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Работа выполнена на материале селекционной станции имени П.И. Лиси
цына РГАУ имени К.А. Тимирязева. С помощью ПЦР проанализировано наличие 
R/D-замещений и транслокаций у образцов коллекционного питомника озимой трити
кале. Сортообразцы Александр, Валентин, Ставропольский 2, Фиделио и КП-08-№2 
обладают нормальным хромосомным набором гексаплоидной тритикале. Образец 
21759/97 имеет 2R/2D хромосомное замещение. Показана связь между наличием данного 
замещения и устойчивостью к предуборочному прорастанию зерна в колосе.
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Тритикале — новый род культурных растений семейства злаковых (Роасеае 
Barnhart), созданный человеком путем гибридизации пшеницы с рожью, и пред
ставляющий собой совокупность аллополиплоидов различного геномного состава. 
В настоящее время наибольшее распространение в сельском хозяйстве получила гек- 
саплоидная тритикале (2п=42) с геномной формулой AABBRR [8], которую выращи
вают для получения зерна и зеленого корма.

Зерно тритикале, обладающее высокой активностью амилаз и меньшим содер
жанием пентозанов по сравнению с зерном ржи, может быть использовано для про
изводства этилового спирта без добавления ферментативных препаратов [15]. Низ
кое качество клейковины и высокая активность гидролитических ферментов делают 
муку тритикале мало пригодной для хлебопечения. Для производства хлеба в нее, 
как правило, приходится добавлять от 10 до 50% муки сильной пшеницы [9].

Частой причиной снижения урожайности и качества зерна тритикале является 
его прорастание в колосе, вызываемое атмосферными осадками в предуборочный 
период [6, 22, 23]. Основной способ решения данной проблемы — создание устой
чивых к прорастанию на корню сортов [1, 6]. Существуют три основных подхода в 
селекции на устойчивость к прорастанию в колосе. Главным из них считается уве
личение периода физиологического покоя семян после созревания [1, 22]. Второй 
путь — отбор растений с особой морфологией колоса, не позволяющей воде задер
живаться на нем и проникать к зерну — грубый восковой налет, отсутствие опуше
ния, рыхлость колоса, безостость и т.д. [14]. Третий путь — борьба с последствиями
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явного и «скрытого» прорастания — отбор на пониженную активность амилаз зерна 
[1, 17]. Существуют и другие пути селекции на это свойство.

Известно, что улучшение гексаплоидной тритикале по многим хозяйственно 
значимым признакам и свойствам может быть осуществлено за счет привнесения 
в ее геном фрагментов генома D мягкой пшеницы путем хромосомных замещений 
либо транслокаций [3, 4]. Было показано, что наиболее сильное и положительное 
влияние на устойчивость к прорастанию на корню оказывают 3R/3D и 2R/2D хромо
сомные замещения [22].

Первые существенные шаги по улучшению тритикале связаны именно с 
2R/2D-замещением. Старые формы и сорта тритикале, несмотря на то что давали 
большую биомассу, были чрезвычайно позднеспелыми, высокорослыми, чувстви
тельными к длине дня и имели сильно морщинистое, щуплое зерно. Привнесение 
генов фотопериодической нейтральности и короткостебельности (Rht8) вместе с 
2Б-хромосомой позволило исправить некоторые из этих недостатков [23]. Вот поче
му получение, выявление и использование в селекции R/D-замещенных линий весь
ма актуально.

Целью нашей работы было выявление форм тритикале с R/D-замещениями и 
изучение признаков и свойств, связанных с данными замещениями.

Материал и методика

Нами было проанализировано шесть образцов тритикале: из коллекционного 
питомника — сорта Фиделио, Ставропольский 2 и образец 21759/97; собственной 
селекции — сортообразцы Валентин, Александр и КП-08-№2. Весь изучаемый 
материал выращивали на полях Селекционной станции имени П.И. Лисицына в 
2008-2009 гг. Площадь делянки 1 м2, повторность 3-кратная.

Характеристика образцов тритикале по устойчивости к прорастанию зерна 
в колосе давалась путем подсчета доли проросших зерен во влажной камере на 
8-е сутки. Колосья после уборки просушивали в течение одной недели, связывали 
в снопики по 10 шт., намачивали путем погружения в воду на 2 мин и помещали 
в полиэтиленовые пакеты. В течение восьми дней ежедневно производили дополни
тельное увлажнение из пульверизатора. После этого колосья высушивали на откры
том воздухе, обмолачивали на молотилке и производили подсчет доли проросших 
зерен. Провокация прорастания в колосьях осуществлялась при естественных тем
пературных условиях в открытом помещении, в тени. С каждой делянки было взято 
по 10 колосьев.

Уровень покоя семян определяли путем вычисления взвешенного индекса 
прорастания    (ИП   ) вымолоченных    зерен  в  чашках  Петри  по  Walker-Simmons [24]
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где  л}, и2, ... п14 — число  вновь  проросших  зерен  за   первые,  вторые и  последующие
сутки; N— общее число зерен; D — общее число дней испытания; 14, 13................. 1 —
веса, данные числам проросших зерен в первый, второй и последующие дни соот
ветственно. Максимальный ИП=1,0. Для проведения данного испытания колосья 
каждого сорта убирали с поля в фазу восковой спелости зерна. Зерна вымолачивали 
из колоса вручную и немедленно укладывали в чашки Петри (d =10 см) бороздкой 
вниз на два слоя фильтровальной бумаги, смоченной 10 мл дистиллированной воды. 
Проращивание проводили при нерегулируемой температуре (22-26°С). Для опреде-



перимента до наблюдения / (дни или часы); r f  — число вновь проросших семян от 
наблюдения /-1 до наблюдения /: к  — последнее наблюдение, связанное с окончанием 
прорастания.

ДНК выделяли из молодых листьев и корешков по методу Bematzky и Tanksley 
[10] с некоторыми модификациями. Размер выделенной ДНК и степень загрязненно
сти РНК оценивали методом электрофореза в 1,5%-м агарозном геле.

Анализ наличия хромосом генома D у образцов выполняли по описанной ранее 
методике [2] с помощью следующих SSR-маркеров: Xbarcl49, Xbarc271, Xwmclll, 
Xgwm349, ХЪагсб, Xbarc270, Xwmc285, Xbarcll83, Xwmc233, XbarcllO, Xbarcl96, 
ХЬагсЮЗО, Xwmc432 [25], STS-маркеров Seel, Sec2 [16], рожьспецифичного маркера 
[13], STS-маркера на аллельное состояние локуса Glu-Dl [11].

Все праймеры синтезированы в ЗАО «Синтол» (Москва).
Продукты ПЦР разделяли в 2%-м агарозном геле с буфером ТВЕ при напря

женности поля 6 V/см. В качестве маркера размеров использовали «100 bp leader» 
(Fermentas).

Для статистической обработки данных использовали однофакторный дис
персионный анализ, критерий Стьюдента (при вычислении НСР), коэффициент 
корреляции Пирсона, коэффициент контингенции Пирсона и коэффициент ассо
циации Юла [7].

Результаты и их обсуждение

По результатам оценки образцов во влажной камере неустойчивыми к прорас
танию в колосе оказались сорта Валентин и Фиделио (таблица). Доля проросших 
зерен в колосьях других образцов тритикале не отличалась значимо от нуля.

Индекс прорастания отражает уровень покоя семян, который считается глав
ным фактором устойчивости зерна к прорастанию в колосе [20, 1]. Сопоставление 
индекса прорастания с долей проросших зерен в колосе во влажной камере не по-

Некоторые показатели устойчивости образцов тритикале 
к предуборочному прорастанию в колосе

22

ления индекса прорастания с каждой делянки было отобрано по три типичных коло
са. Зерна, вымолоченные из колосьев с одной делянки, смешивали. В чашку Петри 
помещали по 25 случайно взятых из объединенной пробы зерен. Повторность лабо
раторного опыта соответствует полевой — 3-кратная.

Среднее   время   прорастания   вычисляли   по   формуле,  приведенной  в обзоре



казало статистически значимой связи между данными показателями. Высокие ин
дексы прорастания, практически не отличающиеся друг от друга, отражают слабый 
послеуборочный покой семян сортообразцов Валентин, Фиделио, Ставропольский 2 
и КП-08-№2. Образцы Александр и 21759/97 показали средний уровень покоя семян 
(см. таблицу).

Из всего этого можно заключить, что при общем низком уровне покоя семян у 
тритикале на первый план выступают иные факторы устойчивости к прорастанию на 
корню. Так, зерно сортообразцов Ставропольский 2 и КП-08-№2 плотно заключено 
в чешуи колоса, что, по-видимому, препятствует его быстрому увлажнению и задер
живает прорастание (см. таблицу).

Между индексом прорастания и средним временем прорастания имеется функ
циональная зависимость: ВП = -14ИП + 15, где ВП— время прорастания в сутках; 
ИП — 14-дневный индекс прорастания. Данная зависимость наблюдается только 
лишь в том случае, если за период наблюдения (14 дней, исключая день закладки 
опыта) прорастут все зерна. Преимущество среднего времени прорастания состоит в 
том, что эта величина, в отличие от индекса, имеет размерность (сутки, часы и т.д.), 
что существенно упрощает статистическую обработку и интерпретацию данных. 
Если же процесс прорастания в установленный срок не завершился, то вычисление 
среднего времени становится невозможным без продления наблюдений. Однако в 
последнем случае будет иметь место корреляция между индексом прорастания, вы
численным за 14 дней, и средним временем прорастания, найденным по завершению 
прорастания. Таким образом, индекс прорастания позволяет более эффективно ис
пользовать данные, полученные за ограниченный срок наблюдения.

В результате испытания во влажной камере сорт Валентин показал больший 
процент проросших зерен, чем сорт Фиделио, несмотря на то, что первый имеет нео- 
пушенный колос с достаточно сильным восковым налетом (см. таблицу). Возможно, 
здесь проявляется действие еще одного фактора, скорее всего, ингибиторов прорас
тания, вырабатывающихся в чешуях колоса Фиделио.

Таким образом, изучаемые сортообразцы различаются по устойчивости к 
предуборочному прорастанию. Подобная устойчивость могла быть обусловлена 
R/D -замещениями.

Для поиска всех возможных R/D-замещений у исследуемых сортообразцов мы 
использовали микросателлитные маркеры хромосом генома D, по одному маркеру 
на короткое и длинное плечо соответственно. По наличию амплификации маркеров 
делали вывод о присутствии в геноме соответствующей хромосомы. Для выявле
ния наличия генетического материала ржи мы использовали рожьспецифичный 
ДНК-маркер (RYE) [12], молекулярные маркеры на запасные белки пшеницы и ржи, 
кодоминантный маркер на локус Ghi-Dl и молекулярные STS-маркеры Sec/ и Sec2 
[11, 16]. Данные маркеры также могут показывать наличие хромосом ID, 1R, 2R 
соответственно.

ПЦР-анализ с использованием вышеприведенных молекулярных маркеров 
показал отсутствие каких-либо замещений или интрогрессий генома D у образ
цов Александр, Валентин, Фиделио, Ставропольский 2 и КП-08-№2. С помощью 
SSR-маркеров было выявлено, что растения образца 21759/97 несут в своем гено
ме хромосому 2D либо ее фрагменты — это проявлялось в амплификации маркеров 
Xwmclll и Xgwm349, локусы которых расположены в коротком и длинном плече 
2Б-хромосомы соответственно.

Применение дополнительных маркеров, специфичных для хромосомы 2D 
(Xbarc228, Xbarcll43, Xgwm539, Xgwm301, Xgwml02, Xgwml57, Xbarcl68,
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Xgwm484, Xwmc 111, Xgwm261) подтвердило наличие у образца 21759/97 целой хро
мосомы 2D. Одновременно у растений этого образца отсутствовала хромосома 2R, 
судя по отсутствию амплификации STS- маркера гена Sec2. Наличие других хро
мосом D генома у растений образца 21759/97 с помощью SSR-маркеров, используя 
по одному маркеру на каждое хромосомное плечо, не было выявлено. Кроме того, 
положительные результаты при ПЦР-анализе дали маркеры Seel (на первую хро
мосому ржи) и RYE (маркер, позволяющий находить интрогрессии ржаной ДНК 
в геном пшеницы). Наличие R/D-замещения подтверждается также морфологически
ми особенностями тритикале 21759/97, характерными для мягкой пшеницы: формой 
зародыша зерна, раннеспелостью, относительной низкорослостью и способностью 
давать зерно высокого качества.

Во время проведения амплификации SSR- и STS-маркеров на 2D и 2R хро
мосомы было обнаружено, что часть растений изучаемого образца 21759/97 не 
несет замещения либо является гетерозиготной. Анализ большей по объему выбор
ки (70 вегетирующих в поле растений) с использованием молекулярных марке
ров показал, что 80% растений 21759/97 имеют 20-хромосому при отсутствии 
2R-xp0M0C0Mbi, 11% растений несут обе хромосомы и 9% растений имеют хро
мосому 2R при отсутствии 20-хромосомы. Таким образом, изучаемый нами об
разец коллекционного питомника на самом деле представляет собой популяцию. 
Большая часть растений данной популяции имеет 2R/2D замещение. Однако в ней 
присутствует существенная доля гетерозиготных и растений без 2D-хромосомы. 
Вероятнее всего, это результат перекрестного опыления с нормальными гексапло- 
идными тритикале.

Несмотря на то, что в целом образец тритикале 21759/97 характеризуется как 
достаточно устойчивый к прорастанию на корню, все же среди его семян урожая 
2009 г. были обнаружены проросшие и слегка наклюнувшиеся зерна. При выборе 
примерно одинакового числа зерен с явными признаками прорастания и без призна
ков прорастания нам удалось получить 14 проростков из наклюнувшихся в колосе зе
рен и 15 — из непроросших зерен. С помощью ПЦР-анализа нами было установлено 
наличие 2D- и 2R-xpomocom в геноме проростков.

Среди четырнадцати проростков, полученных из наклюнувшихся в колосе зе
рен, половина имела 2R-xp0M0C0My. Причем пять из них имели хромосому 2R со
вместно с 2D, т.е. они были гетерозиготами, а два — несли 2R-xp0M0C0My в чистом 
виде. Среди растений, полученных из не проросших в колосе зерен, практически все 
(14 из 15-и) были гомозиготны по 20-хромосоме, и лишь одно растение несло 2R- со
вместно с 2D-xp0M0C0M0ii.

Так как сравнение выборок по критерию %2-Пирсона в данном случае невоз
можно вследствие малой численности класса растений с 2Я-хромосомой. то мы ис
пользовали в данном случае коэффициент ассоциации Юла (О) и коэффициент кон- 
тингенции Пирсона (<р), показывающие, существует ли связь между исследуемыми 
факторами, но не отражающие ее тесноту. В связи с этим нами была принята ги
потеза следующей взаимосвязи — при наличии в геноме тритикале хромосомы 2R 
у образца 21759/97 снижается устойчивость зерна к прорастанию в колосе. Расчет 
коэффициента ассоциации Юла (0=0,87) и коэффициента контингенции Пирсона 
(<р=0,48) подтверждает существование взаимосвязи в данном случае, так как связь 
между двумя качественными признаками считается подтвержденной, если 0>0,5, 
а (р>0,3 [7]. Кроме того, следует обратить внимание на то, что количество растений 
с хромосомой 2R в общей совокупности всех растений образца 21759/97 равно при
близительно 20%, а в образцах, полученных из проросших зерен, — 50%.

24



Влияние 2R/2D-замещения на устойчивость тритикале к прорастанию на 
корню, скорее всего, является комплексным. С одной стороны, устойчивость мо
жет объясняться отсутствием 2Я-хромосомы. которая, как было показано, несет в 
себе QTL, влияющий на прорастание зерна в колосе. С другой стороны — наличие 
2Б-хромосомы обуславливает раннеспелость, которая в большинстве климатических 
условий обеспечивает более глубокий покой семян [20]. Низкорослость растений, 
обуславливаемая геном Rht8 в 2 D-хромосоме, сама по себе не должна способство
вать устойчивости к прорастанию на корню, так как колосья растений оказываются в 
более влажном и менее подвижном припочвенном слое воздуха, который не позволя
ет им быстро просохнуть после дождя. В то же время ген короткостебельности может 
в результате плейотропного действия дать устойчивость к прорастанию в колосе за 
счет снижения чувствительности клеток алейронового слоя и зародыша зерна к ги- 
береллинам [17].

Выводы

1. Сортообразцы Валентин и Фиделио имеют пониженную устойчивость к прораста
нию зерна в колосе. Александр, 21759/97, Ставропольский 2 и КП-08-№2 отличаются повы
шенной устойчивостью к прорастанию зерна, причём у первых двух это обусловлено более 
глубоким покоем семян.

2. В результате проведенных нами исследований выявлено, что образец тритикале 
21759/97 является популяцией по 2Р1/20-,!амсщснию.

3. Наличие 2R/2D-замещения приводит к повышению устойчивости к прорастанию на 
корню и усилению признаков, характерных для мягкой пшеницы.

4. С помощью используемых нами молекулярных маркеров не выявлено наличие 
каких-либо замещений или интрогрессий генома D у сортообразцов Александр, Валентин, 
Фиделио, Ставропольский 2 и КП-08-№2.

Работа выполнена при финансовой поддержке Министерства науки и образования РФ, ГК 
02.740.11.0286.
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SUMMARY

The research is done using materials of plant breeding station named after Lisitsin (Timiry azev 
Academy).Presence of both R/D substitutions and translocations in winter triticale nursery samples 
have been analyzed by means of PCR method. Alexander, Valentine, Stavropolskiy 2, Fidelio and 
KP-08-№2 varieties are found to have normal number of chromosomes of hexaploid triticales. 
21759/97 is found to have 2R2D chromosome substitution. Connection between this substitution 
and resistance to pre-harvest sprouting has been determined.

Key words: winter triticale, chromosomal substitution PCR, germination on root.
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