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РЕФЕРАТ

Отчет 40 с., 22 рис., 3 табл., 24 источника, 1 прил.
ТАУ-САГЫЗ (SCORZONERA TAU-SAGHYZ), КАУЧУК, ХЛОРОФИЛЛ, ХРОМОСОМЫ, КОРРЕЛЯЦИЯ, ДНК

Объект исследований: Семена и вегетативные органы (корень, листья, стебель, соцветия) Тау-сагыза. 

Цель исследований 2019г. Сбор и фиксация образцов тау-сагыза (семена, листья, корни, латекс) из различных экотипов. Исследование корреляции по морфологическим и биохимическим признакам популяций тау-сагыза, связанных с накоплением каучука. Выделение, и анализ образцов ДНК из естественных популяций.

Методы исследования Сбор и фиксация образцов вегетативных органов. Цитоэмбриологический (хромосомный) анализ. Определение содержания пигментов. Определение содержания каучука.

Статистический анализ на основе T-критерия. Статистический анализ на основе корреляции Пирсона. Корреляционный анализ Пирсона рассчитывается по стандартной формуле.

Выделение ДНК из листьев Тау-сагыза. Функциональный анализ ДНК. Определение размера генома Тау-сагыза

В процессе выполнения экспедиционных работ отобраны образцы семян и вегетативных органов в необходимом количестве. Впервые установлено, что содержание пигментов (хлорофилл (a+b) каратиноиды) в листьях тау-сагыза не коррелируют с накопления каучука в корнях.

Впервые построено филогенетическое дерево Scorzonera Tau-saghyz и определен размер генома, который равен приблизительно 4,8 Гб (гигабайт).

Получено 2 патента РК. Готовы к внедрению. Эффективность высокая. Резиновая промышленность, медицина, машиностроение.

[image: image1.jpg]MunncTepeTBo 06pazoBaHust 1 HayKu peciyoiuku Kazaxcran

KA3AXCKHWI HALIMOHAJIbHBI VHUBEPCUTET UMEHH AJIb-®APABU
HHWMU ITPOBJIEM BUOJIOT'MU 1 BUOTEXHOJIOT' MU

MPHTU 34.15.27.

YJK: 581.4; 633.9; 021.8. . YTBEPXJIAIO
Ne rocperucrparun 0118PK00112 A e
WuBenTapHbiit Ne pe Top JUTT «HWUH npoGiiem Ouosnoruu u

JOR/PKA " % %°
2\ 3 AK. Bucen6aen

OTHET .
O HAYYHO-UCCJEJIOBATEJIBCKOU PABOTE

10 TeMe:
AP05134291 « CEKBEHUPOBAHUE 'EHOMA SCORZONERA TAU-SAGHYZ (LIPSCH.
&G.G.BOSSE) 1 ACCOLIMATUBHOE KAPTUPOBAHUE 'EHOMA I10 IMPU3HAKY
COJMEPXKAHUA KAVUVKA»
(IPOMEXYTOUHBIMN )

7

Hay4HbIi pyKOBOJIHMTEb TEMBI: / —
1.6.H. npodeccop A/// K.K.Borycmaes

Anmater 2019





РЕФЕРАТ

Есеп 40 бет, 22 сурет, 3 кесте, 24 әдебиеттер тізімі, 1 қосымша.
ТАУ-САҒЫЗ (SCORZONERA TAU-SAGHYZ), КАУЧУК, ХЛОРОФИЛ, ХРОМОСОМЫ, КОРРЕЛЯЦИЯ, ДНК.
Зерттеу нысанасы: Тау-сағыздың тұқымы мен вегатативті мүшелері (тамыр, жапырақтар, өркен, гүлшоғыр).

Зерттеу мақсаты: 2019 жылы әртүрлі экотиптерден Тау-сағыз үлгілерін (тұқымдары, жапырақтар, тамыр, латекс) жинау және фиксациялау. Каучуктың жинақталуымен байланысты морфологиялық және биохимиялық көрсеткіштерді зарттеу.

Экспедициялық жұмыстарды жүргізу барысында Тау-сағыздың жаңа тіршілік ету орталары анықталды. Қажетті мөлшерде тұқым мен вегетативті мүшелердің үлгілері таңдалып алынды.Табиғи популяциялардан алынған үлгілерден ДНҚ – ны бөлу. 
Экспедициялық жұмыстарды орындау барысында тұқымдардың және вегетативтік органдардың үлгілері қажетті мөлшерде іріктеп алынды.. Алғаш рет тау-сағыз жапырақтарындағы пигменттер (хлорофилл (а+b) каротиноидтар) тамырында каучуктың жиналуында коррелиацияның  жок екендігін көрсетті.
Scorzonera Tau-saghyz филогенетикалық ағашы алғаш рет салынды және геном өлшемі анықталды, ол шамамен 4,8 Гб (гигабайт). Қазақстан Республикасының 2 патенті алынды. Іске асыруға дайын. тиімділігі жоғары. қолданысы резеңке өнеркәсібі, медицина, машина жасау.
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ВВЕДЕНИЕ

В последнее десятилетие наблюдается значительный рост производства натурального каучука (НК), которое достигло 12,4 млн. тонн в 2016 году, тогда как спрос составил 12,6 млн. тонн. То есть дефицит составил почти 200 тыс. тонн [1]. Согласно Международной исследовательской группе по каучуку, ожидается, что потребление будет расти непрерывно в связи с растущими потребностями развивающихся стран, таких как Китай, Индия и Бразилия. Ожидается, что мировое потребление HК составит 16,5 млн. тонн в год к 2023 году и будет продолжать расти. Прогнозируемый будущий глобальный дефицит натурального каучука составляет более чем 1,2 миллиона [2].
В настоящее время основным источником натурального каучука является каучуковое дерево, Hevea brasiliensis. Однако, гевея, как основная культура производящая натуральный каучук, имеет ряд недостатков. Поскольку это растение, почти единственный производитель каучука, насаждения Hevea brasiliensis очень ценны и в то же время очень уязвимы. Например, к болезнетворным микроорганизмам, таким как гниение листьев в Южной Америке (SALB, Microcyclus ulei), ненормальное листопад (Phytopthora spp.), Мучнистая роса (Oidium heveae), листопад (Cornyespora cassiicola), розовая болезнь (Corticium salmonicolor), белый корень (Rigidoporus spp.) и др. [3]. Другой проблемой является состав каучука, полученного из Hevea brasiliensis, поскольку он может вызывать опосредованную аллергию, которая вызывается белками, содержащимися в латексе. Число таких случаев увеличилось в последние годы до 1-6% среди населения в среднем и до 17% среди работников здравоохранения [4]. В настоящее время доступны только два альтернативных источника натурального каучука: Parthenium agentatum (Гваюла) и Taraxacum kok-saghyz [5].

В Германии ученым из Fraunhofer Institute for Molecular Biology and Applied Ecology IME в независимом исследовании удалось, используя направленную селекцию удвоить содержание натурального каучука в Кок-Сагызе. В 2016 году была опубликована первая генетическая карта Taraxacum kok-saghyz Rodin [6], которая содержит более 500 маркеров в восьми группах сцепления. Компания "Continental"и Fraunhofer Institute for Molecular Biology and Applied Ecology IME разработали технологию производства шин из латекса Кок-сагыза [7]. 
В нашей лаборатории на протяжении последних 6-7 лет ведется разработка Тау-сагыза в качестве источника отечественного натурального каучука в Казахстане, которая могла бы обеспечить безопасность поставок стратегического сырья, вытеснить нефтяные материалы в производстве шин, и создать зеленые рабочие места в сельском хозяйстве. 
За этот период разработана технология микроклонального размножения тау-сагыза для восстановления численности вида [8]. Также в результате экспедиционных работ было установлено, что в горах Каратау, размножение тау-сагыза происходит в основном по пути вегетативного размножения. Наши наблюдения в течении последних 2 лет показали, что в исследуемой популяции тау-сагыза, проростков, полученных из семян на склонах не обнаружено. По мнению Культиасова [9] это связано с неблагоприятными условиями для прорастания семян тау-сагыза (состав почв, температурный режим, отсутствие влаги, вредители). Эта проблема успешно решена в нашей лаборатории. Начиная с изучения этапов созревания семян, мы установили оптимальные сроки сбора семян для исследуемых популяций (северный, южный и восточные склоны хребта), а также предварительная обработка (прайминг) семян биопрепаратами из биогумуса и низкими температурами [10].  

Также получены результаты по секвенированию транскриптома тау-сагыза [11], по морфологии и активности фотосинтеза популяций тау-сагыза в зависимости от условий произрастания.  Полученные данные позволили подойти к решению вопросов, связанных с ассоциированным картированием генома.

Ассоциативное картирование известное также как картирование неравновесного сцепления (linkage disequilibrium- LD) или анализ ассоциаций является новейшим методом картирования, основанным на изучении популяций [12]. В основе LD -  корреляция между полиморфизмами на уровне однонуклеотидного полиморфизма, либо иных генетических изменений обусловленная общей историей рекомбинаций и мутаций. Неравновесное сцепление обусловлено не только сцеплением генов, но и наличием адаптивного преимущества конкретной комбинации аллелей, частота которой при отборе возрастает по сравнению с частотой, при случайном распределении [13]. Таким образом, ассоциативное картирование на основе LD использует сорта, разновидности или природные популяции с широким спектром генотипических и фенотипических вариаций. Для продолжения исследований и в соответствии с календарным планом на 2019 год были поставлены следующие цель и задачи. 
Цель. Сбор и фиксация образцов тау-сагыза (семена, листья, корни, латекс) из различных экотипов. Исследование корреляции по морфологическим и биохимическим признакам популяций тау-сагыза, связанных с накоплением каучука. Выделение, и анализ образцов ДНК из естественных популяций.
Задачи.

- проведение экспедиционных работ с целью сбора образцов тау-сагыза (семена, листья, корни) из естественных популяций в горах Каратау.
-цитогенетические исследования собранного растительного материала Тау-сагыза.
-кариосистемное исследование, оценка содержания ядерной ДНК и определение размера генома Тау-сагыза. 

-морфологический анализ. Биохимический анализ образцов Тау-сагыза. (Корреляционный анализ).
-выделение ДНК из образцов Тау-сагыза. Генотипирование посредством секвенирования (GBS) образцов из естественных популяций для генерации маркеров однонуклеотидного полиморфизма.
ОСНОВНАЯ ЧАСТЬ

1 Обзор литературы

1.1 Scorzonera тау-saghyz – альтернативный источник натурального каучука
Scorzonera tau-saghyz (Lipsch. et Bosse) - многолетнее растение, представитель семейства сложноцветных. Это растение обитает у нас в Казахстане, в горах Каратау. Scorzonera tau-saghyz был обнаружен в 1930-1940-х годах при обследовании горных систем Южного Казахстана. Тау-сагыз многообещающий источник натурального каучука, храня его в основном внутри своего подземного стебля (каудекс) и корня (рисунок 1).

[image: image3.jpg]Kumantas basin
south

Kumantas basin
north

Kumantas basin
east

2018




 
Рисунок 1 -  Места обитания Тау-Сагыза. Значками обозначены места сбора образцов
В настоящее время, популяция Scorzonera tau-saghyz постепенно восстанавливается. Однако, из-за нескольких сдерживающих факторов, таких как слабая конкурентоспособность, массовый сбор видов в прошлом для каучука, слабое возобновление семян и интенсивное развитие территории для выпаса скота значительно замедляют восстановление популяции. Scorzonera tau-saghyz растет на каменистых склонах, низкогорных и среднегорных плато (высота на известняке и иногда на сланцах) на высоте 500-2000 м над уровнем моря.
1.2 Морфология Тау- сагыза
Scorzonera tau-saghyz - это полукустарниковое растение высотой 25-40 см, надземные стебли которого образуют приземистые, либо рыхлые, либо слегка уплотнённые кочки полусферической формы (рисунок 2). Эти кочки сформированы из многочисленных коротких, толстых, сильно разветвлённых, древесных, многолетних стеблей, выходящих почти из корневой шейки. Средний диаметр этих кочек составляет 30 см, но в зависимости от условий роста диаметр кочек может увеличиваться до 100 см. Высота этих кочек может достигать 25-40 см в высоту.
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Рисунок 2 -  Scorzonera tau-saghyz
Надземный стебель покрыт многочисленными положенными в нахлест высушенными листьями прошлых лет. Эти листья имеют серовато-коричневый цвет, жёсткие, слабо блестящие. Листья в основном расширены в дельтовидное влагалище. Сам стебель заканчивается розеткой узких (похожих на траву у большинства видов) листьев и иногда цветущих побегов. Розетка состоит из 6-24 листьев. Листья розетки серовато-зеленые с красновато-коричневой шиловидной вершиной. Поверхность листа может быть голой или слегка опушённой. В нижней части листья килевидные с несколькими жилками, одна из которых и формирует киль и с 1-2 меньших боковых жилок. Жилки бледные и блестящие. Листья расширены в дельтовидную пазуху. На внешней стороне пазуха голая, кремового цвета и блестящая. Внутри эта дельтаобразная пазуха плотно покрыта кистью из шелковистых, слегка вьющихся, светло-коричневых, блестящих волос длиной от 3 до 4 мм.

Основание розетки около 1 см в ширину. Эта основа покрыта несколькими рядами плёночных чешуек: наружными (широкие, округлые, но заостренные к верху (9 мм) и внутренними (ланцетовидные удлинённые (до 3 см). Чешуйки прозрачные, и имеющие темно-коричневый цвет. Срединная вена этих непрозрачных листьев более заметна, а боковые вены (до 10) менее заметны. Снаружи они голые, а внутри, у основания, слегка опушённые, с небольшим количеством волосков. 

Иногда рядом с основной розеткой можно обнаружить малую розетку листьев. Эти малые розетки листьев в будущем дают начало новому ответвлению каудекса.

Цветущие побеги вырастают из основания розетки из листьев. в количестве 1-3. Они часто слегка согнуты у основания, а иногда могут быть приподняты. Эти цветущие побеги имеют длину 5-40 см и включают 7-23 листьев. Листья цветущих побегов длиннее листьев розетки, бороздчатые, иногда могут быть дудчатыми. Соцветием Scorzonera tau-saghyz является многоцветковая корзинка. Корзинка может быть либо одна, либо быть разветвлённой, с 2-4 корзинками. Корзинки могут иметь цилиндрическую, коническую или грушевидную формы. Корзинка имеет коричневато-зеленый цвет, иногда с красноватым или светло-зеленым оттенком. Многочисленные листья обвёртки (от 14 до 69) покрывают друг друга (образуя 3-5-6 рядов). Многочисленные язычковые цветки (рисунок 2) (30-50 в корзинке) желтоватые с темно-красными венами (краснеют снаружи при высыхании) и длиннее, чем листья обвёртки. Снаружи у основания язычка у этих цветочков также есть редкие пучки белых волосков. Цветёт Scorzonera tau-saghyz с мая по июнь и плодоносит в июне и августе. (рисунок 3).
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Рисунок 3 - Цветущие растения Тау-сагыза
Семянки имеют изогнуто цилиндрическую форму, длиной 6-14 мм. На поверхности семянок есть заметные ребра (до 10 ребер). Ребра могут быть гладкими или бугорчато-шероховатыми, иногда ребра могут иметь острые шипики. Поверхность семянки обычно густо опушенна. На верхушках семян можно было найти пучок белых волосков. Волоски этих пучков - приподнятые и перистые.

Подземная часть растения (каудекс) по сравнению с короткой, но сильно разветвлённой надземной частью более вытянута (3–7–10–40 см), особенно в таких местах обитания как осыпь. Кора подземной части стебля голая, слегка шероховатая, имеющая темно-коричневый оттенок и матовая. Каждая ветвь каудекса заканчивается травянистой розеткой листьев или иногда заканчивается летними цветущими побегами [14]. Scorzonera tau-saghyz может использовать каудекс для вегетативного размножения. Каудексы выполняют запасательную и проводящую функции, а также участвуют в вегетативном размножении, а также включают многоядерные системы трубчатых анастомозированных клеток, которые называются млечниками (рисунок 4).

Стержневой корень сильный, глубоко уходящий в почву и сильно разветвленный. Корень Scorzonera tau-saghyz образует толстую (до 15 см в диаметре) центральную часть, которая далее, примерно на глубине 20–40–60 см, разветвляется на несколько боковых корней, иногда достигающих 2 м в длину (рисунок 4). Корневая система отличается своей мощью, разнообразием её распределения в почве в зависимости от среды обитания, развитием дополнительных сезонных побегов к основной системе, рыхлостью тканей, что делает ее очень легкой в воздушно-сухом состоянии, а в свежевыкопанном виде позволяя содержать до 80% влаги. Древесина корня белая со сливочным оттенком, рыхлая, хрупкая и ломкая. Корневая система пронизана млечниками, которые расположены как в цериферической части, ближе к коре, так и в центре поперечного сечения корня. При изломе обнаруживаются эластичные нити из резины. При механическом разбиваний выделяется белый или желто-зеленый латекс. Кора корня темно-коричневая. Внешне корень покрыт толстой оболочкой из многослойной (до 30-40-60 слоев) пробковой ткани. Наконец, важной особенностью корня тау-сагыза является его способность производить побеги стебля. На поверхности корня развиваются папиллы, которые весной несут пучок тонких сезонных корней, отмирающих в начале июля.
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А. - Латекс на срезе корня (каудекса) Тау – сагыза. Б. - Корневая система Тау-сагыза. Слева можно увидеть образование нароста.

Рисунок 4 - Подземные органы тау-сагыза
1.3 Каучук в растениях
Натуральный каучук представляет собой типичное цитоплазматическое содержание млечников (многоядерных трубчатых систем с анастомозированными клетками, которые продуцируют латекс) или латексных сосудов. Каучук производится особыми органеллами, а именно частицами каучука, расположенными в цитозоле и на поверхности, которых происходит реакция включения изопентенилпирофосфата в цис-полиизопрен. Размер этих частиц варьируется от вида к виду, а также может варьироваться в пределах одного организма. Общая структура частиц каучука одинакова у всех видов растений, поскольку все они представляют собой гомогенное каучуковое ядро, окруженное многослойной мембраной, состоящей из липидов, белков и других соединений [15]. Гликозилированные остатки некоторых связанных с частицами белков и гидрофильные головные группы фосфолипидов позволяют частицам взаимодействовать с водным цитозолем. Мембрана частиц каучука состоит из высоко видоспецифического набора липидов и белков. Интересно, что липиды, составляющие мембрану резиновых частиц, являются теми, которые уже доступны во время развития и не требуют каких-либо дополнительных веществ. Процесс удлинения цепи полиизопрена идет внутрь частиц, что приводит к постепенному разрастанию частиц каучука.

Каучук является вторичным продуктом, который не является необходимым для растений во время их роста и развития. Таким образом, из-за этого единственная функция, которую несут резиновые частицы, заключается в эффективном компактизировании резины. Натуральный каучук, по-видимому, является «тупиковым продуктом», поскольку в растениях нет ферментов, которые могли бы разлагать это вещество. Из-за этого натуральный каучук остается в растительном организме до конца жизни. Возникает вопрос: почему растения используют так много энергии для его синтеза. Даже сейчас физиологическая роль натурального каучука неизвестна полностью. Предполагается, что натуральный каучук, по-видимому, участвует в сопротивлении болезням, заживлении ран и переносимости стресса окружающей среды. Предполагалось, что гены, связанные с защитными и стрессовыми реакциями, увеличены в геноме растений, производящих каучук, и показывают более высокую скорость экспрессии в латексе по сравнению с другими тканями [16]. Кроме того, химические вещества и белки, входящие в состав латекса, также показали токсичность для травоядных животных и могли защитить растение от насекомых, поскольку оно могло бы иммобилизовать их ротовые части. Предполагается также, что синтез каучука может стать защитным механизмом для фотосинтетического аппарата от повреждения при холодной температуре, сильном освещении или других воздействиях окружающей среды за счет превращения избыточного фотосинтата, представленного веществами, образующимися во время фотосинтеза, в частности сахарами, в каучук. Другой аргумент в пользу того, что производство каучука связано со стрессовыми реакциями, заключается в том, что фитогормоны (этилен и жасмонаты), которые связаны со стрессовыми реакциями, способны вызывать дифференциацию млечниками и увеличивать выработку латекса.

1.4 Биосинтез каучука

Натуральный каучук представляет собой цис-1,4-полиизопреновый полимер, который состоит из изопентенилпирофосфата (изопентенилдифосфата (IPP). Изопентенилпирофосфат является предшественником изопреноида, который действует в качестве промежуточного звена в мевалонатном пути и в немевалонатном MEP-пути биосинтеза предшественника изопреноида. Изопентенилпирофосфат является представителем изопреноидов. Эти изопентенилпирофосфатные мономеры происходят из изопреноидного пути [17]. Обычно эти мономеры могут иметь C15-транс-хвост, полученный из исходного инициирующего аллильного пирофосфата. Эти изопентенилпирофосфатные мономеры могут быть получены через путь мевалоновой кислоты (MVA), который происходит в цитозоле, и через путь метилэритритфосфата (MEP), который происходит в пластидах. Одним из основных отличий МЭП от МВА является источник изопентенилпирофосфата (рисунок 5) [18].
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Рисунок 5 - Структура изопренилпирофосфата
В пути мевалоновой кислоты (MVA) изопентенилпирофосфат происходит из ацетил-КоА с помощью гидроксил-метил-глутарил-КоА-редуктазы (HMGCR). В метилэритритолфосфатном (MEP) пути изопентенилпирофосфат получают в результате реакции между пируватом и D-глицеральдегид-3-фосфатом, что приводит к образованию 1-дезокси-D-ксилулозо-5-фосфата, который затем превращается в изопентенил-пирофосфат с помощью 4-гидрокси-3- метилбут-2-ен-1-илдифосфатредуктаза (ISPH). Избыточный изопентенилпирофосфат постоянно поступает в первичный аллиловый дифосфат (фарнезилдифосфат и / или геранилгеранилдифосфат) для синтеза цис-изопрена, который катализируется многочисленными ферментами, такими как изопентенилдифосфат-дельта-изомераза (IDI), диметил-дифосфат-дифосфат-трансфераза (FPPS) и геранилгеранилдифосфатсинтазы (GGPPS) (рисунок 6).
Натуральный каучук является конечным продуктом боковой ветви пути синтеза изопреноидов / терпеноидов растительного происхождения. Каучук производится из нескольких веществ, а именно из аллильного пирофосфата (аллил-ПП) и изопентенилпирофосфата (IPP). Одним из ферментов, участвующих в биосинтезе каучука и катализирующим реакцию полимеризации, является мембраносвязанная цис-полипренилцистрансфераза, также известная как каучуковая трансфераза, каучуковая цис-полипренилцистрансфераза, каучуковая аллилтрансфераза, изопентенилпирофосфатная цис-1,4-полиизопренилтрансфераза, цис-1,4-полиизопренилтрансфераза, цис-1,4-полиизопренилтрансфераза каучуковая полимераза и каучуковая пренилтрансфераза (ЕС 2.5.1.20). Этот фермент относится к семейству трансфераз, а именно к тем, которые переносят арильные или алкильные группы. Резиновая трансфераза встроена в монослойную мембрану, которая окружает микроскопические частицы цитозольного каучука, где производится и разделяется натуральный каучук.
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Рисунок 6 - MVA (слева) и MEP (справа) пути биосинтеза каучука
Каучуковая трансфераза осуществляет реакцию включения изопентенилдифосфатного мономера в каучуковый полимер. Эта реакция включает три стадии: инициацию, элонгацию и терминацию. Для инициирования реакции каучуковой трансферазы требуется олигомерный аллиловый пирофосфат (диметилаллилпирофосфат (DMAPP), геранилпирофосфат (GPP), фарнезилпирофосфат (FPP), геранилгеранилпирофосфат (GGPP) или цис-аллильный пирофосфат (in vitro). Другим компонентом, необходимым для активности каучуковой трансферазы, являются магний (Mg2 +) и марганец (Mn2 +), которые участвуют в реакции в качестве кофакторов фермента. Инициирование полимеризации начинается с катионной ионизации углерод-кислородной связи инициатора кофактором (рисунок 7). В результате винилиденовая группа изопентенилпирофосфата добавляет аллильный карбокатион, получая третичный карбокатион, который регенерирует н аллильный конец пирофосфата посредством удаления протона. Таким образом, происходит процесс непрерывного включения новых изопентенилпирофосфатных мономеров в изопреновый полимер. Стереорегуляция этого полимера зависит от специфичности каучуковой трансферазы, которая включает изопентенилпирофосфатные мономеры и генерирует определенные двойные связи между этими мономерами.
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Рисунок 7 - Предполагаемый механизм инициации и полимеризации в биосинтезе каучука
Как мы упоминали ранее, Scorzonera tau-saghyz может производить латекс и хранить его в корне и подземном стебле (каудекс). Благодаря этой характеристике нативное растение можно рассматривать как ценный производственный организм. Именно этот факт привлекает внимание исследователей, которые изучают способы повышения продуктивности Scorzonera tau-saghyz. Для этого исследуются основные пути, лежащие в основе процессов, ответственных за производство каучука. 

Фотосинтез - это процесс, используемый растениями для синтеза органических веществ с помощью солнечной энергии. Производство натурального каучука является сложным процессом, требующим большого количества углерода. Как упоминалось ранее, биосинтез натурального каучука может служить защитной цели путем, превращения в каучук, избытка сахаров и других веществ, образующихся в процессе фотосинтеза. Однако до сих пор неизвестно, поступает ли углерод для биосинтеза каучука непосредственно из фотосинтетического аппарата растения или из смешанного пула углеводов внутри растения.

Этот вопрос был исследован группой Талера Филиппа в 2016 году. В опытах использовали изотопы углерода и в частности изотоп 13C, который широко используется в качестве индикатора. В эксперименте был использован углекислый газ, меченый 13C, чтобы отслеживать путь углерода через флоэму. В результате работы был сделан вывод, что латексный углерод, который используется во время биосинтеза каучука, не является производным непосредственно фотосинтеза, а происходит из смешанного пула углеводов в растении [17]. Это исследование показало, что запасённые углеводы, такие как крахмал, участвуют в доставке углерода в виде сахарозы в млечники растения. Таким образом показало, что производство каучука в растениях регулируется процессами накопления и метаболизма фотосинтатов.
Одна из основных целей исследования Scorzonera tau-saghyz - найти способ создать жизнеспособную и эффективную каучуковую культуру, которая включает определение оптимальных условий производства каучука. Формирование сосудистой ткани начинается одновременно с началом развития эмбриона. Развивающийся зародыш тау-сагыза разрывает оболочку семени, начинается рост семядолей. Период от первого прорыва семядолей до формирования первого листа занимает 12-15 дней. В этот период корневая система растения вырастает до 20-25 см (рисунок 8).
Дальнейший рост растения характеризуется развитием дополнительных побегов с розетками, увеличением количества листьев и развитием подземных побегов наряду с корневой системой. Для того, чтобы исследовать стадию, на которой производство каучука является максимальным, изучается строение систем пластификаторов на разных стадиях роста растений.

Развитие млечников начинается еще в зародыше. Их можно обнаружить в листьях, гипокотиле, корневой шейке и корне. Внутри листа и гипокотиля система перистальтики находится в перицикле. В корневой системе млечники присутствуют только в первичном лубе. Однако, по мере роста растений в перицикле и первичных лубяных системах, отростки редуцируются что означает, они не имеют отношения к производству каучука.
Корень тау-сагыза относится к паренхиматозному типу. Это означает, что опорную функцию корня выполняет тургор его живых клеток. Процесс образования новых сосудов идет одновременно с образованием новых розеточных листьев. Процесс постепенного роста новых листьев розетки влияет на структуру систем чешуйчатых ветвей, поскольку рост этих листьев стимулирует развитие новых сосудов. Проводящая ткань состоит из этих сосудистых пучков. Чем старше лист, тем глубже его пучок.
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Рисунок 8 - Проростки Тау-сагыза

Благодаря этому проводящая ткань корня укрепляется за счет постоянного поступления новых сосудистых пучков, образующихся в процессе развития листьев. В дальнейшем эти пучки превращаются в камбийовую ткань, усиливая проводящую ткань растения. Это означает, что эффективность проводящей ткани тау-сагыза возрастает по мере того, как у растения появляются новые листья. Это, в свою очередь, увеличивает производительность каучука. 

2 Материалы и методы
2.1 Материалы исследований

Семена, вегетативные органы (лист, соцветия, корень) Тау-сагыза (Scorzonera tau-saghyz Lipsch. & Bosse). Образцы были собраны во время экспедиции с мая по сентябрь 2019 г. в горах Каратау, на территории Каратауского государственного природного заповедника (ГПЗ) и на прилегающих территориях. Хребет Куман-тас, ущелья -Терис Аккан, Айтолым, Камба, хребет Куман-тас, Сараба, хребет Карадонгал.
2.2 Методы исследований

2.2.1 Сбор семян Тау-сагыза 

Семена собирали на указанных территориях в конце мая начале июня. Созревание семян Тау-сагыза длится около 15-20 дней. Семена собирали вручную на 4 и 5 стадии развития. Собранные семена сушили в защищенном от ветра месте, в первый день в тени, а затем на солнце на разостланных брезентах. После сушки семена складываются в отдельные пакеты с указанием номера, времени и места сбора, для идентификации растений.
2.2.2 Сбор и фиксация образцов вегетативных органов 

Листья, корни, каудексы (по 5 образцов с каждого куста) срезали, упаковывали в фольгу с описанием и помещали в сосуд Дьюара с жидким азотом, в дальнейшем образцы хранили при -800С. 
2.2.3 Цитоэмбриологический (хромосомный) анализ

Фиксация материала

У молодых проростков Тау-сагыза изымали корневой материал и фиксировали по стандартной методике [18] - в смеси 3 части этилового спирта и 1 часть ледяной уксусной кислоты (фиксатор Карнуа. 
Окрашивание водным раствором фуксинсернистой кислоты проводили по следующей схеме:

Зафиксированный материал промывали в трех порциях дистиллированной воды.

Холодный гидролиз. Объект помещали в холодный раствор HCl (из холодильника), разбавленный 1:1 водой, и выдерживают 60 минут. После тщательной отмывки от НС1 дистиллированной водой корешки помещали в водный раствор фуксинсернистой кислоты и оставляли на ночь. Корешки отмывали в трех порциях свежеприготовленной сернистой воды по 10-15 минут в каждой. 

Ферментативная мацерация. Окрашенные кончики корней (1-1,5 мм) отрезали и помещали в отверстия планшета с ферментом (цитазой) и выдерживали в ней 40-60 минут.

С помощью пипетки объект переносили в каплю уксусной кислоты на предметное стекло и накрывают покровным стеклом. Получали монослой клеток корневой меристемы осторожным надавливанием на покровное стекло.

2.2.4 Кариосистемное исследование, оценка содержания ядерной ДНК и определение размера генома Тау-сагыза
Методика подготовки образцов листьев для проточной цитометрии, использованная в работе по изучению размера генома, основана на протоколе Arumuganathan and Earle [19] с различными модификациями. Листья Тау-сагыза были собраны в день эксперимента. В качестве известного маркера были собраны листья дикого вида твердой пшеницы “Завитан”. Кусок 2 см листьев Тау-Сагыза и такое же количество листьев “Завитан” помещали в 900 мкл буфера для экстракции (раствор «А») в чашку Петри, которую держали на льду. Раствор А готовили свежим в день эксперимента следующим образом (на образец): 877,5 мкл буфера для древесных растений (Loureiro et al., 2007) [20], 1,0 мг DTT и 25 мкл раствора TritonX-100. Затем к фильтрату добавляли окрашивающий раствор: 11,25 мкл раствора йодида пропидия-РНКазы [7,5 мкл йодида пропидия (5 мг на мл), 0,375 мкл исходного раствора РНКазы (100 мг/мл) и 3,375 раствора «А». Образцы хранились в светозащитном сосуде на льду и транспортировались на проточный цитометр в Центре секвенирования факультета наук о жизни Тель-Авивского Университета.

Образцы испытывали на BD FACSort ™ (BD Biosciences, Сан-Хосе, Калифорния, США) в течение 1 часа после завершения подготовки. Лазер 488 нм возбуждал окрашенные образцы ядер. Флуоресценцию йодида пропидия измеряли с помощью полосового фильтра 610/20 нм, и дублеты исключали с использованием линейного графика площади и ширины флуоресценции PI.
2.2.5 Определение содержания пигментов

Экстракцию хлорофилла проводили по методике, описанной Aron D, [20]. 10 г. свежезамороженных в жидком азоте листьев Тау-сагыза, измельчали и добавляли 20 мл. Перемешивали и смесь центрифугировали при 5000 -10000 об/мин. Супернатант отделяли и процедуру повторяли до полного обесцвечивания остатка.
Концентрацию пигмента определяли на спектрофотометре при длине волны 644нм. и 662нм. против растворителя (чистого ацетона).

Для 100% ацетона: 

Схл.а = 9,784 D662 – 0,990 D644;

Схл.b = 21,426 D 644 – 4,650 D 662;

Cхл.а +хл.b = 5,134 D662 +20,436 D644
Скар. = 4,695 D440,5 – 0,268 DCхл.а +хл.b
Где Схл.а, Схл.b, Схл.а +хл.b, Скар. – соответственно концентрации хлорофиллов, а,b, их суммы и каратиноидов, мг/л; D – экспериментально полученные величины оптической плотности при соответствующих длинах волн.

2.2.6 Определение содержания каучука.

Для определения содержания каучука в образцах Тау-сагыза, брали навеску сухих измельченных корней (4г). Каучук экстрагировали н-гексаном марки «х.ч.» необходимое время. Затем образцы помещали в роторный испаритель с водяной (IKA RV05, Germany), образцы сушили в вакуумном сушильном шкафу (VD115, Germany) и полученный каучук взвешивали на аналитических весах (AS 220/X, Poland). 
2.2.7 Статистический анализ на основе T-критерия

Для сравнения средних значений t-критерий Стьюдента рассчитывается по следующей формуле, приведенной в (3):
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Где:
- Медиана первого массива     

- Медиана второго массива

-Стандартная ошибка первого массива

-Стандартная ошибка второго массива

Интерпретация результатов анализа t-критерия предполагает формулировку двух гипотез:

- Нулевая гипотеза: принимается, если результат t-критерия меньше значения, заданного таблицей T-распределения для заданной степени свободы и вероятностей t-распределения. Нулевая гипотеза означает, что между выборками нет различий.

- Альтернативная гипотеза: принимается, если результат t-критерия выше значения, заданного таблицей T-распределения для заданной степени свободы и вероятностей t-распределения. Альтернативная гипотеза означает, что образцы отличаются друг от друга.
2.2.8 Статистический анализ на основе корреляции Пирсона

Корреляционный анализ Пирсона рассчитывается по формуле (4):
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Сила связи между признаками определяется по результатам корреляционного анализа:

1.
0,00-0,19-очень слабый;

2.
0.20-0.39 слабый;

3.
0,40-0,59-средний;

4.
0,60-0,79-сильный;

5.
0,80-1,0-очень сильный.

2.2.9  Выделение ДНК из листьев  Тау-сагыза

0,1-0,3 грамм лиофилизованных листьев тщательно измельчали с помощью пестика и ступки. ~100 мг измельченных тканей переносили в 2.0 мл. пробирку и дальнейшее выделение ДНК проводилось либо в соответствии с протоколом производителя набора (GenElute Plant Genomic DNA Miniprep Kit, Sigma), либо посредством модифицированного в лаборатории ЦТАБ протокола [21]. 
Качественный и количественный анализ ДНК был проведен, с помощью УФ-спектрофотометрии (ND-1000 Spectrophotometer, Nanodrop) и с помощью горизонтального электрофореза в агарозном геле. 
2.2.10 Функциональный анализ ДНК

Функциональный анализ образцов ДНК, выделенных вышеуказанными методами, осуществляли, как посредством амплификации ДНК, так и посредством рестрикционного анализа. Для проведения реакции ПЦР с последующим секвенированием фрагмента гена рибосомальной РНК, находящегося между 18S и 28S субъединицами рибосом и включающих внутренний транскрибированный спейсер ITS 1, 5,8 субъединицу рибосом и внутренний спейсер ITS 2 (18 S---ITS-1---5,8S---ITS-2---28S) были использованы следующие праймеры: прямой - STS-ITS F- 5’AGGAGAAGTCGTAACAAG3’ и обратный STS-ITSR –5’GTTTCTTTTCCTCCGCT3’
3 Результаты и обсуждение
3.1 Цитоэмбриологический (хромосомный) анализ
Цитогенетический анализ (хромосомный анализ) проводили по разработанной нами и апробированной методике. Просмотрено 63 образца корешков молодых проростков.

В результате цитогенетического анализа растений были выделены хромосомы и подсчитано их число. Установлено окончательное число хромосом в диплоидных клетках. Их количество равно (2n=14) (рисунок 9).
Полиплоиды на данный момент нами не выявлены. 
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Рисунок 9 - Хромосомный анализ Тау-сагыза

3.2 Различия в концентрации пигмента в листьях Тау-сагыза по склонам

В настоящем отчете представлены результаты обработки данных восточного и северного склонов. Полученные данные по южному склону почти полностью идентичны восточному. Таблицы по содержанию пигментов и каучука представлены в Приложении 1.      

Определение содержания пигментов в листьях Тау-сагыза показало, что концентрация пигментов в листьях сильно зависит от расположения склона. Таким образом, концентрация хлорофилла а в листьях из восточной популяции была выше, чем в листьях из северной популяции. Аналогичные результаты были получены  и при определении концентрации каротиноидов. (Таблица 1,2 Приложение А).
3.3 Определение наличия различий в содержании фотосинтетических пигментов между образцами (t-критерий Стьюдента)

T-распределение Стьюдента - это метод статистического анализа данных, который сравнивает средние значения двух выборок и показывает наличие разницы между выборками и то, насколько достоверна разница между этими выборками. Большой Т-балл означает, что выборки отличаются друг от друга. Низкий t-балл означает, что образцы не отличаются.
Т-статистика обычно строится по следующему общему принципу: в числителе-случайная величина с нулевым математическим ожиданием (при выполнении нулевой гипотезы), а в знаменателе-выборочное стандартное отклонение этой случайной величины, полученное в виде квадратного корня из несмещенной дисперсионной оценки.

Для определения метода статистического анализа были построены диаграммы распределения. Построение этих диаграмм показало, что распределение данных в выборках. cогласно диаграммам, приведенным на рисунках 10 и 11 в наших выборках, данные были непрерывными и характеризовались нормальным распределением.
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Рисунок 10 - Анализ распределения содержания хлорофилла а в растениях собранных на восточном склоне
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Рисунок 11 - Анализ распределения содержания хлорофилла а в растениях собранных на  северном склоне
Нормальное распределение х было характерным как для каротиноидов (рисунок 12 и 13) так и  для хлорофилла а
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Рисунок 12 - Анализ распределения содержания каротиноидов в растениях собранных на  восточном склоне.
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Рисунок 13 - Анализ распределения содержания каротиноидов в растениях собранных на  северном склоне

При статистическом анализе полученных данных использовался t-критерий Стьюдента для определения наличия статистически значимой разницы между группами выборок. Для интерпретации результатов статистического анализа с использованием t-распределения были выдвинуты две гипотезы: Нулевая гипотеза: образцы растений, произрастающих на северных и восточных склонах гор Каратау, не отличаются по содержанию хлорофилла а и каротиноидов в листьях. Альтернативная гипотеза: образцы растений, произрастающих на северных и восточных склонах гор Каратау, отличаются по содержанию хлорофилла а и каротиноидов в листьях.

Расчеты, использованные при Т-тестовом анализе содержания хлорофилла а и каротиноидов между образцами, приведены в (5) для хлорофилла а и (6) для каротиноидов.
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т.критерии для степени свободы 63 и вероятности 99% (р = 0,01) равен примерно 2,299. Когда темп = 3.803, следовательно темп> т.критерии. Это означает, что альтернативная гипотеза принята для этих групп.
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т.критерии для степени свободы 63 и вероятности 99% (р = 0,01) равен примерно 2,299. 
Когда темп = 3,681, следовательно, темп> т.критерии. Это означает, что альтернативная гипотеза принята для этих групп.

Определение содержания пигментов в листьях растения тау-сагыз, а именно хлорофилла а и каротиноидов, показало, что содержание фотосинтетических пигментов в листьях растения тау-сагыз в среднем самое высокое в образцах, собранных на восточном склоне Каратау. В то же время самое низкое содержание хлорофилла, а и каротиноидов наблюдается в образцах, собранных на северном склоне.

Возможной причиной разницы между образцами может быть разница в уровне инсоляции различных склонов, который выше на восточных склонах и ниже на северном склоне. Это послужило причиной разницы в накоплении пигментов в растениях, собранных с разных склонов, что также подтверждается разницей в средних значениях содержания пигментов.
3.4 Корреляционный анализ содержания пигментов в листьях

Корреляционный анализ-это метод статистической оценки, используемый для оценки силы связи между двумя численно измеренными непрерывными переменными (например, рост и вес). Этот конкретный тип анализа полезен, когда исследователь хочет установить, существуют ли возможные связи между переменными. 

Для определения степени связи между накоплением хлорофилла а и накоплением каротиноидов использовали линейный коэффициент корреляции r-Пирсона. Коэффициент корреляции Пирсона используется в статистике для определения силы связи между атрибутами двух массивов данных. Это отношение обозначается как R.Данные корреляционного анализа представлены в таблице 1.
Таблица 1 - Результаты корреляционного анализа между содержанием хлорофилла а и содержанием каротиноидов в листьях из северных и восточных образцов
	Параметры
	Восточная популяция 
	Северная популяция 

	r
	0,899
	0,881

	Значение
	очень сильный
	очень сильный


По результатам корреляционного анализа видно, что существует сильная, положительная корреляция между накоплением хлорофилла а и каротиноидами. Это говорит о том, что с увеличением накопления хлорофилла а накопление каротиноидов в листьях растения также увеличивается. Этим же объясняется сходство данных о концентрации хлорофилла а и каротиноидов в листьях растений с разных склонов.

3.5 Определение каучука
Для определения содержания каучука в растениях тау-сагыза использовали данные о процентном содержании каучука в высушенных корнях растения. Процент каучука в высушенных корнях растения рассчитывали из общей массы корня. Данные о процентном содержании каучука в корнях тау-сагыза представлены в (таблица 3, приложение А). 

3.6 Определение наличия разницы в содержании каучука между образцами (t-критерий Стьюдента)

Для определения распределения данных в образцах и расчета t-критерия процентное содержание каучука переводят в доли процента. Для определения метода статистического анализа построены диаграммы, показывающие распределение данных в выборках. В наших выборках данные были непрерывными, и выборки характеризовались нормальным распределением данных (рисунок 14, 15).
Для определения наличия статистически значимой разницы использовали вышеупомянутый t-критерий Стьюдента. Для интерпретации результатов статистического анализа с использованием t-критерия были выдвинуты две гипотезы. Нулевая гипотеза-образцы растений, произрастающих на северных и восточных склонах гор Каратау, не отличаются по содержанию каучука в корнях и каудексе. Альтернативная гипотеза-образцы растений, произрастающих на северных и восточных склонах гор Каратау, отличаются по содержанию каучука в корнях и каудексе.
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Рисунок 14 - Анализ распределения содержания каучука в растениях собранных на  восточном склоне.
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Рисунок 15 - Анализ распределения содержания каучука в растениях собранных на  северном склоне
Расчеты, использованные при t-тестовом анализе содержания хлорофилла а и каротиноида между образцами, приведены в (6):
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т.критерии для степени свободы 63 с вероятностью 99% (р = 0,01) равен примерно 2,299. При темпе = 0.219, следовательно, темп <т. критерий. Это означает, что нулевая гипотеза принимается для этих групп.

Корреляционный анализ содержания каучука и пигментов.
Для определения степени связи между накоплением фотосинтетических пигментов в листьях и накоплением каучука в корнях использовали коэффициент линейной корреляции r-Пирсона. Данные корреляционного анализа между содержанием каучука в корнях и содержанием пигмента в листьях тау-сагыза представлены в таблице 5 и 6.
Таблица 2 - Результаты корреляционного анализа между содержанием хлорофилла, а каротиноидов в листьях и содержанием каучука в корнях в образцах с восточного склона
	Параметры
	Каучук-хлорофилл, а
	Каучук-каротиноиды 

	r
	-0,089535728
	-0,097886491

	Значение
	очень слабый
	очень слабый


Таблица 3 - Результаты корреляционного анализа между содержанием хлорофилла а, каротиноидов в листьях и содержанием каучука в корнях в пробах с северного склона 

	Параметры
	Каучук-хлорофилл, а
	Каучук-каротиноиды

	r
	0,172920059
	0,260883687

	Значение
	очень слабый
	слабый


Данные таблицы 5 и таблицы 6 показывают, что ни содержание хлорофилла а, ни содержание каротиноидов в листьях тау-сагыза не связаны с накоплением каучука в корнях  тау-сагыза. 
Таким образом в результате исследований пигментов тау-сагыза было установлено, что содержание пигмента в листьях не коррелирует с накоплением каучука в корнях. Это происходит несмотря на четкую корреляцию между содержанием хлорофилла а и каротиноидов в листьях Scorzonera tau-saghyz. Одной из причин отсутствия корреляции может быть тот факт, что существует прямая конкуренция за органические соединения между процессами накопления биомассы и накопления каучука. Принимая во внимание тот факт, что каучук является вторичным метаболитом, становится ясно, что накопление биомассы будет иметь первостепенное значение для организма. Более того, поскольку образцы листьев и корней поднимались в фазу цветения тау-сагыза, дорогостоящий процесс образования каучука был подавлен. Тем не менее, Культисов Н.А. указывает на несколько фаз развития тау-сагыза, одна из которых - фаза покоя, во время которой накопление биомассы в организме тау-сагыза резко уменьшается. Предполагается, что на этом этапе накопление каучука будет увеличено из-за отсутствия конкуренции за органические соединения.

Второй причиной отсутствия прямой корреляции может быть тот факт, что органические соединения, участвующие в синтезе натурального каучука, поступают не непосредственно из фотосинтетического аппарата, а из накопительных соединений, таких как крахмал. Это означает наличие только косвенной связи между содержанием пигментов и содержанием каучука.
3.7 Выделение геномной ДНК из листьев Тау-сагыза и ее функциональный анализ

Результаты количественного анализа ДНК представлены (Таблица 4,5 Приложение А).
Применение технологии секвенирования нового поколения (СНП), требует использования специальных наборов для выделения ДНК. Использование таких комплектов позволяет быстро получить чистую и примерно одинаковой концентрации от пробы к пробе ДНК, готовую для последующих этапов исследования. 

В нашем эксперименте были использованы как коммерческий набор GenElute Plant Genomic DNA Miniprep Kit (Sigma), так и модифицированный лабораторный протокол основанный на использовании в качестве детергента ЦТАБ (цетилтриэтиламмоний бромида), который хорошо растворяет мембраны клеток. Кроме того, его применение позволяет разделить ДНК и полисахариды, поскольку они отличаются по растворимости в присутствии ЦТАБ. 

В опыте выделение ДНК было проведено для 100 образцов, собранных на 3 естественных популяциях – Восточной, Северной и Южной, которые были выбраны в горах Каратау.

На начальном этапе 0.1-0.3 грамм лиофилизованных листьев тщательно измельчали с помощью пестика и ступки. ~100 мг измельченных тканей переносили в 2.0 мл. пробирку и дальнейшее выделение ДНК проводилось либо в соответствии с протоколом производителя набора (GenElute Plant Genomic DNA Miniprep Kit, Sigma), либо посредством модифицированного в лаборатории ЦТАБ протокола.
Качественный и количественный анализ ДНК был проведен, как с помощью УФ-спектрофотометрии (ND-1000 Spectrophotometer, Nanodrop), так и с помощью горизонтального электрофореза в агарозном геле. 
На рисунке 16 представлен пример результатов выделения ДНК с помощью набора GenElute Plant Genomic DNA Miniprep Kit.
Анализ результатов выделения ДНК посредством модифицированного в лаборатории ЦТАБ протокола представлен на рисунке 16.
В результате следует отметить, что при использовании двух протоколов выделения ДНК полученные препараты полностью отвечают требования для нативных препаратов и вполне подходят для проведения необходимых исследований.  
Функциональный анализ образцов ДНК, выделенных вышеуказанными методами, осуществляли, как посредством амплификации ДНК, так и посредством рестрикционного анализа. Для проведения реакции ПЦР с последующим секвенированием фрагмента гена рибосомальной РНК, находящегося между 18S и 28S субъединицами рибосом и включающих внутренний транскрибированный спейсер ITS 1, 5,8 субъединицу рибосом и внутренний спейсер ITS 2 (18 S---ITS-1---5,8S---ITS-2---28S) были использованы следующие праймеры: прямой - STS-ITS F- 5’AGGAGAAGTCGTAACAAG3’ и обратный STS-ITSR –5’GTTTCTTTTCCTCCGCT3’. 
Данные гены широко применяются в филогенетических исследованиях и их применение для анализа ДНК Тау-сагыза позволит определить место Scorzonera Tau-saghyz в роду Scorzonera [22].  
Результаты амплификации фрагмента гена рибосомальной РНК с ДНК, выделенной из различных популяций Тау-сагыза, представлены на рисунке 17. 
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Рисунок 16 - Результаты анализа геномной ДНК из листьев Тау-сагыза с использованием Sigma Kit
Очистка продукта ПЦР и секвенирование ДНК из обеих цепей были выполнены Центром секвенирования факультета наук о жизни Тель-Авивского университета. В работе был использован автоматический секвенатор ДНК Applied Biosystems 3730 (Applied Biosystems), и использован набор с химический терминатор Big Dye v3.1. Все реакции были проведены соответствии с протоколами производителя (Applied Biosystems).

Двойные цепи ДНК были собраны и отредактированы с помощью программы “DNAMAN” (Lynnon Biosoft Corp.). Выравнивание последовательностей ITS выполняли с использованием BioEdit v. 7.0 и CLUSTAL W (BioEdit Software). Результаты выравнивания последовательностей Scorzonera Tau-Saghyz и отобранных видов из рода Scorzonera представлены на рисунке 18.
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Рисунок 17 - Результаты анализа геномной ДНК из листьев Тау-сагыза, полученные и использованием CTAB метода
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Рисунок 18 - Результаты PCR анализа для ITS1 of Scorzonera Tau-saghyz

Филогенетические деревья были построены на основе отдельных последовательностей Scorzonera Tau-Saghyz и филогенетического дерева, представляющего взаимоотношения растений во всех трех популяциях, а также были построены путем объединения данных о последовательностях из других видов Scorzonera (рисунок 19).
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Scorsonera subacaulis ITSL MN307484 [TTT TTGAACGCAAGITGCGCCCAAGGCCATCOGGCTGAGGACACOOCTGCCTGRO00TCACOCATCOCOTCOCTCCCOCATGIATCCTTTTG Seasecaceer
Nosthoe T 111 TTCAACGCAAGTTGCO0CCAARGCCATCCG0CTGAGRRCACOOC TG TGROCaTCACCATCOCGTCaCCCCCOTGTGIATCCTTTTG Geatecacact
TR63608 ITS [TTT TTGAACGCAAGTTGCGCCCARAGCCATCCGGCTGAGGGCACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCTCCCCTGTGTATCCTTTTG GGATGCACAGT
Sourthl9 ITS [TTT TTGAACGCAAGTTGCGCCCAAAGCCATCCGGCTGAGGGCACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCTCCCCTGTGTATCCTTTTG GGATGCACAGT
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Scorzonera austriaca ITS1 AM117047 [ITT TTGAACGCAAGTTGCGCCCAAAGCCATCCGGCTAAGGGCACGCCTGCCTGEGCGTCACGCATCGCGTCGCTCCCCCATGTATCCTTTTG GGATGTATAGT
Scorsoneca capite 7RSI NN307283 . [ITTT1TGAACGCAAGITGCGCCCAAAGCCATCOGGTTGAGEACACOOCTGCCTGRO00TCACOCATCOCOTCaCTCCCCCATGIATCCTTTTG Genrecaceer
Scorsonera pobudadivaricasa MN396016 (11T TTGAACGCAAGITGCGCCCAAAGCCATCOGGCTGAGGACACOOCTGCCTGRO00TCACOCATCOCGTTGCTCCCCCATGTATCCTTTTG Geazecaceer
Scorzonere hastrisce To: MNZSE087 - (11T TTGAACGCAAGTTGCGCCCAAAGCCATCOGGCTGAGGRCACOOCTGCCTGRA00TCACOCATCOCOTCaCTCCTCCATGIATCCTTTTG Seatecaceer
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Рисунок 19 - Выравнивание последовательностей ITS1 Тау-сагыза и видовой отбор

Анализ результатов секвенирования индивидуальных образцов ДНК из различных популяций позволил выявить целый ряд маркеров однонуклеотидного полиморфизма для внутреннего транскрибированного спейсера ITS 1. В результате были сконструированы маркеры расщепленных амплифицированных полиморфных последовательностей (CAPS).

Результаты аппликации данного маркера для изучения ДНК из различных популяций представлены на рисунке 20. 
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Рисунок 20 - Филогенетическое дерево нуклеотидных последовательностей ITS1

3.8 Определение размера генома Тау-сагыза

Тау-Сагыз (Scorzonera Tau-Saghyz) имеет огромный потенциал как источник производства натурального каучука в Казахстане. Мы провели настоящее исследование для измерения размера генома растений Тау-Сагыза.

Результаты двух прогонов Scorzonera Tau-Saghyz и твердой пшеницы «Завитан» представлены на рисунке 21.
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Рисунок 21 - Результаты CAPS-анализа ITS ампликона с использованием BciVI в различных популяциях

Следует отметить, что это первые генетические маркеры, разработанные в рамках данного проекта, которые могут в дальнейшем использованы как для генотипирования, так и для ассоциативного картирования всех образцов из различных популяций.
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Рисунок 22 - Результаты определения размера генома Scorzonera Tau-Saghyz
В результате проведенных экспериментов было обнаружено, что размер ядерного генома диплоидного растения Тау-Сагыз был в 2,1–2,2 раза меньше, чем у твердой пшеницы “Завитан” (2n = 4x = 28). Поскольку размер генома твердой пшеницы “Завитан” составляет ~10.5 Гб (гигабайт) [23], следовательно, по нашим оценкам размер генома для Тау-Сагыза составляет приблизительно 4,8 Гб (гигабайт). Это говорит о том, что геном диплоидного растения Тау-Сагыз имел более низкое содержание повторов ДНК, которое характерно для генома твердой пшеницы [24].
ЗАКЛЮЧЕНИЕ

По результатом проведенной в отчетном году работы сделаны следующие выводы.

1 Экспедиционные работы выполнены в полном объеме. Проведен сбор образцов (корней, стеблей, листьев, семян) Scorzonera tau-saghyz из природных популяций в горах Каратау. Экспедиционные работы проведены в новых местах произрастания Тау-сагыза, обнаруженных в 2018 году. Это северный макросклона хребта Каратау, в частности в окрестностях поселков Ачисай (Жон Сараба хребет Карадомгал) и Акжар (ущелья Терис Аккан, Айтолым, Камба хребет Кумантас). 

2 Хромосомный анализ 32 образцов корней молодых проростков Тау-сагыза показал, что их количество равно (2n = 14). Полиплоидов при анализе указанных образцов не обнаружено.

3 Наибольшее содержание пигментов (хлорофилла, а, b, a+b и каротиноидов) выявлено в листьях образцов в сообществах южной экспозиции. Заметно ниже данный показатель был у растений, произраставших на склоне восточной экспозиции и на склоне северной экспозиции.
4 Среднее содержание хлорофилла а в 30 образцах листьев растений тау-сагыза, собранных из двух популяций, произрастающих на Северном и Восточном склонах гор Каратау, равен 12,847 для восточного склона и 10,196 для северного склона. Среднее содержание каротиноидов в листьях соответствующих 30 образцов растений равно 5,215 для восточного склона и 4,188 для северного склона.

5 Среднее содержание каучука в корнях 30 опытных растений Scorzonera tau-saghyz равен 24.1%для Восточной популяции и 23.4% для Северной популяции.

6 Статистический анализ с использованием t-критерия показал достоверную разницу в содержании фотосинтетических пигментов между растениями, произрастающими на востоке и севере. Показано, что в среднем содержание пигмента выше на Восточном склоне, чем на Северном. 
7 Установлено, что содержание пигмента в листьях не коррелирует с накоплением каучука в корнях. Это происходит несмотря на четкую корреляцию между содержанием хлорофилла а и каротиноидов в листьях тау-сагыза. 
8 В результате использования двух протоколов выделения ДНК, полученные препараты полностью отвечают требования для нативных препаратов и вполне подходят для проведения необходимых исследований.  

9 Построены филогенетические деревья на основе отдельных последовательностей Scorzonera Tau-Saghyz и филогенетического дерева, представляющего взаимоотношения растений во всех трех популяциях, а также путем объединения данных о последовательностях из других видов Scorzonera.
10 Установлено, что размер ядерного генома диплоидного растения Тау-Сагыз составляет по нашим донным, приблизительно 4,8 Гб (гигабайт).
11 По результатам 2019 г. было опубликовано 2 статьи (1 зарубежная и 1 отечественная), получено 2 патента:

Faleyev D.G., Вoguspaev K.-K.K.-K., Faleyev E.G., Myrzagaliev J.J. The effect of biohumus on the growth of seedlings of Scorzonera tau-saghyz Lipsch. et Bosse in the laboratory \\ Book of abstracts fifth international conference of cis ihss on humic innovative technologies «humic substances and living systems» (HIT-2019). October 19–23, 2019, Moscow, Russia. – P. - 69.
Муталханов М.С., Сисемали К.Р., Белғожаев Е.М. Қаратауда өсетін тау-сағыз үлгілерін (Scorzonera tau-saghyz Lipsch. et. G.G. Bosse) фотосинтетикалық және пигменттік зерттеулер жүргізу \\ vi халықаралық фараби оқулары Алматы, Қазақстан, 2-12 сәуір, 2019 жыл. – Б. - 267.
Пат. 33778 Республика Казахстан. Способ размножения каучуконосного растения Тау-сагыз (Scorzonera tau-saghyz) / Богуспаев К.-К.К.-К., Турашева С.К., Фалеев Д.Г., Портной В., Инелова З.А.; заявитель и патентообладатель РГП «Казахский национальный университет им. аль-Фараби» МОН РК. - № 2017/1139.1; заявл. 06.12.2017. 

Пат. 33534 Республика Казахстан. Способ получения натурального каучука из каучукосодержащего растительного сырья Тау-сагыза (Scorzonera tau-saghyz) / Богуспаев К.-К.К.-К., Турашева С.К., Фалеев Д.Г., Портной В., Муталханов М.С., Инелова З.А., Мун Г.А., Аликулов А.Ж., Хавилхайрат Б.; заявитель и патентообладатель РГП «Казахский национальный университет им. аль-Фараби» МОН РК. - № 2017/1156.1; заявл. 08.12.2017.
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