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С помощью молекулярных маркеров и геномной in situ гибридизации были 
изучены первичные тритикале, межамфиплоидный гибрид (МАГ) и перспек
тивные линии тритикале селекции НИИСХ Юго-Востока. Было показано, что 
четыре генотипа (первичные амфидиплоиды АД-1, АД-3, и две перспективные 
линии 491-07 и 497-07) обладают стандартной геномной конституцией гекса- 
плоидных тритикале. Предполагаемый октаплоид АД-4 оказался пшеничным 
гексаплоидом с интрогрессией хроматина ржи в субтеломеру одной пары хро
мосом. Межамфиплоидный гибрид ОГ представляет собой совокупность линий 
различной геномной конституции, однако большинство растений несут 1D/1R 
замещение, что открывает широкие перспективы его использования в селекции 
на улучшение качества зерна тритикале.
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В решении проблем производства 
зерна особую роль может играть вне
дрение в производство новых видов 
зерновых культур. Последние должны 
быть более конкурентоспособными по 
сравнению с существующими видами, 
иметь высокую питательную ценность 
зерна и сочетать высокий потенциал 
продуктивности с устойчивостью к 
биотическим и абиотическим стрессам. 
Особый интерес в этом плане может 
играть тритикале — межродовой ам- 
фидиплоид, сочетающий хозяйственно 
ценные признаки двух видов: пшеницы 
и ржи. Эта культура уже завоевала по
пулярность во многих регионах мира.

Основное использование культуры 
тритикале — зернокормовое. Одно
временно эта культура признана и 
как продовольственная. Однако при

менение тритикале в чистом виде для 
целей хлебопечения ограничено из-за 
низкого содержания клейковины и 
ее плохого качества. В связи с этим 
проводятся интенсивные разработки 
технологии получения хлебобулочных 
изделий на основе тритикалевой муки, 
которая обладает высокой пищевой и 
биологической ценностью. Хлеб высо
кого качества из гексаплоидных три
тикале можно приготовить из смеси 
муки тритикале (70%) и сильной пше
ницы (30%) или же это соотношение 
составляет 1:1 [2,4].

Генетическое улучшение сортов 
тритикале по хлебопекарным каче
ствам предполагает две возможности. 
Первая из них — наиболее доступная 
для практической селекции — это по
лучение замещений 1D/1R, которые



можно осуществить при межамфипло- 
идных скрещиваниях или при скре
щивании гексаплоидных тритикале с 
мягкой пшеницей. При этом с хромосо
мой 1D привносятся локусы запасных 
белков GU-1 и Glu-1, а элиминация це
лой хромосомы 1R с локусами Sec-1 на 
ее коротком плече и Sec-З на длинном 
обеспечивает улучшение хлебопекар
ных качеств [15].

Второй — более сложный путь — 
включает цитогенетическую инже
нерию хромосомы 1R с получением 
точковых транслокаций в нужных 
местах [12]. Наряду с привнесенными 
локусами GU-1 и Glu-1 сохраняются 
участки хромосомы 1R, положитель
но влияющие на мощность развития 
корневой системы и другие адаптивные 
признаки.

Для создания экологически приспо
собленных сортов тритикале в реком
бинационной селекции первостепенное 
значение имеет использование генети
чески разнообразного исходного ма
териала и в первую очередь местного 
генофонда пшеницы и ржи новейшей 
селекции. В русле данной селекционной 
программы в НИИСХ Юго-Востока 
были получены первичные тритика
ле, межамфиплоидный гибрид и пер
спективные линии тритикале: 491-07и 
497-07.

Проведение селекционно-генети- 
ческой работы с любой культурой 
требует сопровождения цитогенетиче
скими исследованиями. В случае три
тикале такие исследования еще более 
актуальны в виду ее аллополиплоидной 
природы. Кроме того, для тритикале 
показано широкое использование хро
мосомных замещений и транслокаций 
с уменьшением доли генетического 
материала ржи, что позволяет решать 
многие проблемы, характерные для 
тритикале [6, 19]. Важным этапом в 
селекционной работе с формами три
тикале является выявление и четкая 
идентификация возможных замеще
ний или транслокаций с определением 
вовлеченных хромосом.

Цель данной работы — молекулярно
цитогенетическая характеристика форм 
тритикале, созданных в НИИСХ Юго- 
Востока и находящихся на различных 
этапах селекционного процесса.

Материалы и методы

Растительный материал. Семена 
первичных тритикале АД-1, АД-3, 
АД-4, межамфиплоидного гибрида 
(МАГ) и перспективных линий трити
кале 491-07 и 497-07 были предостав
лены для анализа ГНУ НИИСХ Юго- 
Востока. Первичные тритикале АД-1 и 
АД-3, полученны путем гибридизации 
твердой пшеницы и сорта ржи Сара
товская 6, отличающегося засухо- и 
морозостойкостью, высокой урожай
ностью и устойчивостью к мучнистой 
росе. Для получения предположитель
но октоплоидного тритикале АД-4 
материнской формой служила линия 
озимой мягкой пшеницы селекции 
НИИСХ Юго-Востока (Л.15/Белоцер- 
ковская 51)/(Л.15/Мироновская 25). В 
качестве опылителя служила диплоид
ная рожь Саратовская 6. Межамфипло
идный гибрид создан от скрещивания 
первичных тритикале разного уровня 
плоидности. Первичные гексаплоидные 
тритикале получены от скрещивания 
сортообразца озимой твердой пшени
цы селекции Краснодарского НИИСХ 
Леукурум 1701 h389 с диплоидной ро
жью Саратовская 6 селекции НИИСХ 
Юго-Востока. Линии 491-07 и 497-7, 
находящиеся на заключительном этапе 
селекционного процесса, отличаются 
скороспелостью, засухоустойчивостью 
и высокой массой 1000 зерен.

Выделение ДНК. ДНК выделяли 
из молодых листьев и корешков по 
методу Bernatzky и Tanksley (1986) с 
некоторыми модификациями. Размер 
выделенной ДНК и степень загрязнен
ности РНК оценивали методом элек
трофореза в 1,5% агарозном геле [1]. 
Анализ наличия хромосом генома D у 
образцов выполняли по описанной ра
нее методике [1] с помощью следующих 
SSR-маркеров: Xbarcl49, Xbarc271,
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X w m c l l l ,  X g w m 3 4 9 ,  Х b а г с б ,  
X b a r c 2 7 0 ,  X w m c 2 8 5 ,  X b a r c l l 8 3 ,  
X w m c 2 3 3 ,  X b a r c l l O ,  X b a r c l 9 6 ,  
ХЬагсЮЗО, Xwmc432 [20], STS-мар- 
KepoBSecl, Sec2[ll], рожь-специфич- 
ного маркера [9], STS-маркера на 
аллельное состояние локуса Glu-Dl [7].

Все праймеры синтезированы в ЗАО 
«Синтол» (Москва).

Продукты ПЦР разделяли в 2%-м 
агарозном геле с буфером ТВЕ при на
пряженности поля 6 V/см. В качестве 
маркера размеров использовали «100 
bp leader» (Fermentas). После окраши
вания бромистым этидием продукты 
ПЦР визуализировали с помощью 
трансиллюминатора и документирова
ли цифровой камерой «NIKON».

Геномная in situ гибридизация. Ге
номную in situ гибридизацию осущест
вляли по стандартной методике [8] 
с некоторыми модификациями. Хро
мосомы контрокрашивали пропидий- 
йодидом 1 мг/мл. Для визуализации 
сигнала использовали флуоресцентньй 
микроскоп AxioZeiss Imager Ml с по
мощью специального набора фильтров 
(FITC). Результат документировали 
на фотокамеру AxioCam Mrm Zeiss

с последующим контрастированием 
изображения в программе Axiovision 
software.

Результаты и их обсуждение

Молекулярное маркирование. Пер
вым этапом исследования был скрининг 
линий на наличие в их геноме хромосом 
D-генома и хромосом ржи. Результаты 
использования молекулярных марке
ров представлены в таблице.

В нашей работе были использованы 
микросателлитные маркеры хромосом 
генома D, по одному маркеру на ко
роткое и длинное плечо соответственно. 
По наличию амплификации маркеров 
делали вывод о присутствии в геноме 
соответствующей хромосомы. В ре
зультате нами было показано наличие 
всех хромосом генома D у формы АД 4. 
Большинство образцов МАГ имели 
в своем геноме хромосому 1D. Однако 
следует отметить, что встречались 
отдельные растения, у которых отсут
ствовала амплификация всех микро- 
сателлитных маркеров, свойственных 
геному D. В линиях тритикале АД-1, 
АД-3, 491 и 497 хромосомы генома D 
обнаружены не были.

Результаты амплификации молекулярных маркеров
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Для выявления хроматина генома 
ржи мы использовали рожь-специ- 
фичный ДНК-маркер (RYE) [9]. С по
мощью этого маркера можно иден
тифицировать даже небольшие ин- 
трогрессии хроматина ржи [16]. Как 
видно из таблицы, во всех изучаемых 
формах присутствовал генетический 
материал ржи.

В нашей работе также использова
лись молекулярные маркеры на запас
ные белки пшеницы и ржи, оказываю
щие наиболее существенное влияние 
на хлебопекарные качества. Кодоми- 
нантный маркер на локус Glu-Dl по
зволяющий альтернативно определить 
наличие субъединиц высокомолеку
лярных глютенинов «5+10» или «2+12» 
[7]. Одновременно данный маркер 
может быть использован для допол
нительного подтверждения наличия 
хромосомы 1D. В результате скринин
га форм нами было выявлено, что у 
АД-4 присутствуют гены, кодирующие 
субъединицы высокомолекулярных 
глютенинов «5+10». У образцов МАГ 
также отмечалось присутствие субъе
диниц «5+10». Однако, как и по микро- 
сателлитным маркерам, у этой фор
мы наблюдалось расщепление по на
личию / отсутствию амплификации.

На секалины мы использовали мо
лекулярные STS маркеры Seel и Sec2, 
амплификация которых свидетель
ствует о наличии в геноме хромосом 
Ши 2R соответственно [11]. В резуль
тате было выявлено, что у гибрида 
ОГ отсутствует локус secalinl, кроме 
нескольких отдельных растений, а у 
формы АД-4 — оба локуса secalin 1 и 
secalin 2. Во всех остальных образцах 
оба локуса присутствовали (таблица).

Геномная in situ гибридизация. 
Среди проанализированных методом 
геномной in situ гибридизации геноти
пов МАГ были выявлены следующие 
варианты хромосомной конституции: 
28П+14Р, 30П+12Р, 30П+14Р, 36П+6Р 
(где П — число хромосом пшеничных 
геномов, Р — число хромосом ржаного 
генома) (рис. 1).
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Рис. 1. Геномная in situ гибридизация 
отдельных растений гибрида ОхГ 

со следующим геномным составом: 
а — 28П+14Р, б —30П+12Р, 

в —30П+14Р, г —36П+6Р 
(П - хромосомы пшеницы, Р-хромосомы 

ржи. Генетический материал ржи имеет жел
тый цвет, пшеницы — красный.)

Первичные тритикале АД-1, АД-3 и 
перспективные линии 491-07 и 497-07 
обладают геномной к о н с т и т у ц и е й  
28П+14Р (рис. 2). В линии АД-3 встре
чались единичные растения с набором 
хромосом 27П+13Р, в линии 491 — с 
набором 27П+13Р и 28П+15Р.

Предполагаемый октаплоидный ам- 
фидиплоид АД-4 имел в своем геноти
пе 42 пшеничные хромосомы, при этом 
одна пара хромосом в субтеломерном 
участке показала гибридизацию с мет
кой на рожь (рис. 3).

Форма ОГ. МАГ представляет собой 
совокупность нескольких линий, что 
следует из полиморфизма амплифика
ции маркера на хромосому 1D, а также 
многообразия геномных вариантов, 
полученных в ходе геномной in situ 
гибридизации. Наличие выявленных 
замещений и дополнений объясняет
ся несбалансированностью D-генома, 
возникающей при создании вторичных 
тритикале путем скрещивания окта- и 
гексаплоидных форм [3, 5]. Отсутствие 
амплификации маркера Sec-1 на хро
мосому Ши наличие амплификации
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Рис. 2. Геномная in situ гибридизация линий 
тритикале: а — АД-1, б — АД-3, в — 497, 

г — 491 (генетический материал ржи имеет 
желтый цвет, пшеницы — красный)

Рис. 3. Геномная in situ гибридизация линии 
тритикале АД-4 (генетический материал ржи 

имеет желтый цвет, пшеницы — красный)

маркеров, локализованных на 1D, в 
совокупности с результатами геномной 
in situ гибридизации, свидетельст
вует о наличии в анализируемых образ
цах линий с гомеологичным заме
щением 1D(1R). В случае образца с 
формулой (30П+14Р), вероятно, име

ло место дополнение, что привело 
к образованию этой 44-хромосомной 
дисомно-дополненной линии. В на
стоящей работе в качестве маркеров 
на хромосому 1D кроме микросател- 
литных был использован STS-маркер 
на аллельное состояние гена Glu-1. 
В результате было установлено, что 
растения МАГ несут в своём геноме 
аллель «5+10», который отвечает за 
синтез высокомолекулярных глюте- 
нинов, обеспечивающих высокие хле
бопекарные качества тритикале [13]. 
Было продемонстрировано отсутствие 
амплификации маркера на белок се- 
калин-1 (Sec-1), негативно влияющий 
на хлебопекарные качества [10]. Сле
довательно, из формы ОГ возможно 
вести отбор линий с наличием Ши 
отсутствием lR-хромосомы с исполь
зованием молекулярных маркеров.

Таким образом, изучаемый МАГ 
представляет собой агрономически 
ценный селекционный материал, со
держащий хромосомные перестройки, 
обуславливающие улучшение хлебопе
карных качеств. Вместе с тем данный 
образец является совокупностью ли
ний, геномная конституция которых 
различна. Для получения однородного 
материала рекомендуется проведение 
отбора, основанного на молекулярных 
и цитогенетических маркерах с после
дующей оценкой отобранных линий на 
хлебопекарные качества.

Перспективные линии 4 9 - 0 7 1 ,  
497-07 и первичные тритикале АД-1 и 
АД-3. С помощью молекулярных мар
керов и геномной in situ в генотипах 
линий 491-07, 497-07 и первичных три
тикале АД-1 и АД-3 не было выявлено 
каких-либо хромосомных перестроек. 
Следовательно, они относятся к гек- 
саплоидным тритикале со стандартной 
хромосомной конституцией, и их улуч
шенные свойства обусловлены удачно 
подобранной комбинацией пшенич
ных и ржаных генов. Наличие форм 
с нестандартным числом хромосом 
в линии 491-07 и пшенично-ржаном 
амфидиплоиде АД-3 не является для
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тритикале редким явлением [18]. Кроме 
того, стоит отметить, что, несмотря 
на наличие 40- и 43-хромосомных 
растений, подавляющее большинство 
проанализированных образцов имело 
42 хромосомы.

Линия АД-4. Результаты цитогене
тического анализа позволяют отнести 
АД-4 к мягким пшеницам ( 2 п = 4 2 ) ,  
при этом пара хромосом её в субте- 
ломерном регионе несёт интрогрессию 
генетического материала ржи (см. рис. 
3). Это и обуславливает амплифи
кацию рожь-специфичного маркера 
(RYE). При этом данная интрогрессия 
вероятнее всего уже присутствовала 
у родительской пшеничной формы, 
однако это требует дополнительных 
исследований. В геноме некоторых со
ртов пшеницы могут быть небольшие 
интрогрессии ржаного хроматина, 
даже у сортов, в родословных кото
рых не было ржи [16]. Кроме того, на 
примере линии АД-4 можно видеть, 
что наличие амплификации рожь- 
специфичного маркера и маркеров на

D-геном совсем не обязательно может 
свидетельствовать о том, что данная 
форма является октаплоидной трити
кале. То есть использование только 
молекулярных маркеров без цитоге
нетических оценок может привести к 
получению ложных результатов.

Выводы

1. С помощью молекулярных марке
ров и геномной in situ гибридизации по
казано, что первичные амфидиплоиды 
АД-1, АД-3 и две перспективные линии 
491-07 и 497-07 обладают стандартной 
геномной конституцией гексаплоидных 
тритикале.

2. Предполагаемый октаплоид АД-4 
оказался пшеничным гексаплоидом с 
интрогрессией хроматина ржи в субте- 
ломеру одной пары хромосом.

3. Межамфиплоидный гибрид ОГ 
представляет собой совокупность линий 
различной геномной конституции, одна
ко большинство растений несут 1D/1R 
замещение, что открывает перспективы 
его использования в селекции на улуч
шение качества зерна тритикале.
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SUMMARY
The primary triticale lines, interamphiploid hybrid and perspective triticale lines 

have been studied by the microsatellite markers and genomic in situ hybridization The 
f o u r  genotypes (the primary amphiploids AD-1 and AD-3 and the two perspective 
lines 491-07 and 497-07) have been shown to possess the standard genomic constitution 
of hexaploid triticale. The expected octaploid AD-4 has turned out to be the wheat 
hexaploid with the rye chromatin introgression into the subtelomere of a chromosome 
pair. The interamphipliod hybrid has been found to be the aggregation of the lines 
with the different genomic constitution However, most of the plants of the given 
sample carries 1D/1R substitution which provides the opportunity to involve it in the 
breeding for triticale grain quality improvement.

Key words: triticale, cytogenetics, genomic in situ hybridization, DNA markers.
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