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Проведено изучение молекулярно-генетической гетерогенности 20 образцов яровой тритикале. 
Использованные ISSR- и RAPD-маркеры выявили высокий уровень полиморфизма (в среднем 80,2 
и 89,9 % соответственно), что дало возможность сгруппировать изученные образцы тритикале по 
степени генетического родства и подобрать генетически дивергентные родительские пары для скре-
щиваний с целью получения гибридов с эффектом гетерозиса.
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Введение

Тритикале является самой молодой зерновой 
культурой и первым злаком, синтезированным 
человеком. Сочетая свойства пшеницы и ржи, 
данная культура может давать высокие урожаи в 
районах с неблагоприятными почвенно-клима-
тическими условиями (засушливые районы, су-
ровые условия в зимний период, неплодородные 
почвы), а по устойчивости к болезням тритика-
ле не уступает ржи. В последние годы значи-
тельно возрос интерес к яровой тритикале. По 
уровню устойчивости к болезням, урожайности, 
кормовым качествам зерна и зеленой массе она 
составляет достойную конкуренцию другим 
яровым зерновым культурам. По урожайности 
зерна яровая тритикале значительно превышает 
пшеницу и овес и находится на уровне ячменя. 
Современные сорта существенно отличаются 
от своих предшественников, так как являются 
относительно низкорослыми, устойчивыми 
к полеганию, более скороспелыми. Следует 
отметить, что по уровню содержания белка в 
зерне (13–15 %) яровая тритикале достоверно 
превышает озимую. Отдельные сортообразцы 
характеризуются содержанием белка более 16 % 
при достаточно высоком уровне продуктив-

ности. Кроме того, яровая тритикале в 1,5 раза 
превосходит ячмень по содержанию белка и в 
1,6 раза озимую рожь по содержанию важней-
шей незаменимой аминокислоты метионина.

Одним из направлений в селекции тритика-
ле в последнее время является использование 
явления гетерозиса для создания высокопро-
дуктивных гибридов с высокими кормовыми 
достоинствами зерна (Oettler et al., 2005; Tams 
et al., 2005; Fischer et al., 2010). Известно, 
что для получения гетерозисных гибридов 
предпочтительнее скрещивания между гене-
тически отдаленными формами, чем между 
близкородственными формами. Для оценки 
генетического разнообразия селекционного 
материала широко используются такие молеку-
лярно-генетические методы анализа, как RAPD 
(Random Amplifi ed Polymorphic DNA), AFLP 
(Amplifi ed Fragment Length Polymorphism), SSR 
(Simple Sequence Repeats), ISSR (Inter-Simple 
Sequence Repeats). Есть сведения о примене-
нии SSR- и AFLP-маркеров для исследования 
генетической дивергенции озимых тритикале 
(Goral et al., 2005; Kuleung et al., 2006), а также 
данные об использовании ДНК-маркеров для 
предсказания гетерозиса у гибридов кукурузы, 
пшеницы и других культур (Bernardo, 1994; 
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Diers et al., 1996; Fabrizius et al., 1998). Проводят-
ся исследования по установлению связи между 
степенью генетического сходства родительских 
компонентов и специфической комбинационной 
способностью (Tams et al., 2006). Таким обра-
зом, использование молекулярно-генетических 
методов помогает разрабатывать новые подходы 
идентификации ценного исходного материала 
для селекции на гетерозис, которые обеспечат 
сокращение затрат на создание новых конку-
рентоспособных гибридов. 

Целью данного исследования является оцен-
ка степени генетической дивергенции образцов 
ярового тритикале посредством методов моле-
кулярного маркирования для отбора исходного 
материала при селекции на гетерозис.

Материалы и методы

В исследование включены 3 белорусских 
сорта тритикале: Узор, Лотос и Ульяна; 3 сорта 
польской селекции: Матейко, Ванад и Дублет; 
6 линий яровой тритикале из РУП «Научно-
практический центр НАН Беларуси по зем-
леделию» (г. Жодино): МАН-17568, Bogo-47, 
Г-64, Г-80, Г-114, Г-225; 8 форм тритикале 
с различными системами генов яровизации, 

отобранных из F8, синтезированных нами ра-
нее первичных тритикале. Пшенично-ржаные 
амфигаплоиды получены на основе почти изо-
генных по локусам Vrn1–Vrn3 линий мягкой 
пшеницы, созданных на генофонах сортов Triple 
Dirk и Миронов ской 808. В качестве опылителя 
использовали диплоидную озимую рожь Восход 
и яровую аллоплазматическую рожь (Генети-
ческие осно вы …, 2010).

Выделение растительной ДНК проводили из 
зеленых листьев с помощью набора «Genomic 
DNA Purifi cation Kit» (Fermentas).

Для ISSR-анализа использовали 7 прайме-
ров, 5 из которых содержали динуклеотидный 
повтор (ISSR24, ISSR4, ISSR11, ISSR10, ISSR9), 
2 – тринуклеотидный (ISSR2, ISSR17) (табл. 1). 
RAPD-анализ проводили с использованием 5 
10-нуклеотидных праймеров, синтезированных 
по аналогам фирмы «Operon Technologies», 
USA: OPC-01, OPC-05, OPC-11, OPD-07, OPD-15 
(табл. 1). Реакционная смесь для проведения 
ПЦР объемом 15 мкл содержала: 0,25 мМ каж-
дого dNTP, 2,5 мМ MgCl2, 6/8 (RAPD/ISSR) пM 
праймера, 0,11 ед. Taq-полимеразы в 1× буфере 
и 15/20 (ISSR/RAPD) нг ДНК. ПЦР проводили 
в амплификаторе Bio-Rad в следующих услови-
ях: 94 °С 3 мин; 40/44 (ISSR/RAPD) циклов – 

Таблица 1
Характеристика праймеров, использованных для изучения ДНК-полиморфизма образцов 

яровой тритикале

Праймер Последовательность 
нуклеотидов, 5′-3′

Число ампликонов Уровень 
полиморфизма, %всего полиморфных

ISSR-праймеры
ISSR2 (CAG)5 24 23 95,8
ISSR4 (AC)8AG 10 9 90,0
ISSR9 (GA)8A 9 4 44,4

ISSR10 (AG)8T 10 4 40,0
ISSR11 (AG)8C 7 5 71,4
ISSR17 (AGC)6G 10 8 80,0
ISSR24 (AC)8TC 16 16 100

RAPD-праймеры
OPC-01 TTCGAGCCAG 9 7 77,8
OPC-05 GATGACCGCC 18 18 100
OPC-11 AAAGCTGCGG 18 16 88,9
OPD-07 TTGGCACGGG 14 13 92,9
OPD-15 CATCCGTGCT 10 8 80,0
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94 °С 1 мин; 36 °/51,5–55,5 °С (RAPD/ISSR) 
1 мин; 72 °С 2 мин; 72 °С 2/7 (RAPD/ISSR) мин. 
Продукты реакции разделяли электрофорезом в 
1,5/1,8 %-м (RAPD/ISSR) агарозном геле с добав-
лением бромистого этидия и фотографировали в 
системе GelDoc (Bio-Rad). Размеры амплифици-
рованных фрагментов определяли относительно 
маркера М3 (100 bp DNA Ladder).

Для оценки уровня полиморфизма марке-
ров и определения уровня дивергенции между 
изученными генотипами полученные данные 
были представлены в виде матрицы состоя-
ний бинарных признаков, в которых наличие 
или отсутствие ПЦР-фрагментов одинаковой 
длины рассматривалось как состояние 1 и 0 
соответственно. Для построения дендрограммы 
применяли метод невзвешенного парно-груп-
пового кластерного анализа с арифметическим 
усреднением (UPGMA) с использованием про-
граммы TREECON (version 1.3b) (Van De Peer, 
De Wachter, 1994). Генетические дистанции 
между образцами тритикале рассчитывали по 
Нею (Nei, Li, 1979).

Результаты и обсуждение

ISSR-маркеры с успехом использовались для 
оценки полиморфизма у таких культур, как ку-
куруза (Kantety et al., 1995), пшеница (Nagaoka, 
Ogihara, 1997), ячмень (Fernandez et al., 2002). 
В настоящей работе ISSR-анализ проводили с 
использованием праймеров, для которых, со-
гласно литературным данным, показана высокая 
информативность при анализе геномов злаков 
(Sozen, 2010). 

Все ISSR-праймеры дали воспроизводимый 
результат со всеми изученными образцами 
яровой тритикале. В целом учитывалось 86 ам-
плифицированных фрагментов, 69 из которых 
были полиморфными (табл. 1).

Основная зона распределения фрагментов 
располагалась в диапазоне 300–1500 п.н., при 
этом большая часть полиморфных фракций 
(52,2 %) находилась в области 500–1000 п.н. 
Каждый из образцов имел свой определенный 
спектр амплифицируемых фрагментов, отли-
чающийся от таковых у других образцов коли-
чеством, размером и степенью выраженности. 
Число локусов, полученных при амплификации 
ДНК исследованных образцов с каждым из 

праймеров, варьировало от 7 до 24. Среднее 
их число на праймер составило 12,3. Макси-
мальное количество полиморфных фрагментов 
(24) получено в результате амплификации с 
праймером ISSR2 (рис. 1, а), минимальное (7) – 
с ISSR11. Установлено широкое варьирование 
количества полиморфных ISSR-локусов у 
изученных форм тритикале в зависимости от 
праймера: от 40 до 100 %. В среднем уровень 
полиморфизма, выявленный ISSR-анализом, 
составил 80,2 %. Наибольшая частота встре-
чаемости полиморфных локусов отмечена при 
использовании ISSR24 (рис. 1, б).

Следует отметить, что в группе праймеров 
с динуклеотидным повтором наибольшую ин-
формативность проявили праймеры с повтором 
(АС)8 - ISSR4 и ISSR24 (табл. 1). Праймеры 
ISSR10 и ISSR11, имеющие в своем составе 
по втор (AG)8 демонстрировали различный 
уровень полиморфизма (40,0 и 71,4 % соответ-
ственно). Один из праймеров, ISSR9, содержал 
повтор (GA)8, и выявил 44,4 % полиморфных 

Рис. 1. Электрофоретические спектры ISSR фраг-
ментов 20 образцов яровой тритикале: праймер 
ISSR2 (а), праймер ISSR24 (б). 

М – маркер молекулярного веса, 1 – Узор, 2 – Матейко, 
3 – Ульяна, 4 – Лотос, 5 – Ванад, 6 – Дублет, 7–12 – линии 
из РУП «Научно-практический центр НАН Беларуси по 
земледелию» (г. Жодино), 13–20 – линии, созданные в Ин-
ституте генетики и цитологии НАН Беларуси (г. Минск).
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фрагмента у изученных образцов яровой трити-
кале. Согласно литературным данным (Sofalian 
et al., 2008), праймеры с динуклеотидным пов-
тором (GA)n, как правило, показывают наиболее 
низкий уровень полиморфизма, что согласуется 
с данными, которые получены нами. 

ДНК 20 образцов яровой тритикале проана-
лизированы также с использованием RAPD-
праймеров (табл. 1). RAPD-анализ широко 
используется для изучения генетического по-
лиморфизма растений (Welsh, McClelland, 1990; 
Salem et al., 2007). В данном исследовании 
RAPD-анализ проводили с высокополиморф-
ными праймерами, отобранными на основании 
литературных данных (Nimbal et al., 2009). С 
помощью 5 RAPD-праймеров выявлены 69 
амплифицированных фрагментов, из которых 
62 (89,9 %) были полиморфными. Полученные 
RAPD-спектры состояли из 9–18 ампликонов 
длиной 200–2000 п.н. В среднем у образцов 
яровых тритикале один праймер инициировал 
синтез 13 фрагментов ДНК. Наибольшее чис-
ло полиморфных ПЦР-локусов получено при 
амплификации с праймером OPC-05 (рис. 2). 
Следует отметить, что данный праймер обна-
ружил 100 %-й полиморфизм между проана-
лизированными образцами тритикале. Частота 
встречаемости полиморфных фрагментов для 
изученного материала была достаточно высокой 
и варьировала от 77,8 до 100 %, в зависимости 
от праймера и в среднем составила 89,9 %.

Анализ полиморфизма фрагментов ДНК при 
использовании данных ISSR- и RAPD-прай-
меров оказался достаточно информативным 
методом, который позволил различить образ-
цы яровых тритикале. На основе полученных 
результатов была построена дендрограмма 
генетического сходства исследуемого материала 
(рис. 3).

Все проанализированные генотипы четко 
разделились на два кластера, содержащих 15 
и 5 образцов соответственно. Первый кластер 
в свою очередь состоит из двух подкластеров, 
больший из которых включает две группы об-
разцов. В одну группу вошли сорта польской 
селекционно-семеноводческой фирмы «Danko 
Hodowla Roslin Sp. z о.о.» (Ванад, Дублет и 
Матейко) наряду с линиями из Научно-практи-
ческого центра НАН Беларуси по земледелию: 
МАН-17568, Bogo-47, Г-114. Данные линии 

были созданы на основе сорта тритикале поль-
ской селекции Bogo, что объясняет объединение 
их в одну группу с польскими сортами. Вторую 
группу сформировали образцы тритикале, полу-
ченные в Институте генетики и цитологии НАН 
Беларуси в результате гибридизации изогенных 
по локусам Vrn1–Vrn3 линий и сортов мягкой 
пшеницы с диплоидной озимой рожью Восход 
и яровой аллоплазматической рожью. Сорт три-
тикале Узор, созданный в Научно-практическом 
центре НАН Беларуси по земледелию, форми-
рует отдельную ветвь в данном подкластере, 
что может указывать на его обособленность от 
других образцов. Во втором подкластере груп-
пируются только два образца, синтезированные 
на основе линий пшеницы Мироновская 808-13, 
ТD D и аллоржи.

Второй небольшой кластер объединил в себе 
материал только белорусской селекции, в кото-
ром сорт Лотос группировался с линией Г-80, 
а сорт тритикале Ульяна – с линией Г-225, что 
говорит об их генетическом сходстве. Линия 
TD В × Восход, созданная в Институте генети-
ки и цитологии, входила в один подкластер с 
сортом Ульяна и линией Г-225. 

Необходимо отметить, что наименьшие 
значения генетических дистанций выявлены 
между линиями тритикале, созданными на 
основе изогенных по генам Vrn1–Vrn3 линий 
мягкой пшеницы и яровой аллоплазмотической 
ржи. Так, между образцами TD В × аллорожь и 

Рис. 2. Электрофоретические спектры RAPD фраг-
ментов 20 образцов яровой тритикале (праймер 
OPC-05).

М – маркер молекулярного веса, 1 – Узор, 2 – Матейко, 
3 – Ульяна, 4 – Лотос, 5 – Ванад, 6 – Дублет, 7–12 – линии 
из РУП «Научно-практический центр НАН Беларуси по 
земледелию» (г. Жодино), 13–20 – линии, созданные в Ин-
ституте генетики и цитологии НАН Беларуси (г. Минск).
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TD F × аллорожь генетическая дистанция 
составила 5,69, между TD F × аллорожь и 
Мироновская 808-1 × аллорожь – 6,98, между 
TD B × аллорожь и Мироновская 808-1 × алло-
рожь – 7,81. Большим генетическим сходством 
обладали также сорта польской селекции Ванад 
и Дублет (10,26). По данным ISSR- и RAPD-ана-
лиза, существенные различия обнаружены меж-
ду линиями тритикале, созданными в Институте 
генетики и цитологии, и сортами яровой трити-
кале как белорусской, так и польской селекции. 
Самые большие генетические расстояния отме-
чены между линией TD В × Восход и сортами 
Ванад, Узор, Матейко и Дублет (42,28–47,17). 
С целью получения гетерозисных гибридов для 
скрещивания отобраны наши линии Миронов-
ская 808-13 × Восход, М808-1 × аллорожь, 
TD D × аллорожь, TD F × аллорожь, TD В × Вос-
ход и сорта Ванад, Дублет, Матейко и Узор. 

Заключение

Использованные для изучения молекуляр-
но-генетической гетерогенности 20 образцов 
яровой тритикале ISSR- и RAPD-праймеры 
выявили высокий уровень полиморфизма 

Рис. 3. Дендрограмма генетического сходства образцов яровой тритикале, построенная на основе резуль-
татов ISSR- и RAPD-анализов.

(в среднем 80,2 и 89,9 % соответственно), что 
позволило сгруппировать образцы ярового 
тритикале по степени генетического родства и 
подобрать генетически удаленные родительские 
пары для скрещиваний с целью получения гиб-
ридов с эффектом гетерозиса.
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Summary

Molecular heterogeneity was studied in 20 spring triticale accessions by using ISSR and RAPD markers. 
The study revealed a high level of polymorphism (80,2 % and 89,9 %, respectively, on the average), which 
allowed the studied triticale accessions to be grouped according to the degree of genetic relationship and 
to choose genetically distant parental pairs for crosses to obtain heterotic hybrids.
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