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характеризующихся высокой устойчивостью к ржавчине и мучнистой росе, скороспелостью, 
повышенным содержанием белка в зерне. 
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Технология трансформации растений стала незаменимым инструментом для изучения 
функций генов и для создания сортов культурных растений. Достоинства этой технологии 
были опробованы на клевере красном – ценном фуражном растении, в ходе работ по 
экспрессии гена GUS [1] и по ингибированию собственного гена красного клевера - 
полифенол оксидазы в результате посттранскрипционного сайленсинга [2]. Эти результаты 
показывают, что получение трансгенного красного клевера является перспективной 
технологией при создании улучшенных сортов этой культуры. В наших экспериментах в 
качестве модельного растения использовали клевер красный сорта Витебчанин (НПЦ по 
земледелию НАНБ). Сорт Витебчанин диплоидный (2n=14), среднеспелый, со средней 
устойчивостью к болезням, внесенный в Госреестр в 1995 году. Конструкция Т-ДНК, 
содержит гены npt II устойчивости к канамицину и CelE, кодирующий β-1,4-глюканазу 
(целлюлазу) [3]. Агробактериальную in planta трансформацию проводили на 7-ми дневных 
проростках клевера по методу, описанному для гречихи [4]. После инокуляции проростки 
выдерживали 48 часов во влажных условиях фитотрона (24 оС, естественном фотопериоде с 
подсветкой 5000 лк в течение 9 часов), после чего растения пикировали в контейнеры с 
искусственной почвой Биона (производства ИФОХ НАНБ) и выращивали до кущения при 
тех же условиях. 

В таблице отражено количество полученных регенерантов клевера красного при 
in planta агробактериальной трансформации (июнь-август 2008 г.). Достоверных различий 
эффективностей получения регенерантов при контрольной (без инокуляции суспензией 
бактерий) и опытной (с инокуляцией раневой поверхности меристемы) обработками 
растений выявлено не было. 
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Таблица 
Получение регенерантов клевера красного через три недели после in planta  

агробактериальной трансформации, шт 

Варианты опыта Контроль CelE 

Обработано проростков*, шт 64 117 

Получено регенерантов*, шт 40 91 

Получено регенерантов, % от количества 
обработанных растений 61,8±3,56 80,5±17,49 

*- в ходе выполнения трех экспериментов. 

По внешнему виду проростки в контроле и в опыте не различались в ходе наблюдения в 
течение полутора месяцев. На рисунке показаны результаты опыта по влиянию 
селективного фактора (канамицин) на состояние листовой поверхности регенерантов 
клевера в эксперименте. Примененные концентрации канамицина составляли 50 мкг/мл, 100 
мкг/мл и 10 000 мкг/мл. В эксперименте использовали листовые пластинки на 10-ти побегах 
контрольных растений. На вторые сутки после нанесения на листовую поверхность (на 
участок с удаленным эпидермисом размером 1×2 мм) капли водного раствора канамицина 
наблюдали увядание участков ткани в радиусе 2-4 мм вокруг места нанесения всех 
концентраций раствора канамицина у контрольных растений. На листьях 10 побегов 
опытных растений наблюдали различные типы реакции. Отрицательной реакцией было 
принято считать отсутствие увядания тканей вокруг места нанесения раствора канамицина 
на 2-3 сутки. Количество побегов опытных растений, листья которых давали 
положительную реакцию на канамицин, увеличивалось с увеличением его концентрации. 

 
Рис.  Реакция листовой ткани опытных (CelE) и контрольных растений клевера красного сорта Витебчанин 
на действие различных концентраций канамицина (мкг/мл), выраженная в процентах количества 
прореагировавших побегов от общего количества испытанных побегов (на каждом побеге канамицин 
наносился на одну из трех листовых поверхностей молодого, развернувшегося листа). «+» - увядание на 2-е 
сутки, «-» - отсутствие увядания. 

Анализ геномной ДНК (выделена с использованием реактивов «ДНК-сорб-С» ФГУН 
ЦНИИЭ Роспотребнадзора, Кат.№ К1-6-50) из побегов опытных растений клевера с 
помощью ПЦР с использованием праймеров к участку 35S промотора Т-ДНК (L-4: ACA 
ATC CCA CTA TCC TTC GC и L-5: GTC ACG ACG TTG TAA AAC GA), последующий 
электрофорез в 1% агарозном геле с добавлением бромистого этидия и визуализация 
продуктов в UV-свете показали наличие Т-ДНК у 7-ми из 22-х проанализированных 
опытных побегов. 
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В результате in planta агробактериальной трансформации с использованием плазмиды 
p35SCelE получены регенеранты клевера красного диплоидного сорта Витебчанин. 
Регенеранты адаптированы к условиям культивирования in vivo. Выявлены побеги с 
различной восприимчивостью к действию селективного агента – канамицина и несущие 
использованную Т-ДНК в составе геномной ДНК части побегов. 
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В Беларуси уже имеются как отечественные, так и зарубежные сорта, которые при 

отсутствии полегания и при соответствующей агротехнике могут обеспечить урожайность 
более 50 ц/га. Однако наряду с высокой урожайностью к современным сортам озимой ржи 
предъявляется ряд других требований, в том числе и по качеству зерна. 

Важнейшими показателями качества озимой ржи в настоящее время являются 
устойчивость к прорастанию на корню и повышенное содержание белка, от которых зависят 
хлебопекарные и пищевые (кормовые) достоинства зерна. 

Отрицательная взаимосвязь между уровнем урожая и содержанием белка общеизвестна. 
Вместе с тем встречаются публикации, что содержание сырого протеина в зерне озимой ржи 
в малой степени связано с другими важными селекционными признаками. В связи с чем 
возможно вести  одновременную селекцию на повышенное содержания сырого белка и 
другие признаки. Очевидно, что результативность селекционной работы в этом направлении 
во многом зависит от исходного материала, применяемых методов селекции, полученным 
ранее данным по закономерностям наследования. 

В связи с этим в наших исследованиях по созданию нового исходного материала в 
селекции озимой ржи на качество мы уделяли большое внимание на содержание белка в 
зерне.  

В качестве гипотезы предполагалось, что жесткий повторный индивидуальный отбор в 
гибридной популяции, проводимый: на элементы качества (соответствующие модели 
идеального сорта для Беларуси) и на устойчивость к прорастанию, сопровождаемый с 
отбором только средне и высокобелковых фенотипов позволит за ряд лет сформировать 
новый исходный материал, сочетающий как высокую продуктивность, так и повышенное 
содержание белка в зерне.  

Исследования проводились в РУП «Научно-практический центр НАН Беларуси по 
земледелию». 

Схема процесса создания нового исходного материала озимой ржи включала: 
1. Отбор из 3 гибридных популяций (F3- F4) высокопродуктивных  растений с 

высокими хлебопекарными качествами. В результате было выделено 127 элитных растений 
с числом  падения зерна 126-323 с. (2005 год); 


