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РЕФЕРАТ
Отчет: 37 стр., 6 рис., 4 табл., 37 ист., 4 прил.

ДНК МАРКЕРЫ, МЯГКАЯ ПШЕНИЦА, ПРОДУКТИВНОСТЬ, ПОЛНОГЕНОМНЫЙ АНАЛИЗ АССОЦИАЦИЙ, СГРУППИРОВАННОЕ АССОЦИАТИВНОЕ КАРТИРОВАНИЕ
Объекты исследований – 1) Коллекция яровой мягкой пшеницы САК, состоящая из 300 рекомбинантно-инбредных линий, полученных в результате скрещиваний между 24 стародавними и современными сортами с британским сортом Парагон; 2) 96 сортов и линий мягкой пшеницы, в т.ч. допущенных к использованию на территории Республики Казахстана; 3) 87 гибридных линий мягкой пшеницы.
Цель работы – Идентификация ДНК-маркеров локусов количественных признаков (ЛКП) и специфических генов, ассоциированных с комплексом признаков, включая компоненты урожайности, качества зерна, устойчивости к ржавчинным болезням, на основе использования методологии сгруппированного ассоциативного картирования (САК) для яровой мягкой пшеницы Triticum aestivum L.

Основные методы исследований – выделение тотальной ДНК, электрофорез в 1,5% агарозном геле, генотипирование с использованием SNP маркеров, QTL картирование с использованием САК популяций и полногеномный анализ ассоциаций (ПГАА) с использованием прикладных программ “STRUCTURE”, “TASSEL 5”. Полевые опыты, структурный анализ урожайности - по Доспехову (1985).  Статистическая обработка данных – на основе корреляционно-регрессионного и кластерного анализа.
В результате полевых исследований коллекции САК в Алматинской и Акмолинской областях установлено, что средняя урожайность линий популяции САК превзошла урожайность образцов коллекции ИББР в Алматинской области, и образцов НПЦЗХ в Акмолинской области. Полученные фенологические данные были использованы для первичного анализа ассоциаций маркер-признак между SNP-маркерами и 10 признаками урожайности мягкой пшеницы. В результате ПГАА по результатам полевых исследований в двух регионах Казахстана и использования 8662 полиморфных SNP-маркеров, было идентифицировано 80 ЛКП для 10 изученных признаков. В результате анализа коллекции мягкой пшеницы в условиях Акмолинской области, идентифицированы 36 локусов количественных признаков по 5 признакам урожайности. Результаты исследований могут быть успешно использованы в маркер-опосредованной селекции яровой мягкой пшеницы на устойчивость к стрессовым абиотическим факторам окружающей среды.       

Область применения:  генетика, биотехнология, селекция и семеноводство зерновых культур.
РЕФЕРАТ

Есеп:  37 бет, 6 сурет, 4 кесте, 37 әдебиет, 4 қосымша. 

ДНҚ МАРКЕРЛЕР, ЖҰМСАҚ БИДАЙ, ӨНІМДІЛІК, АССОЦИАЦИЯЛАРДЫҢ ТОЛЫҚ ГЕНОМДЫҚ ТАЛДАУЫ, ТОПТАСТЫРЫЛҒАН АССОЦИАТИВТІ КАРТАЛАУ

Зерттеу нысаны – 1) Британдық Парагон сортымен 24 ескі және қазіргі сорттар арасындағы будандасу нәтижесінде алынған 300 рекомбинантты-инбредті линиялардан тұратын жаздық жұмсақ ТАК бидайының коллекциясы; 2) Жұмсақ бидайдың, оның ішінде Қазақстан Республикасының аумағында пайдалануға рұқсат етілген 96 сорттары мен линиялары; 3) жұмсақ бидайдың 87 гибридті линиялары.

Жұмыстың мақсаты – Triticum aestivum L. жаздық жұмсақ бидай үшін топтастырылған ассоциативті карталау (ТАК) әдістемесін пайдалану негізінде өнімділік, дән сапасы, тат ауруларына төзімділік компоненттерін қоса алғанда, сандық белгілер локустарының (СБЛ) ДНҚ-маркерлерін және белгілер кешенімен байланысты ерекше гендерді анықтау.

 Негізгі зерттеу әдістері – ДНҚ бөлу, 1,5% агарозды гельдегі электрофорез, SNP маркерлері негізінде генотиптеу, ТАК популяцияларды пайдалану арқылы QTL карталау және “STRUCTURE”, “TASSEL 5” қолданбалы бағдарламалар негізінде ассоциациялардың толық геномдық талдауы (АТГТ).  Егістіктегі сынақтар, өнімділіктің құрылымдық талдауы – Доспехов (1985) әдісі бойынша жасалды. Мәліметтерді  статистикалық өңдеу корреляциялық-регрессионды және кластерлік талдау негізінде жүзеге асырылды.

Алматы және Ақмола облыстарындағы ТАК коллекцияларының далалық зерттеулер нәтижесінде ТАК линияларының орташа өнімділігі Алматы облысындағы ӨББИ коллекциясы үлгілерінің және Ақмола облысындағы АШҒӨО үлгілерінің өнімділігінен асып түскені анықталды. Алынған фенологиялық мәліметтер SNP-маркерлер мен жұмсақ бидай өнімділігінің 10 белгісі арасындағы ассоциацияларды бастапқы талдау үшін қолданылды. Қазақстанның екі өңіріндегі далалық зерттеулер және 8662 полиморфты SNP-маркерлерді пайдалану нәтижелері бойынша АТГТ нәтижесінде зерттелген 10 белгі үшін 80 СБЛ анықталды. Ақмола облысы жағдайында жұмсақ бидай коллекциясын талдау нәтижесінде өнімділіктің 5 белгісі бойынша сандық белгілердің 36 локусы анықталды. Зерттеу нәтижелерін қоршаған ортаның стресстік абиотикалық факторларының тұрақтылығына, гексаплоидты жұмсақ бидайдың маркер-жанама селекциясында тиімді қолдануға болады.

Қолдану саласы: генетика, биотехнология, дәнді дақылдардың селекциясы және тұқым шаруашылығы.
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обознаЧения и сокращения

В настоящем отчете о НИР применяют следующие сокращения и обозначения.

	GWAS
	–
	(genome-wide association analysis – полногеномный анализ ассоциаций

	KASP
	–
	(kompetative allele specific polymorphism) – конкурентный аллель-специфичный полиморфизм

	NCBI

	–
	(National Center for Biotechnology Information) – Национальный Центр по биотехнологической информации

	PCR
	–
	(polymerase chain reaction) – полимеразная цепная реакция

	SNP
	–
	(single nucleotide polymorphism) – однонуклеотидный полиморфизм

	SSR  
	–
	(simple sequence repeats) – простые повторяющиеся 
последовательности

	TASSEL
	–
	(Trait Analysis by aSSociation, Evolution and Linkage) – анализ признаков через ассоциацию, эволюцию и сцепление

	QTL
	–
	(Quantitative Trait Loci) - локусы количественных признаков

	ВИР
	–
	Всероссийский Институт растениеводства им. Н.И. Вавилова

	ДНК
	–
	дезоксирибонуклеиновая кислота

	ГСИ РК
	–
	Государственная комиссия по сортоиспытанию Республики Казахстан

	КСИ
	–
	Конкурсное сортоиспытание

	НИР
	–
	Научно-исследовательская работа

	НПЦЗХ
	–
	Научно-производственный центр зернового хозяйства им. А.И. Бараева

	
	
	


Введение

Актуальность.  Современные достижения в геномике зерновых культур значительно меняют селекционные подходы в мире. В данном проекте предлагается использование методологии сгруппированного ассоциативного картирования (САК) для идентификации признак-специфических генов у яровой мягкой пшеницы. Изучаемая коллекция САК состоит из 300 рекомбинантно-инбредных линий (РИЛ), полученных от 24 многородительских скрещиваний стародавних и современных сортов, скрещенных с референтным британским сортом «Парагон». Коллекция САК была ранее генотипирована с использованием 30800 маркеров SNP. В данном проекте коллекция САК (300 образцов) и местная коллекция (180 образцов) яровой мягкой пшеницы будут изучены в Северном и Юго-восточном Казахстане с целью идентификации генов, контролирующих важные сельскохозяйственные признаки, связанные с повышением продуктивности, качества зерна, и устойчивости к ржавчинным болезням.
Проект выполняется в рамках бюджетной программы 217 «Развитие науки», подпрограммы 102 «Грантовое финансирование научных исследований».  Приоритет: 5. Наука о жизни и здоровье. Подприоритет: 5.1. Биотехнологии в сельском хозяйстве и охране окружающей среды. 5.1.1 Маркер-опосредованная и геномная селекция для улучшения хозяйственно-ценных признаков растений и животных 
Данный проект является логическим продолжением проекта ГФ-1784 и является апробацией нового метода сгруппированного ассоциативного картирования (САК) для поиска ЛКП и специфических генов компонентов урожайности, качества зерна и устойчивости к болезням мягкой пшеницы, и для геномного прогнозирования эффективности использования идентифицированных ДНК-маркеров в молекулярной селекции яровой пшеницы.     

Проект имеет значительный предварительный задел, поскольку САК-популяция, созданная в Великобритании, была выращена в Алматинской области в 2019 году с целью размножения семян. Кроме того, популяция САК и местная коллекция яровой пшеницы, состоящая из 180 сортов и линий Казахстана, были посажены на Севере и юго-востоке РК в 2020 году. Популяция САК состоит из 300 яровых РИЛ, генотипированных ранее с использованием 30800 SNP-маркеров на платформе Affymetrix. Родительскими линиями САК являются стародавние сорта, собранные из разных стран мира, которые были скрещены с референтным британским сортом «Парагон» [1]. Преимуществом САК-популяции является факт, что все родители были секвенированы по технологии полногеномного ресеквенирования. Также, 180 местных образцов были ранее генотипированы с использованием чипа на 20 тысяч SNP-маркеров на платформе Illumina [2]. Данный проект является результатом плодотворной работы международного семинара Великобритания–Казахстан на тему «Улучшение продуктивности пшеницы в Центральной Азии», состоявшегося в г. Алматы, Казахстан, в 2018 году.  

Цель проекта: Идентификация ДНК-маркеров локусов количественных признаков (ЛКП) и специфических генов, ассоциированных с комплексом признаков, включая компоненты урожайности, качества зерна, устойчивости к ржавчинным болезням, на основе использования методологии сгруппированного ассоциативного картирования (САК) для яровой мягкой пшеницы Triticum aestivum L.

Задачи проекта (приложение Г):
1. Фенотипическая оценка коллекции яровой мягкой пшеницы, состоящей из популяции САК (300 РИЛ) и 180 местных образцов, в условиях Северного и Юго-восточного Казахстана.
2. Оценка качества зерна коллекции мягкой пшеницы популяции САК и местных образцов, выращенных в Северном и Юго-восточном Казахстане.
3.  Оценка устойчивости к листовой, стеблевой и желтой ржавчине в популяции САК и в местной коллекции яровой пшеницы в полевых условиях.  

4. Сгруппированное ассоциативное картирование и геномное прогнозирование ЛКП, связанных с компонентами урожайности, качества зерна, и устойчивости к трем видам ржавчинных болезней, на основе использования фенотипических и генотипических данных популяции САК.    

5. Создание функциональных ДНК-маркеров на основе ПЦР для идентифицированных ЛКП, связанных с компонентами урожайности, показателями качества зерна, и устойчивостью к трем видам ржавчинных болезней.

 Задачи НИР 2020 года (приложение Г):

1. Фенотипическая оценка коллекции яровой мягкой пшеницы, состоящей из САК-популяции (300 РИЛ) и 180 местных образцов, в условиях Северного и Юго-восточного Казахстана. Анализ структуры урожая коллекции яровой мягкой пшеницы на севере и юго-востоке страны
2. Сгруппированное ассоциативное картирование и геномное прогнозирование ЛКП, связанных с компонентами урожайности, качества зерна, и устойчивости к ржавчинным болезням, на основе использования фенотипических и генотипических данных.
3. Создание функциональных ДНК-маркеров на основе ПЦР для идентифицированных ЛКП. Выделение и очистка ДНК образцов коллекции.

Использование современных геномных технологий и генетических ресурсов в селекционном процессе является интегральной частью развития и усиления селекции сельскохозяйственных культур.  Проект объединяет использование генетических ресурсов пшеницы в виде популяции САК, поскольку родители данной генетической панели включают стародавние сорта со всего мира, так и современные геномные технологии и биоинформатические инструменты. Полученные результаты проекта будут использованы в селекционных программах Северного и Юго-восточного Казахстана. В частности, новые гены и ДНК-маркеры для качества зерна, устойчивости к ржавчинным болезням, и компонентов урожайности, а также ценные линии будут внедрены в местные селекционные программы через внедрение методологии  маркер-опосредованной селекции для повышения продуктивности пшеницы в стране. Проект имеет важное прикладное значение как на отечественном, так и на международном уровне. Также, полученные результаты позволят оценить влияние окружающей среды на рост линий САК и местных образцов мягкой пшеницы для лучшего понимания особенностей ВГОС, и выявления эффективных НКП и генов для ключевых признаков в условиях Северного и Юго-восточного Казахстана. Также, результаты проекта позволят идентифицировать высоко продуктивные гибридные линии САК для их использования в селекционных проектах в стране.    

Новизна проекта. Новизна проекта состоит в том, что впервые в Казахстане используется методология сгруппированного ассоциативного картирования (САК) генов сложных признаков продуктивности, качества, и устойчивости к ржавчинным болезням мягкой пшеницы. Преимуществом использования в проекте САК-методологии является то, что она объединяет преимущества методологий двуродительской картирущей популяции и ассоциативного картирования; все родители САК популяции полностью секвенированы, что открывает новые горизонты для поиска новых генов, определяющих урожайность мягкой пшеницы, и перспективы геномного прогнозирования в селекции яровой пшеницы.
ОСНОВНАЯ ЧАСТЬ ОТЧЕТА О НИР
1 Выбор направлений исследований
Яровая пшеница является главной зерновой культурой в Казахстане, занимающем девятую территорию в мире по площади [3]. Вместе с этим, средняя урожйность в стране в лучшие годы не превышает 1.3 тонн на гектар, что обусловлено выращиванием мягкой пшеницы в зонах рискованного земледелия. По оценкам ФАО, предполагается что урожайность пшеницы в Казахстане может достигнуть 3 тонн/гектар [4]. Однако, для того, чтобы достичь такого результата необходимы скоординированные научные исследования агрономов, селекционеров и генетиков, в том числе и с использованием новых геномных технологий. В лаборатории РГП «Институт биологии и биотехнологии растений» КН МОН РК (ИББР) осуществлялись первые проекты, посвященные использованию результатов геномных исследований в селекции мягкой пшеницы (ГФ-1784, 2015-2017 гг.), имеется опыт проведения НИР по бипарентальному генетическому картированию и полногеномному анализу ассоциаций [5], [6]. 
Методологии двуродительского картирования (linkage mapping) и полногеномного анализа ассоциаций (ПГАА) до сих пор являются ключевыми подходами для идентификации ЛКП и генов, ассоциированных с сельскохозяйственными признаками [7], [8]. К настоящему времени осуществлен ряд работ, связанных с идентификацией генетических факторов, связанных с ценными признаками пшеницы с использованием бипарентального картирования [5], [10] – [14] и ассоциативного картирования [15]-[20]. В Казахстане были проведены единичные исследования по бипарентальному картированию QTL продуктивности [5], качества зерна [21], [22] устойчивости к болезням [6], а также GWAS продуктивности пшеницы [23]. 

Для более надежного полногеномный анализ ассоциаций (ПГАА) сложных признаков была создана методология САК, которая объединила преимущества двуродительского генетического картирования и ассоциативного картирования, предложила способ создания единой унифицированной картирующей популяции (на примере кукурузы), позволив исследователям эффективно использовать геномные инструменты [24]. Методология состоит из 5 этапов: 1) выбор генетически разнородных родителей и создание рекомбинантно-инбредных линий, 2) полное геномное секвенирование родителей, 3) генотипирование РИЛ с использованием платформ для SNP-маркеров, 4) фенотипирование РИЛ с использованием различных признаков, 5) осуществление полногеномного анализа для поиска ассоциаций между признаками и SNP-маркерами в изучаемой популяции РИЛ [24]. 

Многородительские популяции обладают преимуществами над двуродительскими, поскольку создаются дополнительные точки рекомбинации и увеличивается аллельное разнообразие и точность обнаружения QTL. К настоящему времени метод используется для других культур, где созданы свои многородительские популяции, такие как NAM и MAGIC (Multi-parent Advanced Generation Inter-Cross), показавших свой потенциал, например, для озимой пшеницы [25], ячменя [26], [27], риса [28], сорго [29], сои [30] и др. В Казахстане такие работы пока не проводились.

В данном проекте предлагается протестировать гипотезу эффективности генетического картирования НКП (нуклеотидов количественных признаков) на основе использования методологии САК, которая объединяет преимущества двуродительского картирования и ПГАА, и усиливает возможности поиска истинных НКП для ключевых хозяйственно-ценных признаков мягкой пшеницы в Казахстане (рисунок 1). 
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Рисунок 1 – Сравнительная характеристика методов генетического картирования

Первые три из пяти этапов методологии, описанной в работе Yu et al. [24], были уже выполнены и являются частью задела для успешного выполнения проекта. Так, в результате скрещиваний между 24 стародавними и современными сортами с британским сортом Парагон, были созданы 300 РИЛ. Все родители популяции САК и сорт Парагон были полностью секвенированы, а 300 РИЛ были генотипированы с использованием 30,800 маркеров SNP. Эта популяция была успешно изучена в Великобритании [1], [31]. Тем не менее, учитывая особенности взаимодействия генотип-среда и условий роста растений в стране, для поиска эффективных и информативных НКП ценных сельско-хозяйственных признаков необходимо отдельно изучить популяцию САК в специфических условиях Казахстана. Следовательно, проект будет сфокусирован на выполнении этапов 4 и 5 методологии и сконцентрирована на фенотипической оценке РИЛ популяции в Казахстане, с последующим полногеномным анализом ассоциаций. Проект является важной для развития геномной селекции яровой мягкой пшеницы в Казахстане, которая входит в десятку ведущих производителей пшеницы в мире.  

Таким образом, новизна проекта состоит в том, что впервые в Казахстане используется методология сгруппированного ассоциативного картирования (САК) генов сложных признаков продуктивности, качества, и устойчивости к ржавчинным болезням мягкой пшеницы. В проекте используется уникальная популяция САК, состоящая из 300 рекомбинантно-инбредных линий от скрещиваний 24 стародавних и современных сортов со стандартным британским сортом "Парагон". Преимуществом использования в проекте САК-методологии является то, что она объединяет преимущества методологий двуродительской картирущей популяции и ассоциативного картирования; все родители САК популяции полностью секвенированы, что открывает новые горизонты для поиска новых генов, определяющих урожайность мягкой пшеницы, и перспективы геномного прогнозирования в селекции яровой пшеницы.

Отличительной стороной проекта является также тот факт, что популяция САК будет впервые изучена в Казахстане. Поскольку успех любого геномного сельскохозяйственного проекта зависит от условий выращивания, то ожидается идентификация групп генов, связанных с урожайностью мягкой пшеницы, выращенных в специфических климатических нишах Казахстана, с учетом особенностей взаимодействия генотипа и окружающей среды.   

2 Объекты и методы исследований

2.1 Объекты исследований 

Объектами исследований служили: 
1) Коллекция яровой мягкой пшеницы САК, состоящая из 300 рекомбинантно-инбредных линий, полученных в результате скрещиваний между британским сортом Paragon (Парагон) и 19 стародавними сортами коллекции A.E. Watkins [1], [31], двумя линиями из коллекции CIMMYT, тремя сортами Wylakatchem, BAJ, PFAU (рисунок 2). 
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Рисунок 2 – Происхождение родительских сортов и линий, скрещенных с сортом Парагон, в САК популяции
2) 96 сортов и линий мягкой пшеницы, в т.ч. допущенных к использованию на территории Республики Казахстана [32]; 3) 87 гибридных линий мягкой пшеницы (КСИ И ПСИ) селекции Научно-производственного центра зернового хозяйства (НПЦЗХ) им. А.И. Бараева МСХ РК.
2.2 Методы исследований

В работе использованы молекулярно-генетические методы, включая выделение [33] и очистку ДНК, электрофорез в агарозном геле; селекционные методы для определения фенологии, структуры урожая мягкой пшеницы, статистические методы. 

Полевые опыты в 2020 году были заложены на экспериментальных опытных участках НПЦЗХ им. А.И. Бараева (Акмолинская область) и КазНИИЗиР (Алматинская область), согласно методическим указаниям Доспехова Б.А. [34]. Фенологические наблюдения, оценки и учеты состояния растений по фазам развития проводили согласно протоколам ВИР [35]. Полевые эксперименты проводились в рандомизированной двукратной повторности. В качестве стандарта на юго-востоке Казахстана высевался сорт Казахстанская 4, на севере – сорта Акмола 2, Астана, Целинная юбилейная. 

Выделение тотальной ДНК проводили по DeLaporta, 1983 [33]. Концентрацию тотальной ДНК определяли 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.

Данные генотипирования САК популяции по 30800 SNP-маркерам, полученные с использованием платформы Affymetrix, предоставлены профессором Саймоном Гриффитс (John Innes Centre, г. Норвич, Великобритания). Генотипирование сортов и линий мягкой пшеницы с использованием SNP-маркеров было осуществлено ранее компанией TraitGenetics GmbH (Гатерслебен, Германия) на платформе Illumina. Полученные генотипические данные были сгруппированны и отфильтрованы по количеству пропущенных данных (> 10 %) и частоте минорного аллеля < 0,1 (MAF). 

В работе использованы статистические методы с применением пакетов прикладных программ. Корреляция по Пирсону высчитывалась с использованием программы RStudio [36]. GWAS (genome-wide association study, или полногеномный анализ ассоциаций) проводится с использованием прикладной программы TASSEL [37] и модуля MLM (mixed linear model – смешанная линейная модель).

3 Обобщение и оценка результатов исследований
3.1 Фенотипирование коллекции мягкой пшеницы, в условиях Северного и Юго-восточного Казахстана.  Анализ структуры урожая коллекции яровой мягкой пшеницы на севере и юго-востоке страны
Осуществлены фенологические наблюдения коллекции мягкой пшеницы, состоящей из 480 образцов, в двух регионах Казахстана – на севере (НПЦЗХ (Акмолинская область) и юго-востоке (КазНИИЗиР, Алматинская обл.) страны в 2020 году. Коллекция мягкой пшеницы выращивалась в двух рандомизированных повторностях в двух условиях. 
Проведен анализ всей коллекции по двум ключевым признакам адаптивности растений к окружающей среде – время цветения и время созревания семян (от цветения до созревания), в днях (таблицы 1-2). Средние показатели по признаку «время цветения» для коллекции сортов и линий мягкой пшеницы (ИББР и НПЦЗХ), выращенной в Акмолинской области в 2020 году, составили 45,9 ± 0,37 дней, и по признаку «время от цветения до созревания семян» – 42,00 ± 0,19 дней, соответственно (таблица 1). 
Таблица 1 – Средние показатели времени цветения и созревания семян коллекции сортов и линий яровой мягкой пшеницы, выращенной в условиях Акмолинской области, 2020 год

	Признак
	Коллекции мягкой пшеницы 

	
	Коллекция ИББР
	Коллекция НПЦЗХ

	Время цветения (FT), дни
	45,3 ± 0,26
	46,58 ± 0,48

	Время от цветения до созревания семени (SMT), дни
	42,4 ± 0,24
	41,59 ± 0,13

	Вегетационный период (VP), дни
	87,7 ± 0,23
	88,17 ± 0,32


При сравнении фенологических наблюдений САК-популяции было отмечено раннее цветение и позднее созревание на экспериментальных участках в Акмолинской области, по сравнению с Алматинской областью (таблица 2). Также наблюдали короткий вегетационной период для данной популяции, выращенной в Алматинской области (98,52 ± 0,21 дней). 
Таблица 2 – Размах показателей времени цветения и созревания семян САК популяции яровой мягкой пшеницы, выращенной в условиях Алматинской и Акмолинской областей
	Признак
	Алматинская обл.
	Акмолинская  обл.

	
	min
	max
	mean
	min
	max
	mean

	Время цветения (FT), дни
	57,0
	75,0
	63,6 ± 0,24
	45,5
	77,0
	60,2 ± 0,40

	Время от цветения до созревания семени (SMT), дни 
	28,0
	44,0
	36,7 ± 0,16
	26,0
	46,0
	41,9 ± 0,13

	Вегетационный период (VP), дни
	93,0
	107,0
	98,52 ± 0,21
	87,5
	121,5
	102 ± 0,42


Таким образом, коллекция мягкой пшеницы проанализирована по фенологическим показателям в двух регионах Казахстана. На юго-востоке страны рекомбинантно-инбредные линии САК популяции быстрее достигали стадии созревания, чем на севере. Полученные результаты будут использованы в дальнейших работах для сгруппированного ассоциативного картирования и геномного прогнозирования ЛКП, связанных с компонентами урожайности коллекций мягкой пшеницы в двух условиях выращивания.  
Осуществлен анализ 480 образцов коллекции яровой мягкой пшеницы (ИББР и НЦПЗХ и САК популяции), выращенной в двух регионах (Акмолинская обл. и Алматинская обл.) по следующим показателям: высота растений, длина верхнего междоузлия, количество продуктивных колосьев на растение, длина главного колоса, число зерен с главного колоса, масса зерен главного колоса, масса зерен с растения (таблица 3).
Таблица 3 – Анализ коллекции яровой мягкой пшеницы по морфометрическим показателям и элементам продуктивности в Акмолинской области (2020 г.)
	Признак
	Коллекция ИББР 
	Коллекция НПЦЗХ

	
	min
	max
	mean
	min
	max
	mean

	Высота растения (PH), см
	46
	93
	58,9 ± 0,6
	48
	68
	57,4 ± 0,5

	Длина верхнего междоузлия (PL), см
	20
	52
	29,1 ± 0,5
	18
	37
	27,7 ± 0,4

	Длина колоса (SL), см
	6,5
	10,3
	8,2 ± 0,1
	5,6
	10,0
	7,5 ± 0,1

	Кол-во прод. колосьев на раст. (NPS), шт
	1
	3,73
	1,7 ± 0,1
	1
	3,79
	1,5 ± 0,1

	Число зерен главного колоса (NKS), шт
	22,3
	42,4
	31,4 ± 0,44
	21,2
	43,8
	29,4 ± 0,5

	Масса зерна главного колоса (WKS), г
	0,78
	1,65
	1,18 ± 0,02
	0,77
	1,58
	1,07 ± 0,02

	Масса зерна с растения (WKP), г
	0,87
	5,66
	2,02 ± 0,08
	0,49
	3,90
	1,55 ± 0,05


САК популяция оказалась наиболее высокопродуктивной в Алматинской области, по признакам, связанным с компонентами урожайности, таким как длина колоса, количество продуктивных колосьев, число зерен с главного колоса, масса зерна с колоса и на растение (таблица 4). Также отмечены высокие показатели по признакам высота растения, длина верхнего междоузлия. 
Таблица 4 – Анализ САК популяции яровой мягкой пшеницы по морфометрическим показателям и элементам продуктивности в Алматинской и Акмолинской областях (ур. 2020 г.)
	Признак
	Алматинская обл.
	Акмолинской обл.

	
	min
	max
	mean
	min
	max
	mean

	Высота растения (PH), см
	53,7
	117,7
	84,8 ± 0,8
	35
	75
	55,4 ± 0,5

	Длина верхнего междоузлия (PL), см
	15,1
	50,3
	30,2 ± 0,4
	13
	39
	24,6 ± 0,3

	Длина колоса (SL), см
	 6,93
	14,33
	10,1 ± 0,1
	4,6
	11,5
	7,6 ± 0,1

	Кол-во прод. колосьев на раст. (NPS), шт
	1,00
	7,67
	2,9 ± 0,1
	1
	3
	1,5 ± 0,02

	Число зерен главного колоса (NKS), шт
	13,6
	80,67
	49,4 ± 0,6
	15,7
	48,3
	31,4 ± 0,4

	Масса зерна главного колоса (WKS), г
	0,55
	2,92
	1,80 ± 0,02
	0,21
	1,80
	1,03 ± 0,01

	Масса зерна с растения (WKP), г
	0,88
	10,43
	4,02 ± 0,08
	0,25
	4,36
	1,61 ± 0,03


Также проведен анализ корреляции Пирсона между изученными признаками (рисунок 3). 
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FT – дата цветения (дни), SMT – время от цветения до созревания (дни), VP – вегетационный период (дни), PH – высота растения (см), PL – длина верхнего междоузлия (см), NPS – количество продуктивных колосьев, SL – длина колоса (см), WKS – масса зерна главного колоса (г), WKP – масса зерен с растения (г)

A) Алматинская область; Б) Акмолинская область
Рисунок 3 – Корреляционный анализ по Пирсону между агрономически важными признаками САК популяции  яровой мягкой пшеницы
По данным полевых экспериментов Алматинской области 2020 года, сильная положительная корреляционная связь (r ⩾ 0.5) наблюдалась между признаками, связанными с компонентами урожайности (NPS, SL, NKS, WKS, WKP). Отрицательная корреляция отмечена между признаками времени цветения (FT) и созревания семени (SMT) (рисунок 3А). На основе фенологических и фенотипических наблюдений в Акмолинской области отмечена сильная отрицательная корреляция между признаками, связанными с фенологией (FT, SMT, VP) и компонетами урожайности (NPS, SL, WKS, WKP), что свидетельствует о том, что раннее цветение и позднее созревание семян отрицательно влияет на показатели урожайности в северном Казахстане (рисунок 3Б). Такая же тенденция положительной  корриляция по признакам компонентов урожайности наблюдалась и для Алматинской области (рисунок 3Б).  


Таким образом, проведены фенологическое изучение и анализ структуры урожая коллекции мягкой пшеницы в условиях Алматинской и Акмолинской области в 2020 году. В условиях Алматинской области для САК популяция в среднем вегетационный период продлился 98 дней, в условиях Акмолинской области – 102 дня. Проведена сравнительная оценка фенологических фаз и элементов продуктивности  САК популяции. Наиболее высокоурожайной  отмечена САК популяция, выращенная в  Алматинской  области. 
Данная коллекция, выращенная в двух регионах в 2020 году, будет далее анализирована также по показателям масса 1000 зерен и масса зерна с 1 м2. Полученные результаты будут использованы для сгруппированного ассоциативного картирования и геномного прогнозирования локусов количественных признаков, связанных с компонентами урожайности, качества зерна, и устойчивости к ржавчинным болезням.

3.2 Сгруппированное ассоциативное картирование и геномное прогнозирование ЛКП, связанных с компонентами урожайности
Для ассоциативного картирования были использованы ранее генотипированные нами в предыдущих проектах 87 перспективных линий мягкой пшеницы из НПЦЗХ и 96 образцов из Казахстана (образцы ГСИ) с использованием SNP-маркеров на платформе Illumina. С использованием генотипированных сортов и линий мягкой пшеницы проведен полногеномный поиск ассоциации (ПГАА) на основе исследуемых фенотипических и фенологических признаков мягкой пшеницы, выращенных в полевых условиях Акмолинской области в 2020 году, с использованием данных генотипирования изучаемой коллекции по 8662 полиморфным SNP-маркерам.  

На данном этапе осуществлен ПГАА по признакам адаптивности (время цветения и время от цветения до созревания, вегетационный период, высота растения и длина верхнего междоузлия) и по признакам, связанным с компонентами урожайности – количество продуктивных колосьев, длина колоса, количество зерен на колос, вес зерна с колоса и с растения. В результате проведенного анализа нами обнаружено 80 ЛКП для изученных признаков. Наибольшее количество ЛКП было обнаружено на хромосомах генома B (34) и генома A (25), наименьшее – в геноме D (20), соответственно. 

В результате ПГАА для признаков, связанных с адаптивностью, были идентифицированы 44 локуса количественных признаков. По признаку «высота растения» было выявлено 5 ЛКП, «время цветения» (FT) было обнаружено 13 ЛКП (рисунок 4), для признака «время от цветения до созревания семян» (SMT) – 22 ЛКП.
По результатам изучения коллекции мягкой пшеницы в условиях Акмолинской области, идентифицированы 36 ЛКП по признакам, связанным с компонентами урожайности – длина колоса (5), количество зерен на колос (10) (рисунок 5), количество продуктивных колосьев (1), вес зерна с колоса (10) и вес зерна с растения (10).
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Рисунок 4 – Манхэттен плот на основе ПГАА по признаку время цветения (FT) (в условиях Акмолинской области, ур. 2020 года) 
Отмечено наибольшее количество ЛКП по SMT на следующих хромосомах – 1D, 3B, 3D, 6A. Также, при анализе данных по продолжительности вегетационого периода коллекции были идентифицированы 4 ЛКП. 
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Рисунок 5 – Манхэттен плот на основе ПГАА по признаку количество зерен на колос (NKS) (в условиях Акмолинской области, ур. 2020 года)

Таким образом, в результате ПГАА по полевым работам выявлено 80 ЛКП, связанных с компонентами урожайности и адаптивности мягкой пшеницы в условиях Акмолинской области. Идентифицированные SNP-маркеры по результатам ПГАА, будут трансформированы в удобные для селекции  KASP-маркеры. 
3.3 Создание функциональных ДНК-маркеров на основе ПЦР для идентифицированных ЛКП. Выделение и очистка ДНК
Для выполнения цели проекта и создания функциональных ДНК-маркеров на данном этапе выделена ДНК из коллекции мягкой пшеницы, по протоколу Делапорта (1983) с модификациями. На рисунке 6 приведен фрагмент определения качества выделенной ДНК, электрофоретическим тестированием на 1 % агарозном геле. Выделенная ДНК очищена с использованием коммерческих китов компании Qiagene (Хильден, Германия) и доведена до рабочей концентрации.
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Рисунок 6 – Агарозный гель-электрофорез образцов ДНК, выделенных из коллекции яровой мягкой пшеницы (фрагмент)
Концентрацию и качество тотальной ДНК определяли спектрофотометрически на спектрофотометре BioRad (США). О качестве выделенной ДНК судили по отношению величин оптической плотности OD260/OD280.
Выделенная и очищенная ДНК, доведенная до рабочей концентрации, будет использована для дальнейших работ, связанных с идентификацией ЛКП, с использованием ДНК-маркеров, ассоциированных с продуктивностью и качеством зерна, и устойчивостью к болезням мягкой пшеницы.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В результате выполнения научных исследований 2020 года, коллекция САК, состоящая из 300 рекомбинантно-инбредных линий, и 183 сортов и линий мягкой пшеницы из Казахстана были изучены в условиях Северного и Юго-Восточного Казахстана. Было определено, что средняя урожайность в образцах коллекции ИББР и популяции САК превосходили среднюю урожайность образцов коллекции НПЦЗХ. Так, средний показатель WKP (масса зерна с растения, г) у образцов НПЦЗХ был 1,55.05 ± 0,05 г, тогда как у коллекции ИББР этот показатель составил 2,02 ± 0,08 г, а в коллекции САК – 1,1 ± 0,03 г. Таким образом, очевидно, что образцы коллекции ИББР и популяции САК имеют высокий потенциал для их вовлечения в селекционные схемы Северного Казахстана. 
Корреляционный анализ образцов САК по компонентам урожайности позволил определить, что WKP положительно коррелировал с признаками NKS и NPS, и отрицательно с PH, PL и длиной вегетационного периода. Полевые исследования в Алматинской области позволили установить, что образцы САК по WKP вдвое превзошли по урожайности коллекцию сортов и линий яровой мягкой пшеницы ИББР. Полученные фенологические данные были использованы для первичного анализа ассоциаций между SNP-маркерами и изученными 10 признаками урожайности мягкой пшеницы. В результате ПГАА по результатам полевых исследований в двух регионах Казахстана, было идентифицировано 80 ЛКП для 10 изученных признаков. По результатам изучения коллекции мягкой пшеницы в условиях Акмолинской области, идентифицированы 36 ЛКП по признакам, связанным с компонентами урожайности – длина колоса, количество зерен на колос, количество продуктивных колосьев, вес зерна с колоса и вес зерна с растения.
 Для выполнения задач по созданию функциональных ДНК-маркеров на основе ПЦР для идентифицированных ЛКП, связанных с компонентами урожайности, показателями качества зерна, и устойчивостью к ржавчинным болезням, были выделены ДНК-образцы коллекции яровой мягкой пшеницы. 
Таким образом, все поставленные задачи календарного плана на 2020 год были выполнены в полном объеме.
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Приложение А

Научно-организационная деятельность в 2020 году
1.  Кадровый состав: 
доктор биологических наук, профессор – 1; кандидат биологических наук, профессор – 1; PhD – 1; PhD-докторант – 1, магистры – 2.

Молодых сотрудников до 35 лет – 4 (1 PhD, 1 PhD-докторант, 2 магистра). 
2. Финансирование:

2020 год – 19 000 000 тенге. 

4. Международное сотрудничество, гранты
Джонн Иннес Центр, Англия, Университет префектуры Окаяма, Курашики, Япония; Всероссийский Институт растениеводства им. Н.И. Вавилова. 

5. Подготовка кадров
а) защита диссертаций, руководство PhD, магистерскими диссертациями (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:
Амалова А.Ы., КазНУ им. аль-Фараби, PhD-докторантура, «биология».
– Магистратура:
Сәдуақасова Ғ.Д., КазНУ им. аль-Фараби, магистратура, «IT-генетика» (2020 г.). 

Байбоз Д.Р., КазНУ им. аль-Фараби, магистратура, «IT-генетика» (2020 г.).
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	Авторы патента: 

David Habier 
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 20.12.2014.


	
	USA 

US 2014/002.0128A1

16.01.2014
	USA
	Авторы патента:

Bill Laskar; Stanley Luck; Ajay Sandhu; Petra Wolters
	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
	Авторы патента: Venkata Krishna Kishore; Zhigang Guo; Min Li; Daolong Wang; Libardo Andres Gutierrez Rojas; Joseph Dallas Clarke; Joseph Byrum
	Method for selecting statistically validated candidate genes
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2009-02-06

публикация патента:

12.08.2010
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G06F 19/00 (2006.01) C12N 15/82 (2006.01)

21.10.2010
	USA 
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Guo Zhigang; Kishore Venkata Krishna; Kadaru Suresh Babu; Min; Lee; Gene
	Network population mapping
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	China
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Zhao Chumhua, Cui Fa, Zhang Mengna, Sun Nan, Wu Youngzhen, Liu Mengmeng, Xiang Mingjie
	Molecular marker closely linked with main QTL (quantitative trait loci) for wheat flag leaf width and application of molecular marker
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2019-06-21

	
	CN109913573 (A)

C12N15/11; C12Q1/6895
	China
	Авторы патента:

Cui Fa, Zhang Mengna, Zhao Chunhua, Sun Han, Wu Yongzhen, Zhang Qianqian, Liu Xijian
	Closely linked molecular marker of wheat spike grain number main effect QTL and application of closely linked molecular marker  
	подача заявки:

2019-06-21
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	Effects of removal of some photosynthetic structures on some yield components in wheat. –Vol.11 (4). – P. 364-367.
	Bi̇rsi̇n, M. A.
	2005. Tarim Bilimleri Dergisi.

	
	Markers associated with a QTL for grain yield in wheat under drought. – Vol. 20. – Issue. 4. – P. 401-413
	F. M. Kirigwi, M. Van Ginkel,  G Brown-Guedira, B. S. GillG, M. Paulsen , A. K. Fritz
	2007. Molecular Breeding. 

	
	Inheritance of yield and yield components in a bread wheat (Triticum aestivum L.) cross– Vol.15 (2). – P. 137-140.
	Erkul, A., Aydin, U. N. A. Y., & Konak, C. 
	2010. Turkish Journal of Field Crops. 

	
	Effect of drought on chlorophyll content and antioxidant enzyme activities in leaves of three wheat cultivars varying in productivity. – Vol. 57. – Issue 1 –P. 87-95.  
	M. K. Nikolaeva, S. N. Maevskaya, A. G. Shugaev, N. G. Bukhov.


	2010. Russian Journal of Plant Physiology. 

	
	An introduction to association mapping in plants. – Vol. 5. – P.1-9.
	Stich, B., & Melchinger, A. E. 
	2010. CAB Rev. 

	
	Mapping QTL for grain yield, yield components, and spike features in a doubled haploid population of bread wheat. – Vol. 54(6). – P. 517-527.
	Heidari, B., Sayed-Tabatabaei, B. E., Saeidi, G., Kearsey, M., & Suenaga, K. 
	2011. Genome. 
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	2012. Nigerian Journal of Basic and Applied Sciences. 
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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 сельскохозяйственная 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, Китай,  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 мягкой пшеницы, устойчивости к болезням 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 B
Перечень использованных зарубежных информационных ресурсов

Евразийская патентная организация (www.eapo.org), 

Роспатент (www.fips.ru), 

Freepatent (www.freepatent.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 Центральной научной сельско-хозяйственной библиотеки (ЦНСХБ) (www.cnshb.ru), 

Европатент (www.patika.ru)

Europaen Patent Office (www.epo.org), 

Espacenet (www.worldwide.espacenet.com), 

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
Календарный план
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