCl2, 1 ед. Taq-полимеразы, 30-50 ng исследуемой ДНК. 

ПЦР, включающую предварительную денатурацию тотальной ДНК при 94 оС в течение 1 мин., последующие 30 циклов (94 оС – 1 мин., 50-60 оС –30-60 сек., 72 оС – 1 мин.) и элонгацию при 72 оС – 7 мин., проводили, используя термоамплификатор Veriti (Applied Biosystems, США). Количество циклов и температура отжига зависели от используемых в анализе праймеров. Продукты полимеразной цепной реакции разделяли электрофоретически в 1,5 % агарозном и 6 % полиакриламидном гелях в трис-ЭДТА-боратном буфере рН 8,0. 

В работе использованы статистические методы с применением пакетов прикладных программ для оценки корреляционных связей между изучаемыми признаками, и между ДНК-маркерами и признаками. Анализ структуры популяций осуществляли с использованием программы STRUCTURE [36]. Для полногеномного анализа ассоциаций (ассоциативного картирования) между ДНК-маркерами и устойчивостью применяли программу TASSEL 5.0 [10]. 
3 Обобщение и оценка результатов исследований
3.1 Фенотипическое изучение коллекции твердой пшеницы, состоящей из более 300 отечественных и зарубежных образцов, в двух регионах Казахстана

Осуществлено фенотипирование коллекции твердой пшеницы, состоящей из 350 сортов и линий отечественной и зарубежной селекции, выращенной в двух регионах Казахстана – на севере (Северо-Казахстанская СОС, Северо-Казахстанская обл.) и юго-востоке (КазНИИЗиР, Алматинская обл.) страны. 

Посев твердой пшеницы в условиях Алматинской области провели 13.04.2018 года. 
3.1.1 Фенологическая оценка коллекции 300 образцов твердой пшеницы в двух регионах Казахстана

Осуществлена фенологическая оценка коллекции твердой пшеницы. В условиях Алматинской области стадия кущения была отмечена 16.05.2018-20.05.2018 г.г. (рисунок 1). 
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а – стадия кущения, 16.05.2018 г.;  б – стадия кущения, 25.05.2018 г. 

Рисунок 1 – Стадия кущения твердой пшеницы (полевой стационар 
ТОО КазНИИЗиР, Алматинская обл.)
Стадия всходы-трубкование наблюдалась в период 12-20 июня, причем у подавляющего большинства образцов – 12.06.2018 года. Фаза полного цветения отмечалась с 21.06.18 г. по 27.07.18 г., что составило от всходов до цветения 37-84 дня. Фаза созревания отмечалась у образцов анализируемой коллекции твердой пшеницы с 17 июля по 9 августа, период от всходов до созревания составил от 63 до 97 дней. В таблице 3 представлена информация по продолжительность фаз развития образцов коллекции твердой пшеницы, выращенной в двух регионах.

Таблица 3 –  Вегетационный период образцов коллекции твердой пшеницы, выращенной 
в двух регионах Казахстана, в разрезе групп спелости

	Алматинская область, 2018 г.
	Северо-Казахстанская область, 2018 г.

	Вегетационный период, дни
	Количество образцов, шт.
	Вегетационный период, дни
	Количество образцов, шт.

	63-75
	65
	79-84
	186

	78-86
	223
	85-89
	158

	90-97
	62
	90-91
	6


В качестве самых скороспелых образцов с периодом вегетации 60-75 дней в Алматинской области были выделены сорта и линии твердой пшеницы PI352323, MG5323, Etiopia, PI341800.  В Северо-Казахстанской области среди наиболее скороспелых сортов оказались Sara Golla, Sharm5, Svevo, Trinakria, Arcangelo. Средняя длина вегетационного периода в Алматинской области составила 82 ± 0,51 дня, в Северо-Казахстанской области – 84 ± 0,12 дня.
Таким образом, проведенный фенологический анализ коллекции твердой пшеницы, состоящей из 350 сортов и линий твердой пшеницы мировой и отечественной селекции позволил выявить ряд скороспелых образцов для северного и юго-восточного региона. Полученные результаты важны для развития генетико-селекционных программ, направленных на повышение скороспелости твердой пшеницы. 

3.1.2 Анализ компонентов урожайности коллекции твердой пшеницы, выращенной в двух регионах Казахстана

Осуществлен анализ урожайности и элементов продуктивности образцов коллекции твердой пшеницы по высоте растений, длине верхнего междоузлия, количеству продуктивных колосьев на растение, длине главного колоса, числу зерен главного колоса, массе зерен главного колоса, массе 1000 зерен, массе зерен с растения, числу колосков главного колоса.
Высота растений является важным признаком, который учитывается в структурном анализе. Данный признак влияет на индекс урожая и устойчивость к полеганию. В Алматинской области высота растений варьировала от 32,8 см до 108,2 см со средним значением 66,5 ± 1,24. Наиболее высокорослыми оказались образцы PI191203, MG4387, наиболее низкорослыми – Brindur, Vesuvio. В Северо-Казахстанской области высота растений находилась в пределах 50-178 см со средним значением 78 ± 1,62. Наиболее высокорослым в Северо-Казахстанской области показал себя образец PI532501.
Длина верхнего междоузлия образцов твердой пшеницы в Алматинской области колебалась в пределах 14,7-51,7 см со средним значением 31,1 ± 0,49. Сорт Taganrog имел наибольшее значение по длине верхнего междоузлия, сорт Brindur имел наименьшее значение. 

По длине главного колоса наименьшее значение составило – 3,4 см (Arcangelo, Appulo, рисунок 2а), наибольшее – 11,5 см (MG5444/235, рисунок 2б) со средним значением для коллекции, равным 6,1 ± 0,11 (таблица 4).
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а – Arcangelo; б – MG5444/235
Рисунок 2 – Образцы твердой пшеницы, различающиеся по длине колоса
В Северо-Казахстанской области длина главного колоса варьировала от 4 см до 15 см со средним значением 7 ± 0,14, где наименьшее значение показал сорт Tresor, наибольшее значение – PI278647. 

Таблица 4 – Морфометрические показатели образцов твердой пшеницы
	Показатели
	Высота растений, см
	Длина верхнего междоузлия, см
	Длина главного колоса, см
	Длина остей, см

	Минимальное значение
	32,8
	14,7
	3,4
	6,3

	Максимальное значение
	108,2
	51,7
	11,5
	19,2

	Среднее значение
	66,5 ± 1,24
	31,1 ± 0,49
	6,1  ± 0,11
	11,7 ± 0,16


Осуществлен анализ массы зерна с главного колоса, масса зерен с растения, масса 1000 зерен (таблица 5). 
Таблица 5 – Масса зерна образцов коллекции твердой пшеницы 
	Масса зерна
	Масса зерен главного колоса, г
	Масса 1000 зерен, г
	Масса зерен с растения, г

	Минимальное значение
	0,5
	31,2
	0,5

	Максимальное значение
	3,6
	65,7
	8,2

	Среднее значение
	1,2 ± 0,03
	41,2 ± 0,63
	1,4 ± 0,05


По данным показателям в условиях Алматинской области выделились образцы MG4330/66 и 208911 (таблица 6).
Таблица 6 – Сорта и линии твердой пшеницы, выделившиеся по компонентам урожайности
	Название сорта/линии
	Масса зерен главного колоса, г
	Название сорта/линии
	Масса 1000 зерен, г
	Название сорта/линии
	Масса зерен с растения, г

	TAGANROG
	3,6
	PI362067
	65,7
	PI191145
	8,2

	PI157985
	3,0
	PI191599
	64,8
	ZENIT
	4,8

	PRODURA
	2,3
	KAMUT
	63,0
	PI341800
	3,1

	QUADRATO
	2,2
	208911
	58,9
	PI157985
	3,0

	SAN CARLO
	2,2
	DUETTO
	57,7
	PI94755
	2,7

	TIZIANA
	2,0
	PI192641
	57,6
	PI343446
	2,6

	SANSONE
	2,0
	Adamello
	57,6
	NARTINO
	2,5

	CHIARA
	2,0
	MG4330/66
	56,8
	ARIOSTO
	2,3

	OFANTO
	2,0
	PI352514
	56,4
	MG5344/1
	2,3

	AVISPA
	2,0
	PI223171
	56,2
	PRODURA
	2,3

	OROBEL
	1,9
	SANSONE
	55,1
	PRIMADUR
	2,2

	TITO
	1,9
	CICLOPE
	54,0
	208911
	2,2

	PI286547
	1,9
	PI623656
	53,8
	MG5416/1
	2,2

	TRINAKRIA
	1,9
	PI113393
	53,7
	QUADRATO
	2,2

	ARIOSTO
	1,8
	PI306665
	53,7
	MG4330/66
	2,2

	DUETTO
	1,8
	PI387479
	53,5
	SAN CARLO
	2,2

	MG4330/66
	1,8
	Alemanno
	53,4
	AVISPA
	2,2

	ARCOBALENO
	1,8
	ARCANGELO
	53,4
	NORMANNO
	2,1

	208911
	1,8
	MG5344/1
	52,7
	PI115816
	2,1

	GRANIZO
	1,8
	MG4328/61
	52,7
	LATINO
	2,1


Масса 1000 зерен является важным признаком урожайности. В Алматинской области значения массы 1000 зерен находились в пределах от 31,2 до 65 г со средним значением 9,06 ± 0,63.
3.2 Биохимический анализ качества зерна коллекции твердой пшеницы Казахстана
Осуществлен анализ качества зерна (определение стекловидности, содержания клейковины, качества клейковины (ИДК), число падения, седиментации (по уксусной кислоте), определение содержания амилозы, определение содержания протеина в зерне, влажности зерна, содержания крахмала в зерне, твердозерности и урожайности (натура и масса 1000 зерен) у образцов твердой пшеницы конкурсного сортоиспытания (КСИ) селекции Карабалыкской СХОС, выращенных в условиях Карабалыкской СХОС Костанайская области (Север, урожай 2017 года). Анализ проведен по соответствующим ГОСТам и общепринятым методикам для определения показателей качества зерна и муки пшеницы.

Натура – это масса 1 л зерна, выраженная в граммах. Вместо термина «натура» в прошлом и нередко в настоящем времени употребляют термины «натурный вес», «натурная масса», «объёмная масса». Натурную массу зерна определяют на литровой пурке с падающим грузом. Чем выше натура зерна, тем больше в нём содержится полезных веществ, тем оно качественнее. Натура даёт представление о выполненности зерна, имеющей большое технологическое значение. Высоковыполненное зерно хорошо развито, у него большой процент приходится на долю эндосперма. При неблагоприятных условиях формирования зерна масса его оболочек по сравнению с массой эндосперма возрастает, при этом масса эндосперма снижается, что приводит, в свою очередь, к снижению выхода готовой продукции (муки, крупы и т. п.). Натурная масса зерна данного блока коллекции твердой пшеницы (КСИ) варьировала в широких пределах от 560 г/л (Г 1846) до 746 г/л (Г 2611) при среднем для всего блока 665 г/л. Ряд генотипов выделяется относительно высоконатурным зерном выше ≥700 г/л. Это номера: Г 2345 (717 г/л), Г 2607, Г 2638, Г 2640 (704-766 г/л); Г 2409 и Г 2589 (699-697 г/л). Кроме того, была определена масса 1000 зерен для каждого образца яровой твердой пшеницы КСИ.

По стекловидности зерна весь блок характеризовался очень высокими значениями данного показателя – 93-98%, как и по твердозерности от 74 до 81 ед. SKCS (таблица 7). Содержание протеина в зерне варьировало от 11,7 % (Г 2654) до 14,8 % (Г 2640). Уровень 14,0 % и выше (базовый для высококачественных пшениц) был характерен дополнительно для следующих образцов твердой пшеницы КСИ: Г 2638 (14,4 %); Г 2409 (14,0 %) и Г 2345 (14,2 %).

Содержание клейковины в зерне согласно ГОСТ варьировало для данного блока от 20,6 % (Г 1764) до 30,8 % (Г 2640), при среднем значении, равном 25,9 %. Основная часть испытанного блока формировала количество клейковины, соответствующее 3-ему классу при заготовке в пределах 23,0-28,0 %.

Таблица 7 – Характеристика блока яровой твердой пшеницы (КСИ) по качеству зерна и муки (Карабалыкской СХОС, ур. 2017 г.)

	Номер по Каталогу
	Нату-

ра
	Стек-ло-вид-ность
	Клей-кови-

на
	ИДК
	ЧП
	Седи-мен-тация (укс. к-та)
	Ами-лоза (хим)
	Зерно

	
	
	
	
	
	
	
	
	Про-теин зерно
	Влаж-ность
	Крах-мал
	Твер-дозер-ность

	Г 1764
	595
	94
	20,6
	100
	274
	26
	30,6
	12,2
	10,2
	60,1
	79

	Г 1846
	560
	97
	22,8
	110
	277
	25
	28,9
	12,8
	10,4
	59,1
	75

	Г 2246
	703
	96
	24,9
	115
	268
	24
	31,0
	12,7
	10,6
	61,5
	76

	Г 2267
	614
	93
	24,4
	110
	275
	25
	29,7
	13,0
	10,5
	59,2
	79

	Г 2345
	717
	95
	29,6
	120
	327
	26
	27,3
	14,2
	10,5
	60,1
	74

	Г 2363
	615
	97
	23,4
	120
	329
	25
	25,6
	13,3
	10,5
	59,5
	79

	Г 2409
	699
	96
	29,4
	120
	208
	26
	29,7
	14,0
	10,6
	59,6
	80

	Г 2580
	681
	98
	24,8
	120
	166
	26
	31,3
	12,3
	10,8
	60,6
	78

	Г 2589
	697
	95
	25,4
	115
	290
	24
	28,1
	12,5
	10,7
	60,4
	79

	Г 2601
	622
	94
	22,0
	120
	361
	26
	30,2
	12,4
	10,8
	60,3
	74

	Г 2607
	706
	97
	28,8
	120
	321
	28
	27,3
	13,2
	10,6
	60,4
	74

	Г 2611
	746
	98
	30,0
	120
	292
	24
	29,7
	13,7
	10,6
	60,2
	78

	Г 2638
	706
	93
	29,2
	120
	263
	30
	23,1
	14,4
	10,4
	59,1
	76

	Г 2640
	704
	95
	30,8
	120
	278
	25
	25,6
	14,8
	10,5
	58,9
	81

	Г 2654
	608
	96
	22,4
	115
	289
	28
	24,8
	11,7
	10,5
	60,7
	75


Относительно низким значением содержания клейковины в зерне (менее 23,0 %) отличались номера Г 1764 (20,6 %), Г 2601 (22,0 %), Г 2654 (22,4 %) и Г 1846 (22,8 %). На уровне 30,0 % и выше формировалось клейковины в зерне номеров: Г 2640 (30,8 %), Г 2611 (30,0 %), Г 2345 (29,6 %) и Г 2409 (29,4 %).

При этом по качеству клейковина отнесена к классу «слабая» (11-120 ед. ИДК) за исключением только 1 образца с качеством клейковины класса «филер» (100 ед. ИДК).

Класс качества клейковины подтверждается низкими значениями седиментации муки в уксусной кислоте от 24 мм (Г 2246; Г 2589; Г 2611) до 30 мл (Г 2638).

При этом другой метод седиментации Зелени (молочная кислота) дал более высокую разрешающую способность в дифференциации генотипов от 36 мл (Г 1764; Г 2654) до 54-57 мл (Г 2638; Г 2640), коррелирующее с min и max содержанием протеина в зерне 11,7-12,9 % и 14,4-14,8 %, соответственно.

Для твердой пшеницы при дифференциации по качеству важно состояние белкового комплекса: его количество и качество. В целом, содержание протеина варьирует в пределах классов «сильная», «ценная» и «филер» с выделением генотипов Г 2640; Г 2638; Г 2345 и Г 2409, которые при переработке сохраняли максимальное содержание протеина (13,8-13,1 %).  Качество белкового комплекса по данным ИДК и седиментации в уксусной кислоте на уровне класса «слабая». 

По методу седиментации Зелени выделяются высокопротеиновые образцы, что подтверждает общеизвестные сопряженности этих двух показателей (содержание протеина и седиментация по методу Зелени).

Не менее важной составляющей качества зерна твердой пшеницы является состояние крахмального комплекса.

Содержание крахмала варьировало в незначительных пределах от 58,9 % (Г 2640 – самый белковый) до 61,5 % (Г 2246), при среднем значении показателя, равном 60,0 % для всего блока. 

Качество крахмала определяется соотношением амилоза/амилопектин. Изменчивость по содержанию амилозы в муке наблюдалась у ряда образцом от 23,1 %  для Г 2638 до 31,0-31,3 % для Г 2246; Г 2580, параллельно тенденции увеличения содержания крахмала.

К характеристике крахмального комплекса относится и оценка α-амилазной активности – признак «число падения» (ЧП). Значения порядка 160-180 сек. позволяют выделять зерно с высокой амилолитической активностью. Было отмечено два таких образца: Г 2580 (166 сек.) с максимальным содержанием амилозы и Г 2409 (208 сек.). В целом, блок характеризовался варьированием ЧП от 166 до 361 сек. (Г 2601), при среднем значении показателя – 281 сек. Четыре образца твердой пшеницы данного блока отвечали самым высоким требованиям (300 сек): Г 2601, Г 2363, Г 2345 и Г 2607.

Полученные данные будут использованы в дальнейшем для дополнительного анализа качества данного материала в разрезе повторностей по годам, при общей оценке по общепринятым методикам ГСИ, а также для выявления и паспортизации наиболее высококачественных, высокоурожаных и устойчивых к болезням образцов твердой пшеницы для селекционных программ.

3.3 Выделение и очистка ДНК 92 сортов и линий твердой пшеницы
Выделена и очищена ДНК 92 сортов и линий яровой твердой пшеницы. Выделение ДНК из проростков 92 образцов твердой пшеницы в 5-кратной повторности проводили по Delaporta [38] с некоторыми модификациями. Выделенные ДНК очищены с помощью кита Qiagene. Определена концентрация и качество выделенной ДНК для дальнейшего анализа (рисунок 3, таблица 8). 
В таблице 8 приведены результаты определения качества и концентрации выделенной ДНК с использованием спектрофотометра NanoDrop (США).
Далее ДНК была доведена до рабочей концентрации для использования в микросателлитном и KASP анализе до 50 нг/мкл и 10 нг/мкл (рисунок 4), соответственно.
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KTD – образцы твердой пшеницы 
Рисунок 3 – Проверка качества ДНК твердой пшеницы в 1 % агарозном геле
Таблица 8 – Концентрация и качество выделенных ДНК образцов твердой пшеницы 

	Образец твердой пшеницы
	Концентрация (нг/мкл)
	260/280

	КТD001-1
	815,3
	1,95

	КТD001-2
	1209,0
	1,97

	КТD001-3
	1206,1
	1,98

	КТD001-4
	1076,4
	2,05

	КТD001-5
	1143,4
	2,09

	КТD001-6
	1045,5
	2,06

	КТD001-7
	689,3
	1,93

	КТD001-8
	605,2
	1,83

	КТD001-9
	469,4
	1,85

	КТD002-1
	1151,8
	1,90

	КТD002-2
	942,8
	1,89

	КТD002-3
	1312,5
	1,87

	КТD002-4
	735,5
	2,01

	КТD002-5
	1037,6
	2,00

	КТD002-6
	784,5
	2,05

	КТD002-7
	793,9
	2,04

	КТD002-8
	806,0
	1,86

	КТD002-9
	600,4
	1,85

	Примечание – КТD – образцы коллекции твердой пшеницы казахстанской и российской селекции


Разведенная до рабочей концентрации для KASP анализа ДНК была выборочно проверена на 1 % агарозном геле (рисунок 4).
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KTD, KSI – образцы твердой пшеницы 

Рисунок 4 – Проверка разведенной ДНК твердой пшеницы в 1 % агарозном геле

Полученная очищенная ДНК 92 сортов и линий твердой пшеницы и КСИ, доведенная до рабочей концентрации,  будет использована для микросателлитного анализа, SNP-генотипирования, KASP анализа.
3.4 Оценка генетического разнообразия коллекции твердой пшеницы на основе использования микросателлитных ДНК-маркеров 

3.4.1 Оптимизация полимеразной цепной реакции для SSR-анализа твердой пшеницы

Для генотипирования образцов твердой пшеницы с использованием микросателлитных маркеров были оптимизированы условия полимеразной цепной реакции по температуре отжига от 47 до 60 оC, концентрации ингредиентов полимеразной цепной реакции – MgCl2, dNTPs (рисунки 5 и 6). В зависимости от используемых для амплификации праймеров подобраны соотвествующие Программы и протоколы ПЦР. 
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Рисунок 5 – Оптимизация температурного режима по маркерам Xgwm234, Xgwm169
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Рисунок 6 – Оптимизация по содержанию MgCl2 (а) и dNTPs (б) в реакционной смеси ПЦР по маркеру Xgwm148

Оптимизированные условия проведения полимеразной цепной реакции и соответствующие Программы ПЦР использованы нами в дальнейшем для скрининга и микросателлитного анализа сортов и линий твердой пшеницы Казахстана.
3.4.2 Микросателлитный анализ сортов и линий твердой пшеницы Казахстана

Полиморфизм 29 сортов яровой твердой пшеницы Казахстана был изучен с использованием 7 полиморфных микросателлитных (SSR-) маркеров с подобранными условиями полимеразной цепной реакции (таблица 9). 
Таблица 9 – Характеристика микросателлитных (SSR) маркеров, использованных в анализе

	Локус SSR
	Хромосома
	Мотив
	Последовательность праймера (5’-3’)
	Т отжига (°C)

	Xgwm294
	2A
	(GA)9TA(GA)15
	F:5' GGATTGGAGTTAAGAGAGAACCG 3'

R:5' GCAGAGTGATCAATGCCAGA 3'
	55

	Xcfa-2114
	6A
	(CA)32
	F:5' ATTGGAAGGCCACGATACAC 3'

R:5' CCCGTCGGGTTTTATCTAGC 3'
	60

	Xgwm11
	1B
	(TA)6CATA(CA)19(TA)6
	F:5' GGATAGTCAGACAATTCTTGTG 3'

R:5' GTGAATTGTGTCTTGTATGCTTCC 3'
	50

	Xgwm148
	2B
	(CA)22
	F:5' GTGAGGCAGCAAGAGAGAAA 3'

R:5' CAAAGCTTGACTCAGACCAAA 3'
	60

	Xgwm247
	3B
	(GA)24
	F:5' GCAATCTTTTTTCTGACCACG 3'

R: 5' ATGTGCATGTCGGACGC 3'
	55

	Xgwm251
	4B
	(CA)28
	F:5' CAACTGGTTGCTACACAAGCA 3'

R:5' GGGATGTCTGTTCCATCTTAG 3'
	55

	Xgwm219
	6B
	(GA)35
	F:5' GATGAGCGACACCTAGCCTC 3'

R:5' GGGGTCCGAGTCCACAAC 3'
	60

	Примечание – F – прямой, R – обратный


SSR-маркеры были выбраны по литературным данным, как связанные с признаками урожайности [43], продуктивности [44, 45], качеством зерна [46], и генами устойчивости к болезням [47]. 

Для семи вовлеченных в анализ SSR-маркеров всего было идентифицировано 20 аллелей, со средним эффективным количеством аллелей, равным 2,8 аллеля на локус (таблица 10). На рисунках 7 и 8 в качестве примера представлены электрофореграммы сортов яровой твердой пшеницы Казахстана по SSR-маркерам Xgwm247 и Xcfa-2114, соответственно.
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М – маркер молекулярного веса, п.о. – пар оснований, К – контроль

Рисунок 7 – Электрофореграммы сортов яровой твердой пшеницы Казахстана

 по микросателлитному маркеру Xcfa2114
Таблица 10 – Аллели SSR локусов, идентифицированные у 29 сортов твердой пшеницы

	Название сорта 
	Микросателлитные (SSR) маркеры

	
	Xgwm148
	Xgwm11
	Xcfa-2114
	Xgwm251
	Xgwm219
	Xgwm247
	Xgwm294

	Оренбургская 10
	b
	c
	c
	b
	a
	c
	a

	Каргала 1514
	b
	c
	b
	a
	a
	a
	a

	Каргала 1411
	b
	b
	a
	a
	a
	a
	b

	Каргала 1409
	b
	b
	c
	b
	a
	c
	a

	Каргала 71
	b
	b
	a
	a
	a
	a
	b

	Каргала 70
	b
	b
	a
	a
	a
	a
	b

	Каргала 66
	b
	b
	c
	a
	a
	c
	a

	Каргала 69
	b
	b
	c
	a
	a
	c
	a

	Каргала 34
	a
	a
	c
	b/c
	b
	c
	b

	Каргала 9
	b
	c
	c
	b
	a
	d
	b

	Алмаз
	b
	a
	a
	b
	a
	b
	a

	Алтайка
	b
	b
	c
	b
	a
	a
	b

	Алтайский янтарь
	a
	b
	c
	c
	d
	b
	a

	Алтын дала
	a
	b
	c
	b
	a
	a
	a

	Асангали 20
	b
	b
	c
	b
	a
	a
	b

	Гордеиформе 254
	b
	b
	c
	c
	a
	b
	a

	Костанайская 12
	a
	b
	c
	b
	a
	a
	b

	Кустанайская 1
	b
	b
	c
	a
	a
	b
	a

	Костанайская 52
	b
	b
	a
	a
	a
	a
	b

	Назаровка
	a/b
	b
	b
	b
	a
	a
	a

	Нурлы
	b
	b
	c
	b
	a
	a
	a

	Омский рубин
	b
	c
	c
	b
	a
	b
	a

	СИД 88
	b
	b
	c
	b
	a
	a
	b

	Саратовская 31
	a
	b
	c
	b
	a
	a
	a

	Харьковская 46
	b
	b
	a
	a
	a
	a
	b

	Харьковская 9
	b
	b
	a
	a
	a
	a
	b

	Харьковская 90
	b
	b
	c
	a
	a
	a
	b

	Целиноградская 75
	a
	b
	c
	c
	a
	d
	b

	Чернокосая 20
	b
	b
	c
	b
	a
	a
	b

	Количество аллелей на локус
	2
	3
	3
	3
	3
	4
	2


Уровень генетического разнообразия изучаемой коллекции твердой пшеницы казахстанской селекции оказался сравнительно высоким [42]. 
Среднее значение индекса информативности маркеров (PIC) составило 0,3658; варьировавшее от 0,1267 у Xgwm219 до 0.5457 у Xgwm247. Расcчитаны индексы генетического разнообразия Шеннона и Нея, равные 0,7174 и 0,4243, соответственно (таблица 11). 
Определены генетические расстояния между анализированными сортами яровой твердой пшеницы. В результате был проведен кластерный анализ исследуемых сортов [42].
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Рисунок 8 – Профиль сортов твердой пшеницы по SSR-маркеру Xgwm247
Таблица 11 – Оценка уровня генетического разнообразия SSR-локусов у 29 сортов и линий твердой пшеницы

	Локус
	na*
	ne*
	I*
	Nei*
	PIC*

	Xgwm148
	2
	1,5333
	0,5321
	0,3478
	0.2873

	Xgwm11
	3
	1,5319
	0,6415
	0,3472
	0.3171

	Xcfa-2114
	3
	1,8565
	0,7838
	0,4614
	0.4010

	Xgwm251
	3
	2,4483
	0,9695
	0,5916
	0.5082

	Xgwm219
	3
	1,1505
	0,2988
	0,1308
	0.1267

	Xgwm247
	4
	2,4519
	1,1037
	0,5922
	0.5457

	Xgwm294
	2
	1,9976  
	0,6926
	0,4994
	0.3747

	Mean
	2.8571
	1,8529
	0,7174
	0,4243
	0.3658

	St. Dev
	0,6901
	0,4887
	0,2687
	0,1639
	0.1412

	Примечание – * – na – количество аллелей на локус; ne – эффективное количество аллелей;  I – информационный индекс Шеннона; Nei – индекс разнообразия Нея; PIC – индекс информативности маркеров; Mean – среднее значение; St.Dev. – стандартное отклонение


Таким образом, осуществлен скрининг коллекции яровой твердой пшеницы отечественной селекции по 7 микросателлитным маркерам.  При этом уровень генетического разнообразия данного блока твердой пшеницы казахстанской селекции оказался сравнительно высоким. Полученные данные могут использоваться в селекционных программах для подбора пар для гибридизации, создании и паспортизации новых селекционных достижений и для других целей и задач генетики и селекции зерновых культур.
3.5 Генотипирование сортов и линий твердой пшеницы Казахстана с использованием SNP-маркеров по технологии KASP
Начато генотипирование 29 сортов яровой твердой пшеницы Казахстана и России и 15 образцов конкурсного сортоиспытания (КСИ) селекции Карабалыкской СХОС по технологии KASP (kompetitive allele specific PCR, или ПЦР для специфичных альтернативных аллелей). На первоначальном этапе для генотипирования казахстанского блока яровой твердой пшеницы с использованием данных SNP-анализа нами были выбраны маркеры, обозначенные нами как ipbb5701 и ipbb43123.
В результате проведенного анализа по маркеру ipbb5701 было выявлено, что большинство сортов имели аллель с нуклеотидом Т в SNP-участке, в то время как сорта твердой пшеницы Алтайка и Алтайский янтарь имели аллель с нуклеотидом С. 
По маркеру ipbb43123 для преобладающего числа анализированного сортов и линий был обнаружен аллель А, и лишь образцы Костанайская 52 и Г2611 имели аллель G. 
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а – маркер 5701; б – маркер 43123
Рисунок 9 – Результаты аллель-специфичной ПЦР по технологии KASP
Таким образом, начато генотипирование сортов и линий твердой пшеницы Казахстана с использованием SNP-маркеров по технологии KASP. Технология KASP является одним из наиболее экономически выгодных решений для массированного ДНК-анализа специфических генетических факторов при анализе объемного селекционного материала сельскохозяйственных культур [9]. Наличие и возможность использования таких генетических инструментов, как KASP-маркеры, позволит значительно повысить эффективность селекционного процесса, что создаст условия для ускоренного создания новых высокопродуктивных и качественных сортов твердой пшеницы.
3.6 Выделение и генетическая паспортизация перспективных линий твердой пшеницы
В результате анализа структуры урожая и качества зерна всего изучаемого блока для большинства образцов  были выявлены оптимальные значения признаков продуктивности. Выделено 7 образцов с наилушими показателями таких признаков, как масса 1000 зерен, масса растения, содержание протеина, седиментация, содержание крахмала и др. Из всех изучаемых лиий была выделена и очищена ДНК с использованием наборов для очистки фирмы Qiagen (Германия). Начато генотипирование 15 образцов яровой твердой пшеницы конкурсного испытания (КСИ) селекции Карабалыкской СХОС МСХ РК с использованием 7 полиморфных SSR-маркеров, использованных нами ранее для блока казахстанских и российских сортов (гл. 3.5). Создан первичный генетический паспорт выделенных высокоурожайных и качественных генотипов яровой твердой пшеницы с использованием информативных микросателлитных маркеров. Данные исследования будут продолжены в последующих годах. 

Полученные результаты будут использованы в селекционных программах для создания новых конкурентноспособных сортов твердой пшеницы.
Заключение

Внедрение современных геномных и феномных технологий в селекционный процесс является современной составной частью развития селекции зерновых культур. В частности, в предлагаемом проекте будут использованы результаты полногеномного анализа ассоциаций коллекции твердой пшеницы с использованием технологии нового поколения – чипового SNP-генотипирования по технологии компании Illumina. Внедрение данной технологии позволит значительно повысить эффективность селекционных исследований в стране. 

В рамках данного проекта в ходе первого года исследований коллекция твердой пшеницы, состоящая из более 350 сортов и линий различного происхождения, была изучена в двух регионах Казахстана (Северо-Казахстанская область, Алматинская область). Полевые эксперименты первого года исследований во двух регионах выполнены в двукратной рандомизированной повторности. Обобщены результаты развития растений коллекций по всем фазам роста, включая время цветения и созревания, а также по морфометрическим показателям и компонентам урожайности, такими как количество зерен на растение, масса зерен главного колоса, масса 1000 зерен. В результате корреляционного анализа выявлена тесная связь между фазами развития растений и между показателями продуктивности. Выделена ДНК сортов и линий твердой пшеницы для генотипирования с использованием SNP маркеров по технологии KASP. Начато генотипирование. В настоящее время имеются результаты по двум KASP-маркерам для 29 сортов казахстанской и российской селекции и 15 образцам казахстанского сортоиспытания. Оптимизирована полимеразная цепная реакция и условия проведения ПЦР для генотипирования коллекции с использованием микросателлитных маркеров. Произведена оценка уровня генетического разнообразия 29 сортов твердой пшеницы казахстанской и российской селекции по 7 полиморфным SSR-маркерам. Осуществлен биохимический анализ качества зерна коллекции твердой пшеницы образцов конкурсного сортоиспытания.
Все запланированные задачи проекта по данному этапу исследований были успешно выполнены. Работа по фенотипированию и генотипированию коллекции яровой твердой пшеницы, состоящей из более, чем 300 образцов мировой и отечественной селекции будет продолжена.
Полученные результаты будут использованы для полногеномного поиска ассоциаций и идентификации локусов количественных признаков и информативных ДНК маркеров твердой пшеницы, ассоциированных с продуктивностью и качеством зерна.
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Приложение А

Научно-организационная деятельность в 2018 году

1.  Кадровый состав: 
доктор биологических наук, профессор – 2; кандидат биологических наук, профессор – 1; ведущий научный сотрудник – 2; PhD-докторанты – 2; магистры – 3; бакалавры – 1 (обучаются в магистратуре).

Молодых сотрудников до 35 лет – 7 (2 PhD-докторанта, 3 магистра, 1 магистрант, 1 бакалавр). 

2. Финансирование:

 2018 г. – 12000 тыс. т.

3.  Публикации:

Статьи в изданиях РК
а) в реферируемых журналах, признанных ККСОН МОН РК 

1. Әнуарбек Ш.Н., Абугалиева С.И., Туруспеков Е.К. Оценка генетического разнообразия сортов твердой пшеницы (Triticum durum Desf.) с использованием микросателлитных маркеров // Вестник КазНУ, Серия биологическая. – 2018. – №1(74). – С. 88-98.
Тезисы:

а) в трудах международных конференций дальнего и ближнего зарубежья: 

1. Әнуарбек Ш.Н., Туруспеков Е.К. Скрининг коллекции твердой пшеницы с использованием SSR-маркеров // XVIII Всероссийская конференция молодых ученых «Биотехнология в растениеводстве, животноводстве и ветеринарии», Москва, Россия. – 2018. – С. 57. ISBN 978-5-6040450-6-0.
2. Anuarbek Sh., Abugalieva S., Turuspekov Y. From Kazakhstan based on microsatellite markers // International Conference “From Seed to Pasta”, Bologna, Italy. – 2018. – P.8.54.
б) в Республике Казахстан:
1. Туруспеков Е.К. Развитие геномных исследований зерновых и зернобобовых культур Казахстана // Материалы межд. симпозиума  «Астана Биотех 2018». –  Астана, 2018.  –  С. 22. 
2. Әнуарбек Ш.Н., Абугалиева С.И., Туруспеков Е.К. Фенологическое разнообразие коллекции сортов и линий тетраплоидной пшеницы, выращенной на юго-востоке Казахстана // Материалы международной научно-практической конференции «Актуальные проблемы экологической генетики и экспериментальной биологии»/ под редакцией Бегалиева А.Б. – Алматы: Қазақ университеті, 2018. (ISBN 978-601-04-3186-7).  – С. 63-64.  
3. Доклады на конференциях: (с указанием формы доклада)

а) международные конференции в дальнем зарубежье:
Әнуарбек Ш.Н. – постерный доклад на международной конференции “From Seed to Pasta”, г. Болонья, Италия.
в) в Республике Казахстан:

 Туруспеков Е.К. – пленарный доклад на международном симпозиуме АстанаБиотех 2018.

Абугалиева С.И. – устный доклад на международном симпозиуме АстанаБиотех 2018.

6. Международное сотрудничество, гранты

Джонн Иннес Центр, Англия, Университет штата Монтана, США; Университет префектуры Окаяма, Курашики, Япония; Всероссийский Институт растениеводства им. Н.И. Вавилова.

Международный грант «Основные технологии для стабилизации песчаных дюн и восстановления растительности в типичных регионах стран вдоль Экономического пояса Шелкового пути» 2017-2020 гг.
5. Подготовка кадров
А) зашита диссертаций, руководство PhD, магистерскими диссертациями и дипломными работами (Ф.И.О. соискателя, ВУЗ, степень, тема, специальность, шифр специальности) 

Абугалиева С.И. и Туруспеков Е.К. – научное руководство PhD, магистерских и бакалаврских работ студентов:

– PhD-докторантура:
Ермекбаев К.А., Болашак, PhD-докторантура, «биотехнология»
Затыбеков А.Х., КазНАУ, PhD-докторантура, «защита растений»
Әнуарбек Ш.Н., КазНУ им. аль-Фараби, PhD-докторантура, «биотехнология» 
Амалова А., КазНУ им. аль-Фараби, PhD-докторантура, «биология».

Оразов А., КазНУ им. аль-Фараби, PhD-докторантура, «геоботаника».

Сумбембаев А., КазНУ им. аль-Фараби, PhD-докторантура, «геоботаника».

– Магистратура:

Әнуарбек Ш.Н., КазНУ им. аль-Фараби, магистр, «биотехнология» (диплом 2018)

Амалова А., КазНУ им. аль-Фараби, магистр, «геоботаника» (диплом 2018 г.).

Гениевская Ю.А., КазНУ им. аль-Фараби, магистратура «биотехнология».

Карелова Д., КазНУ им. аль-Фараби, магистратура «биотехнология».

Фаварисова Н.Р., КазНУ им. аль-Фараби, магистратура «биотехнология».

Исмайлова Г., КазНУ им. аль-Фараби, магистратура, «геоботаника».
Ермағамбетова М., КазНУ им. аль-Фараби, магистратура, «геоботаника».
Құсманғазинов Ә., КазНУ им. аль-Фараби, магистратура, «геоботаника».
Саптайханова Ғ., КазНУ им. аль-Фараби, магистратура, «геоботаника».
– Бакалавриат:

Гениевская Ю.А., КазНУ им. аль-Фараби, бакалавр «биотехнология» (диплом 2018).

Байбулатова А.М., КазНУ им. аль-Фараби, бакалавр «биотехнология» (диплом 2018).

Кузенбекова А.Ш.., КазНУ им. аль-Фараби, бакалавриат, «биотехнология»
Подзорова Т.С., КазНУ им. аль-Фараби, бакалавриат, «биотехнология» 

Галымжанов И., КазНУ им. аль-Фараби, бакалавриат, «биотехнология»

Туруспеков Е.К. и Абугалиева С.И. преподавали PhD-докторантам и магистрантам им.аль-Фараби популяционную генетику (на английском языке). 
б) стажировки (учреждение, страна, сроки, тема, Ф.И.О. стажера 

Научные стажировки и повышение квалификации молодых сотрудников 
Лаборант Г. Исмайлова – Vytautas Magnus University, стажировка по генетическим ресурсам растений, с 13 по 26 июня 2018 г., г. Каунас, Литва (по программе магистратуры КазНУ аль-Фараби).
Проведение стажировок, семинаров

В лаборатории молекулярной генетики ИББР проведена стажировка (теоретический и практический курс) по молекулярной генетике растений для студентов Восточно-Казахстанского государственного Университета им.  С.  Аманжолова, 01-13.09.2018 г. 

Лабораторией молекулярной генетики ИББР проведен международный UK-Central Asia воркшоп по геномике и селекции пшеницы. В работе приняли участие 45 ученых Казахстана, Узбекистана, Киргизии, Таджикистана и Великобритании (29.05.18 г. – 02.06.18 г.).
Приложение Б

Отчет о патентных исследованиях

«УТВЕРЖДАЮ»                                                                                                                                                                                                                    Вр.и.о.Генерального директора РГП

«Институт биологии и биотехнологии растений», 

академик НАН РК, д.б.н., профессор
____________________К.Ж. Жамбакин   

«_____» ___________________ 2018 г.

ОТЧЕТ 

по выполнению проекта 1328/ГФ5 «Картирование QTL хозяйственно-ценных признаков твердой пшеницы Triticum durum Desf. на основе полногеномных исследований   ассоциаций»  в соответствии с бюджетной программой: 055 «Научная и/или научно-техническая деятельность», подпрограмма 101 «Грантовое финансирование научных исследований», Патентным Законом Республики Казахстан и СТ РК ГОСТ Р 15.011-2005 «Система разработки и постановки продукции на производство. Патентные исследования. Содержание и порядок проведения»

Этап работы: промежуточный (2018 год)

Начало поиска 2004      Окончание поиска    2018
Таблица В.6.1. – Патентная документация                                                                                              

	Предмет поиска

(объект исследования,

его составные 

части
	Страна выдачи,

Вид и номер Охран- ного документа.

Классификационный

Индекс*
	Заявитель (патентообладатель),

Страна. Номер заявки, дата

Приоритета, конвенционный

Приоритет, дата публикации
	Название изобретения (полной модели, образца)


	Сведения о действии охранного документа или причина его аннулирования (только для анализа патентной чистоты)

	1
	2
	3
	4
	5

	qtl, 

mapping,

genetic map, association mapping
	USA 

US 8,039,686 B2

18.10.2011
	USA 


	Авторы патента:

Dean Podlich (US); Mark Cooper (US); Chris Winkler (US)
	QTL"Mapping as-you-go"


	подача заявки:

2004-06-22

публикация патента:

20.01.2005

	
	USA 
PCT/US2014/071889
02.07.2015
	USA 


	Авторы патента:

David HABIER
	Improved molecular breeding methods


	подача заявки:

2014-12-22

публикация патента:

02.07.2015
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	Предмет поиска

(объект исследования,

его составные 

части
	Страна выдачи,

Вид и номер

Охранного документа.

Классификационный

Индекс*
	Заявитель (патентообладатель),

Страна. Номер заявки, дата

Приоритета, конвенционный

Приоритет, дата публикации
	Название изобретения (полной модели, образца)


	Сведения о действии охранного документа или причина его аннулирования (только для анализа патентной чистоты)

	1
	2
	3
	4
	5

	Durum wheat,

genetic map, QTL

mapping

	USA 

US 2014/002.0128A1

16.01.2014
	USA
	Авторы патента:

Bill Laskar, Windfall (US): Stanley Luck (US); Ajay Sandhu (US); Petra Wolters (US)
	Molecular markers for various traits in wheat and methods of use
	подача заявки:

2013-01-12

публикация патента:

16.01.2014

	
	USA 

US 8,170,805 B2

01.05.2012
	USA
	Inventor(s): Venkata Krishna Kishore (US); Zhigang Guo (US); Min Li (US); Daolong Wang (US); Libardo Andres Gutierrez Rojas (US); Joseph Dallas Clarke (US); Joseph Byrum (US)
	Method for selecting statistically validated candidate genes
	подача заявки:

2009-02-06

публикация патента:

12.08.2010

	
	USA 

G06F 19/00 (2006.01) C12N 15/82 (2006.01)

21.10.2010
	USA 


	Авторы патента:

GUO, Zhigang [US/US]; KISHORE, Venkata, Krishna [US/US]; KADARU, Suresh, Babu [US/US]; Min [US/US]; Lee [US/US]; Gene [US/US]
	Network population mapping


	подача заявки:

2010-04-14

публикация патента:

16.04.2009

	dURUM WHEAT,

Quality
	Application number:

US201314438117 20131023
	USA
	Inventor(s): GIROUX MICHAEL J [US] 

Applicant(s):
Univ. Montana, Montana State [US]
	Production of high quality durum wheat having increased amylose content  
	2013


Таблица В.6.2. – Научно-техническая, конъюнктурная, нормативная документация и материалы государственной регистрации (отчеты о научно-исследовательских работах)

	Предмет поиска
	Наименование источника информации с указанием страницы источника
	Автор, фирма (держатель) технической документации
	Год, место и орган издания (утверждения, депонирования источника)

	1
	2
	3
	4

	tetraploid wheat, 

durum wheat, 

genetic diverdity, 

microsatellite markers,

polymorphism,

phylogenetics, QTL, population structure, map, association mapping, genome-wide assosiation study
	Tetraploid Wheat Landraces in the Mediterranean Basin: Taxonomy, Evolution and Genetic Diversity. doi:10.1371/journal.pone.0037063
	Oliveira Hugo R., Campana M.G., Jones H., Hunt H.V, Leigh F., Redhouse D.I., Lister D.L., Jones M. K.
	2012. PLoS ONE

	
	Khorasan wheat population researching (Triticum turgidum, ssp. Turanicum (McKey) in the minimum tillage conditions. DOI: 10.2298/GENSR1401105I
	Ikanovic J., Jankovic S., Popovic V., Doncic D.
	2014. Genetika

	
	Genetic diversity reduction in improved durum wheat cultivars of Morocco as revealed by microsatellite markers. http://dx.doi.org/10.1590/0103-9016-2015-0054 
	Henkrar F., El-Haddoury J., Ouabbou H., Nsarellah N., Iraqi D., Bendaou N., Udupa S. M.
	2015. Sci. Agric.

	
	Evaluation of Polymorphism at Microsatellite Loci of Spring Durum Wheat (Triticum durum Desf.) Varieties and the Use of SSR-Based Analysis in Phylogenetic Studies. 
	Kudryavtsev A. M., Martynov S. P., Broggio M., Buiatti M.
	2004. Russian Journal of Genetics

	
	Analysis of genetic diversity in Tunisian durum wheat cultivars and related wild species by SSR and AFLP markers
	Medini M., Hamza S., Rebai A., Baum M.
	2005. Genetic Resources and Crop Evolution

	
	Detection of QTLs for grain protein content in durum wheat. DOI 10.1007/s00122-006-0221-6
	Blanco A., Simeone R., Gadaleta A.
	2006. Theor Appl Genet.

	
	Population structure and genetic diversity among Indian wheat varieties using microsatellite (SSR) markers
	Arora A., Kundu S., Dilbaghi N., Sharma I., Tiwari R.


	2014. Australian Journal of Crop Science
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	1
	2
	3
	4

	tetraploid wheat, 

genetic diverdity, 

durum wheat, 

microsatellite markers,

polymorphism,

phylogenetics,

QTL, population structure, map, association mapping, genome-wide assosiation study
	A high-density consensus map of A and B wheat genomes. DOI 10.1007/s00122-012-1939-y
	Marone D., Laido G., Gadaleta A., Colasuonno P., Ficco D.B.M., Giancaspro A., Giove S., Panio G., Russo M.A., De Vita P., Cattivelli L., Papa R., Blanco A., Mastrangelo A.M.
	2012. Theor Appl Genet.

	
	Determination of Genetic Diversity among Turkish Durum Wheat Landraces by Microsatellites. DOI: 10.5897/AJB10.2240.
	Yildirim A., Gökmen S., Sönmezoğlu Ateş Öz., Aydin N.
	2011. African Journal of Biotechnology



	
	Linkage Disequilibrium and Genome-Wide Association Mapping in Tetraploid Wheat (Triticum turgidum L.)
	Laido G., Marone D., Russo M.A., Colecchia S.A., Mastrangelo A.M., De Vita P., Papa R.
	2014. PLoS ONE

	
	Identiﬁcation of microsatellite markers linked with yield components under drought stress at terminal growth stages in durum wheat. DOI 10.1007/s10681-010-0242-8
	Golabadi M., Arzani A., Mirmohammadi Maibody S. A. M., Sayed Tabatabaei B. E., Mohammadi S. A.
	2011. Euphytica

	
	Association mapping of leaf rust response in durum wheat. DOI 10.1007/s11032-009-9353-0
	Maccaferri M., Sanguineti M.C., Mantovani P., Demontis A., Massi A., Ammar K., Kolmer J.A., Czembor J.H., Ezrati S., Tuberosa R.
	2010. Mol Breeding

	
	Association mapping in durum wheat grown across a broad range of water regimes. doi:10.1093/jxb/erq287
	Maccaferri M., Sanguineti M.C., Demontis A., El-Ahmed A., Garcia del Moral L., Maalouf F., Nachit M., Nserallah N., Ouabbou H., Rhouma S., Royo C., Villegas D., Tuberosa R.
	2011. Journal of Experimental Botany

	
	Ability of microsatellite markers to study genetic diversity of wheat B genome. ISSN 2051-0853
	Fazeli-nasab B.
	2012. Technical Journal of Engineering and Applied Sciences

	
	Identification of Durum Wheat Cultivars by a Minimum Number of Microsatellite Markers. DOI: 10.1556/CRC.38.2010.2.1
	Mangini G., Taranto F., Giove S.L., Gadaleta A., Blanco A.
	2010. Cereal Research Communications
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	1
	2
	3
	4

	tetraploid wheat, 

genetic diverdity, 

durum wheat, 

microsatellite markers,

polymorphism,

phylogenetics,

QTL, population structure, map, association mapping, genome-wide assosiation study
	Genetic Diversity and Population Structure of Tetraploid Wheats (Triticum turgidum L.) Estimated by SSR, DArT and Pedigree Data. doi:10.1371/journal.pone.0067280
	Laido G., Mangini G., Taranto F., Gadaleta A., Blanco A., Cattivelli L., Marone D., Mastrangelo Anna M., Papa R., De Vita P.
	2013. PLoS ONE

	
	Genetic Diversity within a Global Panel of Durum Wheat (Triticum durum) Landraces and Modern Germplasm Reveals the History of Alleles Exchange. 
https://doi.org/10.3389/fpls.2017.01277
	Kabbaj H., Sall Amadou T., Al-Abdallat A., Geleta M., Amri A., Filali-Maltouf A., Belkadi B., Ortiz R., Bassi Filippo M.
	2017. Front. Plant Sci.

	
	Genome-Wide Association Mapping of Leaf Rust Response in a Durum Wheat Worldwide Germplasm Collection. doi: 10.3835/plantgenome2016.01.0008
	Aoun M,, Breiland M,, Turner M. Kathryn, Loladze A,, Chao S,, Xu Steven S., Ammar K,, Anderson James A., Kolmer James A., Acevedo M.
	2016. The Plant Genome

	
	Genome Wide Association Study to Identify the Genetic Base of Smallholder Farmer Preferences of Durum Wheat Traits. https://doi.org/10.3389/fpls.2017.01230
	Kidane Yosef G., Mancini Ch., Mengistu Dejene K., Frascaroli E., Fadda C., Mario Enrico Pè, Dell'Acqua M.
	2017. Front. Plant Sci.

	
	Genome-Wide Association Analyses Identify QTL Hotspots for Yield and Component Traits in Durum Wheat Grown under Yield Potential, Drought, and Heat Stress Environments. https://doi.org/10.3389/fpls.2018.00081
	Sukumaran S., Reynolds Matthew P., Sansaloni C.
	2018. Front. Plant Sci.

	
	Genome-Wide Association and Prediction of Grain and Semolina Quality Traits in Durum Wheat Breeding Populations. doi: 10.3835/plantgenome2017.05.0038
	Fiedler Jason D., Salsman Ev., Liu Yu., Michalak de Jiménez M.,  Hegstad Justin B., Chen B., Manthey Frank A., Chao Sh.,  Xu St., Elias Elias M., Li X. 
	2017. The Plant Genome


Таблица В.6.2. – Научно-техническая, конъюнктурная, нормативная документация и материалы государственной регистрации (отчеты о научно-исследовательских работах)

	Предмет поиска
	Наименование источника информации с указанием страницы источника
	Автор, фирма (держатель) технической документации
	Год, место и орган издания (утверждения, депонирования источника)

	1
	2
	3
	4

	tetraploid wheat, 

durum wheat, 

genetic diverdity, 

microsatellite markers,

polymorphism,

phylogenetics, QTL, population structure, map, association mapping, genome-wide assosiation study 
	Genome-Wide Association Mapping of Yield and Grain Quality Traits in Winter Wheat Genotypes. – DOI: 10.1371/journal.pone.0141339.
	Tadesse W., Ogbonnaya F.C., Jighly A., Sanchez-Garcia M., Sohail Q., Rajaram S., Baum M.
	2015. PLoS One.

	
	Introgression of the high grain protein gene Gpc-B1 in an elite wheat variety of Indo-Gangetic Plains through marker assisted backcross breeding. – Vol. 1. – P. 60-67.
	Vishwakarma M.K., Mishra V.K., Gupta P.K., Yadav P.S., Kumar H., Joshi A.K.
	2014. Current Plant Biology. 
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ

о выполнении патентных исследований

Проведен патентно-информационный поиск на глубину 15 лет. Патентно-информационный поиск проводился по электронным базам данных, информационно-справочным системам: Евразийская патентная организация, Роспатент, Web of Science, Elsevier, PubMed (Приложение В). База изобретений и полезных моделей «Патенты Казахстана» Национального института интеллектуальной собственности МЮ РК, База данных «Рефераты российских патентов», Республиканская научная сельско-хозяйственная библиотека, База данных Российской ЦНСХБ, «Европатент», Espacenet, U.S. Patent and Trademark Office, NCBI, FAO, IWGSC и другие (Приложение В). Результаты патентно-информационного поиска позволили определить ведущие научные организации в зарубежных странах, работающие над проблемой генетики качества мягкой пшеницы с использованием новых технологий. Установлено, что ведущее положение в этой области занимают США, Япония, Китай, Франция, Англия, где исследования проводятся в широком масштабе. По результатам проведенного патентного поиска за последние 15 лет выявлен ряд патентов, статей и моногорафий, имеющих общую направленность с тематикой. 

Анализ научно-технической литературы и данных Internet позволил выявить ряд статей по изучению генетики, геномики, урожайности и качества зерна твердой пшеницы, в том числе фенотипирование и генотипирование с использованием молекулярных маркеров. Анализ патентной и научно-технической литературы свидетельствует о перспективности избранной тематики и актуальности поставленных задач. Полученные данные обеспечивают высокий технический уровень объекта исследования, использование современных научно-технических достижений и исключение неоправданного дублирования исследований.

Приложение В

Перечень использованных зарубежных информационных ресурсов

Евразийская патентная организация (www.eapo.org), 

Роспатент (www.fips.ru), 

База изобретений и полезных моделей «Патенты Казахстана» Национального института интеллектуальной собственности МЮ РК (www.kazpatent.kz), 

База данных «Рефераты российских патентов» (www1.fips.ru), 

Республиканская научная сельскохозяйственная библиотека, 

База данных Российской ЦНСХБ (www.cnshb.ru), 

«Европатент» (www.patika.ru), 

Espacenet (www.epo.org), 

U.S. Patent and Trademark Office (www.marcaria.com), 

Web of Science (www.webofknowledge.com), 

Elsevier (www.elsevier.com), 

PubMed (www.pubmed.gov),
NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov)
Springer (www.springer.com)

ScienceDirect (www.sciencedirect.com) 
FAO (faostat.fao.org)

IWGSC (http://www.wheatgenome.org)
ПРИЛОЖЕНИЕ Г
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ПРИЛОЖЕНИЕ Д
Грантовое финансирование  

	Полное наименование организации-исполнителя
	Номер гранта
	Вид исследований
	Наименование проекта
	Дата начала проекта
	Дата завершения проекта

	  РГП на ПХВ «Институт биологии и биотехнологии растений» Комитета науки Министерства образования и науки Республики Казахстан
	AP05131328

	прикладные
	«Картирование QTL хозяйственно-ценных признаков твердой пшеницы Triticum durum Desf. на основе полногеномных исследований   ассоциаций»
	02.2018
	10.2020

	Вид полученного результата

	Перечислите все виды полученных результатов (опытный образец, промышленный образец, образец техники, серийной продукции; способ; стандарт, норматив; селекционное достижение (сорт с/х культур, коллекция, порода с/х животных); рецептура; материалы; карта; программное обеспечение, база данных).                                                                                                                                                                                                                                           Для проектов по социальным, общественно-политическим, гуманитарным наукам: практическая рекомендация, методика

	Коллекция из 350 сортов и линий твердой пшеницы, охарактеризованная по фенологическим и фенотипическим показателям продуктивности..15 образцов твердой пшеницы конкурсного сортоиспытания (КСИ), охарактеризованнеы по 10 показателям качества зерна. 29 сортов и линий твердой пшеницы Казахстна и России, анализированные по 7 полиморфным микросателлитным маркерам. 

	Патенты**

	Количество инновационных патентов или авторских свидетельств
	Количество казахстанских патентов
	Количество евразийского патента
	Количество международных патентов ОЭСР
	Количество иных международных патентов
	Реализация патента

	отсутствует
	отсутствует
	отсутствует
	отсутствует
	отсутствует
	отсутствует   

	Внедрение результатов**

	Номер
	Наименование внедрения
	Тип внедрения (технология, стан-дарт, рекомендация, методика, другое)
	Место внедрения (за исключением организации-исполнителя)*

	нет
	отсутствует
	отсутствует
	отсутствует

	Публикации** 

	Количество опубликованных докладов и статьи по результатам исследований на международных конференциях, имеющих импакт-фактор
	Количество опубликованных докладов и статьи по результатам исследований на региональных и местных  конференциях

	2
	3

	Әнуарбек Ш.Н., Туруспеков Е.К. Скрининг коллекции твердой пшеницы с использованием SSR-маркеров // XVIII Всероссийская конференция молодых ученых «Биотехнология в растениеводстве, животноводстве и ветеринарии», Москва, Россия. – 2018. – С. 57. ISBN 978-5-6040450-6-0.
	Әнуарбек Ш.Н., Абугалиева С.И., Туруспеков Е.К. Оценка генетического разнообразия сортов твердой пшеницы (Triticum durum Desf.) с использованием микросателлитных маркеров // Вестник КазНУ, Серия биологическая. – 2018. – №1(74). – С. 88-98.

	Anuarbek Sh., Abugalieva S., Turuspekov Y. From Kazakhstan based on microsatellite markers // International Conference “From Seed to Pasta”, Bologna, Italy. – 2018. – P.8.54.
	Туруспеков Е.К. Развитие геномных исследований зерновых и зернобобовых культур Казахстана // Материалы межд. симпозиума  «Астана Биотех 2018». –  Астана, 2018.  –  С. 22.

	
	Әнуарбек Ш.Н., Абугалиева С.И., Туруспеков Е.К. Фенологическое разнообразие коллекции сортов и линий тетраплоидной пшеницы, выращенной на юго-востоке Казахстана // Материалы межд. научно-практической конференции «Актуальные проблемы экологической генетики и экспериментальной биологии»/ под редакцией Бегалиева А.Б. – Алматы: Қазақ университеті, 2018. (ISBN 978-601-04-3186-7).  – С. 63-64.

	
	

	Подготовка кадров**

	Количество исполнителей, имеющих ученую степень
	3 (Абугалиева С.И., д.б.н., Туруспеков Е.К, к.б.н.,

Абугалиева А.И., д.б.н.)

	Количество зарубежных ученых, привлеченных к НИР
	1 (Dr. Roberto Tuberosa, Bologna University, Italy)

	Участие PhD студентов, магистрантов в проведении исследований в рамках подготовки своих диссертаций
	2 (PhD (Болашак) – Ермекбаев К.; Әнуарбек Ш. –  КазНУ им аль-Фараби)

	Приложения (приложите необходимые документы, подтверждающие представляемые данные) 

	_____________________________ Научный руководитель проекта,

                                                            Е.К. Туруспеков 
	Телефон  +7 (727) 3947562
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	Электронный адрес

ipbb_kz@yahoo.com

	Подтверждение: Я подтверждаю, что предоставленная информация в данном отчете является полной и достоверной
________________     /Жамбакин К.Ж./
Примечание: 

* Указывать каждое значение в отдельной ячейке
** необходимо приложить копии документов подтверждающих информацию 
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