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ПРЕБРИДИНГОВАЯ ОЦЕНКА РЕКОМБИНАНТНЫХ  
И ИНТРОГРЕССИВНЫХ ПШЕНИЧНО-РЖАНЫХ ГИБРИДОВ  

ПО АЛЛЕЛЬНОМУ СОСТАВУ ГЕНОВ КОРОТКОСТЕБЕЛЬНОСТИ   
Rht-B1, Rht-D1, Rht8 И Ddw1

Аннотация. Представлены результаты анализа геномной структуры и аллельного состава генов короткосте-
бельности Rht-B1, Rht-D1, Rht8 и Ddw1 у 33 вторичных рекомбинантных линий (ВРЛ) гексаплоидных тритикале  
с различными типами D(A)- и D(B)-замещений хромосом и у 8 интрогрессивных линий пшеницы с R(А)-, R(B)-  
и R(D)-замещениями хромосом. Установлено, что генотипы ВРЛ в подавляющем большинстве содержат аллель Rht-
B1b в гомозиготном состоянии и только 9 из них, так же как и все интрогрессивные линии пшеницы, являются гомо-
зиготными по аллелю Rht-B1а, а 4 линии неоднородны по аллельному составу гена Rht-B1. У всех исследованных 
ВРЛ присутствовал аллель Rht8а (165 п. н.), тогда как у интрогрессивных линий выявлен аллель Rht8b (174 п. н.). 
Гетерозиготными по аллельному составу гена Rht-D1 (Rht-D1а/Rht-D1b) являлись 5 инрогрессивных линий пшеницы.  
У 3 линий наряду с гетерозиготными встречались растения, гомозиготные по аллелям Rht-D1а и Rht-D1b. Образцов, 
несущих ген Ddw1, не выявлено. По результатам генотипирования отобраны ВРЛ гексаплоидных тритикале с геном 
Rht-B1b, перспективные для использования в селекции на устойчивость к полеганию.
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PREBREEDING ASSESSMENT OF DWARFING GENES Rht-B1, Rht-D1, Rht8 AND Ddw1 ALLELIC 
COMPOSITION IN RECOMBINANT AND INTROGRESSIVE WHEAT-RYE HYBRIDES

Abstract. The results of the analysis of genomic structure and allelic composition of the dwarf genes Rht-B1, Rht-D1, 
Rht8 and Ddw1 in 33 secondary recombinant lines (SRL) of hexaploid triticale with various types of D(A)- and D(B)-
chromosome substitutions and 8 introgressive wheat lines with R(A)-, R(B)- and R(D)-chromosome substitutions are present-
ed. It was found that in the overwhelming majority SRL genotypes contain the Rht-B1b allele in the homozygous state. Nine 
SRLs and all introgressive wheat lines are homozygous by the Rht-B1a allele; 4 lines are heterogeneous in the allelic compo-
sition of the Rht-B1 gene. The Rht8a allele (165 bp) was present in all the investigated SRLs, whereas the Rht8b allele (174 bp) 
was detected in introgressive wheat lines. Five introgressive wheat lines were heterozygous by the allelic composition of the 
Rht-D1 (Rht-D1a/Rht-D1b) gene. In three lines, along with the Rht-D1a/Rht-D1b genotype, plants homozygous for the Rht-
D1a and Rht-D1b alleles were found. No samples bearing the Ddw1 gene were identified. Based on the genotyping results, 
SRL of hexaploid triticale with the Rht-B1b gene ‒ promising for use in breeding for lodging resistance ‒ were selected.  
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Введение. Современная селекция растений включает целый комплекс методов, базирующих-
ся на последних достижениях генетики и клеточной биологии. В генетико-селекционных про-
граммах по тритикале и пшенице большое внимание уделяется применению хромосомно-инже-
нерных технологий, значительно расширяющих возможности целенаправленного преобразова-
ния генетической структуры культурных видов растений с целью обогащения их генофонда.  
В качестве исходного материала для селекции используются линии с замещениями и транслока-
циями. При этом одним из основных источников для улучшения тритикале является генный пул 
D-генома мягкой пшеницы Triticum aestivum L. [1–4], тогда как в программах по разведению 
пшеницы широкое применение нашла гибридизация с рожью Secale cereale L. [5–9]. Эффектив- 
ность выявления и оценки перспективного исходного материала для селекционной работы зна-
чительно повышается при сочетании хромосомных технологий с маркер-сопутствующим отбо-
ром [10, 11].

Цель работы – выявление аллелей, обеспечивающих устойчивость растений к полеганию,  
с помощью ДНК-типирования генов короткостебельности у рекомбинантных и интрогрессив-
ных форм пшенично-ржаных гибридов, созданных методами хромосомной инженерии. 

Материалы и методы исследования. Объектами исследования служили:
33 линии вторичных рекомбинантных (ВРЛ) гексаплоидных тритикале с интрогрессией хро-

мосом D-генома пшеницы в виде D(A)- и D(B)-замещений селекции ГНУ «Институт генетики  
и цитологии НАН Беларуси»;

8 пшенично-ржаных замещенных линий (ПРЗЛ) с различными типами R(А)-, R(B)- и R(D)-
замещений хромосом селекции ФИЦ «Институт цитологии и генетики СО РАН»: ПРЗЛ-1 − 
1Rv(1A), ПРЗЛ-2 − 1Rоn.(1A), ПРЗЛ-3 − 2R(2D), ПРЗЛ-4 − 2R(2D)2, ПРЗЛ-5 − 2R(2D)3, ПРЗЛ-6 − 
3R(3В), ПРЗЛ-7 − 5R(5А), ПРЗЛ-8 − 6R(6A) (линии 2R(2D), 2R(2D)2 и 2R(2D)3 отличались по коли-
честву ДНК сорта Саратовская 29, в то время как другой составляющей бэкграунда являлся сорт 
пшеницы Новосибирская 67).

Геномную структуру экспериментального материала определяли с помощью одного из ва-
риантов метода дифференциального окрашивания хромосом по Гимза (С-бэндинг), разрабо-
танного в Институте молекулярной биологии РАН [12]. Для анализа препаратов использовали 
микроскоп Ампливал (Карл Цейс, Йена) с объективом Апохромат (×100, апертура 1,32 МИ). 
Идентификацию индивидуальных хромосом А-, В-, D- и R-геномов осуществляли согласно 
обобщенной видовой идиограмме дифференциально окрашенных хромосом [13]. Для получе-
ния изображения в цифровом формате использовали систему анализа изображений. Обработку 
полученного изображения метафазной пластинки осуществляли с помощью графического ре-
дактора Photoshop (версия 5.0).

Для выделения и очистки ДНК использовали готовые наборы реактивов Genomic DNA 
Purification Kit К0512 (Fermentas, Литва), для выявления аллельного состава генов короткосте-
бельности Rht-B1b, Rht-D1 и Rht8 – праймеры в модификации X. Zhang с соавт. [14]. Наличие гена 
Ddw1 определяли с помощью микросателлитного маркера REMS1218 [15]. Продукты ПЦР фрак-
ционировали методом горизонтального электрофореза в 1,5 %-ном агарозном геле в 1×ТАЕ бу-
фере в течение 45–60 мин при напряжении в 80–100 В. Результат документировали в системе 
гель-документации QUANTUM ST4-1100. Для точного определения размера амплифицирован-
ных фрагментов с SSR-маркерами проведен фрагментный анализ продуктов ПЦР. Данные ана-
лизировали с помощью прибора AppliedBiosystems 3500 Genetic Analyzer и прилагаемой к нему 
программы.

Результаты и их обсуждение. Анализ геномной структуры экспериментального матери-
ала. При проведении исследований с использованием отдаленных гибридов и рекомбинантных 
форм обязательным условием является точное знание геномной структуры включенных в ана-
лиз образцов, что позволяет целенаправленно подбирать праймеры для идентификации аллелей 
хозяйственно-полезных генов. В связи с этим все задействованные в эксперименте пшенично- 
ржаные гибриды были кариотипированы с помощью метода С-бэндинга. Полученные данные 
представлены в табл. 1. 
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Т а б л и ц а 1. Типы межгеномных замещений хромосом у вторичных  
рекомбинантных линий гексаплоидных тритикале

T a b l e 1. Types of intergenomic chromosome substitutions  
in the secondary recombinant lines of hexaploid triticale

Линия Комбинация 
скрещивания

Типы 
межгеномных замещений хромосом

ВРЛ-1/2015 Лана × ПРЛ-2 1D(1A), 2D(2B)
ВРЛ-2/2015 Лана × ПРЛ-3 1D(1A), 6D(6B)
ВРЛ-3/2015 Kargo × ПРЛ-6 2D(2B), 3D(3A)
ВРЛ-4/2015 Kargo × ПРЛ-6 3D(3A)
ВРЛ-5/2015 Kargo × ПРЛ-3 1D(1A)
ВРЛ-6/2015 Kargo × ПРЛ-1 1D(1A)
ВРЛ-7/2015 Kargo × ПРЛ-5 1D(1A), 3D(3A)
ВРЛ-8/2015 Kargo × ПРЛ-5 1D(1A), 2D(2B)
ВРЛ-9/2015 Kargo × ПРЛ-5 1D(1A), 2D(2В), 3D(3A)
ВРЛ-10/2015 Kargo × ПРЛ-8   3D(3A)
ВРЛ-11/2015 Лана × ПРЛ-7  1D(1A), 2D(2B), 6D(6B)
ВРЛ-12/2015 Miesko × ПРЛ-7   2D(2B) 
ВРЛ-13/2015 Miesko × ПРЛ-7 1D(1A), 2D(2B), 3D(3A) 
ВРЛ-14/2015 Miesko × ПРЛ-3 1D(1A)
ВРЛ-15/2015 Miesko × ПРЛ-3 1D(1A)
ВРЛ-16/2015 Miesko × ПРЛ-3 1D(1A) 
ВРЛ-17/2015 Miesko × ПРЛ-3 1D(1A), mono-6D(6A)
ВРЛ-18/2015 Miesko × ПРЛ-4 1D(1A)
ВРЛ-19/2015 Miesko × ПРЛ-4 1D(1A), mono-2D(2A), mono-2D(2B), 6D(6В) 

1D(1A), 2D(2B), 6D(6B)
ВРЛ-20/2015 Miesko × ПРЛ-4 1D(1A), 6D(6B), 1D(1A), 6D(6B),  

1D(1A), mono-6D(6А)
ВРЛ-21/2015 Лана × ПРЛ-1 1D(1A)
ВРЛ-22/2015 Лана × ПРЛ-1 1D(1A)
ВРЛ-23/2015 Лана × ПРЛ-1 1D(1A)
ВРЛ-24/2015 Лана × ПРЛ-1 1D(1A)
ВРЛ-25/2015 Лана × ПРЛ-2 2D(2B)
ВРЛ-26/2015 Лана × ПРЛ-3 6D(6В)
ВРЛ-27/2015 Лана × ПРЛ-3 1D(1A), 6D(6B)
ВРЛ-28/2015 Лана × ПРЛ-3 6D(6B)
ВРЛ-29/2015 Kargo × ПРЛ-1 1D(1A)
ВРЛ-30/2015 Kargo × ПРЛ-1 1D(1A)
ВРЛ-31/2015 Kargo × ПРЛ-3 1D(1A)
ВРЛ-32/2015 Kargo × ПРЛ-3 1D(1A)
ВРЛ-33/2015 Kargo × ПРЛ-3 1D(1A)

Как видно из данных табл. 1, из 33 ВРЛ 30 имели стабильный одновариантный кариотип  
с интродукцией хромосом D-генома пшеницы различных гомеологичных групп в дисомном со-
стоянии (рис. 1). Три ВРЛ характеризовались неоднородным хромосомным составом и незавер-
шенностью процесса стабилизации кариотипа. У ВРЛ-17/2015 выявлено замещение mono-6D(6A), 
у ВРЛ-19/2015 – два варианта кариотипа, в том числе с замещениями mono-2D(2A) и mono-2D(2B), 
у ВРЛ-20/2015 – четыре варианта кариотипа, в том числе с замещением mono-6D(6А). Ржаной 
компонент кариотипа всех ВРЛ был представлен диплоидным набором хромосом ржи. Случаев 
замещений или перестроек хромосом ржи не выявлено.

Анализ геномной структуры пшенично-ржаных замещенных линий подтвердил первичные 
данные [16] о наличии у них соответствующих R(А)-, R(B)- и R(D)-замещений хромосом (рис. 2).

Анализ аллельного состава генов короткостебельности. Известно, что формирование ко-
роткостебельности у тритикале определяется как генами пшеничного компонента кариотипа, 
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так и генами ржи. На настоящий момент идентифицировано более 20 генов короткостебельности 
пшеницы и показано наличие как минимум 5 генетических систем, детерминирующих снижение 
высоты растений у ржи [17–21]. В данном исследовании у пшенично-ржаных гибридов изучен 
аллельный состав главных генов короткостебельности Triticum aestivum (Rht-B1, Rht-D1 и Rht8)  
и Secale sereale (Ddw1), наиболее часто применяющихся в селекционных программах.

Проведенный нами предварительный анализ геномной структуры пшенично-ржаных гибри-
дов с помощью дифференциального окрашивания хромосом по Гимза дал возможность целена-
правленно использовать ПЦР-маркеры для идентификации аллелей генов короткостебельности. 

Рис. 1. Кариотипы вторичных рекомбинантных линий тритикале ВРЛ-11/2015 с 1D(1A)-, 2D(2B)-  
и 6D(6B)-замещениями (а) и ВРЛ-3/2015 с 2D(2B)- и 3D(3A)-замещениями хромосом (b) (С-бэндинг)

Fig. 1. Karyotypes of secondary recombinant lines of triticale SRL-11/2015 with 1D(1A)-, 2D(2B)-  
and 6D(6B)-substitutions (a) and SRL-3/2015 with 2D(2B)- and 3D(3A)-substitution of chromosomes (b) (C-banding)

Рис. 2. Кариотипы пшенично-ржаных замещенных линий ПРЗЛ-1 с 1R(1A)-замещением хромосом (а) и ПРЗЛ-6  
с 3R(3В)-замещением (b) (С-бэндинг)

Fig. 2. Karyotypes of wheat-rye substitution lines WRSL-1 with 1R(1A)-substitution of chromosomes (а) and WRSL-6 with 
3R(3В)- substitution (b) (С- banding)
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Как известно, ген Rht-B1 локализован в коротком плече хромосомы 4В и имеет 7 аллелей  
(b, c, d, e, f, g, Rht-B1IC2196), образовавшихся в результате различных мутаций [18, 22–24]. Интерес 
для селекции представляют аллели Rht-B1b и Rht-B1е, присутствие которых приводит к суще-
ственному снижению высоты растений. 

Анализ рабочей коллекции по аллельному составу гена Rht-B1 показал, что 20 ВРЛ тритика-
ле содержат мутантный аллель Rht-B1b в гомозиготном состоянии (табл. 2, рис. 3), 9 ВРЛ и все  
8 ПРЗЛ являются гомозиготными по дикому аллелю Rht-B1а (рис. 4), тогда как линии ВРЛ-15/2015, 
ВРЛ-18/2015, ВРЛ-20/2015, ВРЛ-28/2015 неоднородны по аллельному составу гена Rht-B1. 

Т а б л и ц а  2. Аллельный состав генов короткостебельности  
у вторичных рекомбинантных линий гексаплоидных тритикале

T a b l e  2. Allelic composition of dwarfing genes 
in the secondary recombinant lines of hexaploid triticale

Линия
Аллельный состав генов короткостебельности

Rht-B1 Rht8 Ddw1

ВРЛ-1/2015 Rht-B1b Rht8а –
ВРЛ-2/2015 Rht-B1b – –
ВРЛ-3/2015 Rht-B1b Rht8а –
ВРЛ-4/2015 Rht-B1b – –
ВРЛ-5/2015 Rht-B1b – –
ВРЛ-6/2015 Rht-B1b – –
ВРЛ-7/2015 Rht-B1b – –
ВРЛ-8/2015 Rht-B1а Rht8а –
ВРЛ-9/2015 Rht-B1b Rht8а –
ВРЛ-10/2015 Rht-B1а – –
ВРЛ-11/2015 Rht-B1b Rht8а –
ВРЛ-12/2015 Rht-B1а Rht8а –
ВРЛ-13/2015 Rht-B1b Rht8а –
ВРЛ-14/2015 Rht-B1а – –
ВРЛ-15/2015 Rht-B1а/Rht-B1b – –
ВРЛ-16/2015 Rht-B1а – –
ВРЛ-17/2015 Rht-B1а – –
ВРЛ-18/2015 Rht-B1а/Rht-B1b – –
ВРЛ-19/2015 Rht-B1а Rht8а –
ВРЛ-20/2015 Rht-B1а/Rht-B1b – –
ВРЛ-21/2015 Rht-B1b – –
ВРЛ-22/2015 Rht-B1b – –
ВРЛ-23/2015 Rht-B1b – –
ВРЛ-24/2015 Rht-B1b – –
ВРЛ-25/2015 Rht-B1а Rht8а –
ВРЛ-26/2015 Rht-B1а – –
ВРЛ-27/2015 Rht-B1b – –
ВРЛ-28/2015 Rht-B1а/Rht-B1b – –
ВРЛ-29/2015 Rht-B1b – –
ВРЛ-30/2015 Rht-B1b – –
ВРЛ-31/2015 Rht-B1b – –
ВРЛ-32/2015 Rht-B1b – –
ВРЛ-33/2015 Rht-B1b – –

Для гена Rht-D1, локализованного в хромосоме 4D, выявлены 4 аллеля (a, b, d и с) [23]. 
Известно, что присутствие дикого аллеля гена Rht-D1а не приводит к укорачиванию длины со-
ломины, тогда как наличие мутантных аллелей короткостебельности Rht-D1b и Rht-D1c снижает 
высоту растений пшеницы до 25 и ≈50 % соответственно [25, 26].

Поскольку ген короткостебельности Rht-D1 локализован в коротком плече хромосомы 4D, из 
пшенично-ржаных гибридов, включенных в рабочую коллекцию, соответствующий геномный 
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состав имели только ПРЗЛ. Молекулярно-генетический анализ показал, что растения линий 
ПРЗЛ-1, ПРЗЛ-4, ПРЗЛ-5, ПРЗЛ-6 и ПРЗЛ-7 гетерозиготны по аллельному составу гена Rht-D1 
(Rht-D1а/Rht-D1b). У линии ПРЗЛ-2 большинство проанализированных растений содержали ге-
терозиготу Rht-D1а/Rht-D1b, однако встречались и гомозиготные по дикому аллелю Rht-D1а рас-
тения. У линий ПРЗЛ-3 и ПРЗЛ-8, напротив, помимо гетерозиготных генотипов отмечены еди-
ничные растения, гомозиготные по мутантному аллелю Rht-D1b. 

Для изучения аллельного состояния гена Rht8, локализованного в хромосоме 2DS, использу-
ется сцепленный с ним микросателлитный локус Xgwm261. Всего выявлено 20 аллелей данного 
локуса (а следовательно, и гена Rht8), но наиболее распространенными являются аллели длиной 
165, 174 и 192 п. н. Показано, что наличие у пшеницы дикого аллеля гена Rht8а (Xgwm261165) не 
влияет на высоту растений, присутствие же аллелей Rht8с (Xgwm261192) и Rht8b (Xgwm261174) сни-
жает высоту примерно на 8 и 3,2 см соответственно [26]. 

Аллельный состав гена Rht8 изучен у 9 ВРЛ тритикале, в геноме которых, согласно данным 
кариотипирования, присутствует хромосома 2D (см. табл. 1), и у 5 ПРЗЛ (за исключением линий 
с 2R(2D)-замещением). В ходе фрагментного анализа полученных продуктов ПЦР установлено, 
что у всех исследованных ВРЛ присутствует аллель дикого типа Rht8а (165 п. н.), тогда как пше-
нично-ржаные замещенные линии несут аллель Rht8b (174 п. н.). Коммерческий аллель Rht8с 
данного гена, обусловливающий существенное снижение высоты растения, в исследованном ма-
териале не выявлен.

Помимо генов короткостебельности пшеницы в геноме пшенично-ржаных гибридов могут 
присутствовать гены короткостебельности ржи. Наиболее удобным и значимым для селекции 

Рис. 3. Электрофореграмма детекции аллелей Rht-B1а и Rht-B1b у вторичных рекомбинантных линий тритикале:  
1, 2 – ВРЛ-8/2015; 3, 4 – ВРЛ-12/2015; 5, 6 – ВРЛ-25/2015; 7 – ВРЛ-20/2015; 8, 9 – ВРЛ-2/2015; 10–12 – ВРЛ-7/2015;  
13 – сорт Kargo (положительный контроль на Rht-B1b); М – маркер молекулярного веса Праймтех™, М100 bp;  

К – отрицательный контроль (ПЦР-смесь без ДНК-матрицы)

Fig. 3. Electrophoregram of Rht-B1а and Rht-B1b allele detection in secondary recombinant triticale lines: 1, 2 – SRL-8/2015; 
3, 4 – SRL-12/2015; 5, 6 – SRL-25/2015; 7 – SRL-20/2015; 8, 9 – SRL-2/2015; 10–12 – SRL-7/2015; 13 – variety Kargo  

(positive control for Rht-B1b); M – molecular weight marker Praymtekh™, М100 bp; K – negative control  
(PCR mixture without DNA matrix)

 Рис. 4. Электрофореграмма детекции аллелей Rht-B1а и Rht-B1b у пшенично-ржаной замещенной линии ПРЗЛ-1: 
164, 191 – положительный контроль на аллель Rht-B1b (сорт тритикале Kargo); 192 – положительный контроль  
на Rht-B1а; 51–56 – пшенично-ржаная замещенная линия ПРЗЛ-1; М – маркер молекулярного веса GeneRuler™  

100 bpDNALadder

Fig. 4. Electrophoregram of Rht-B1а and Rht-B1b allele detection in wheat-rye substitution line WRSL-1: 164, 191 – positive 
control for allele Rht-B1b (triticale variety Kargo); 192 – positive control for allele Rht-B1a; 51–56 – wheat-rye substitution 

line WRSL-1; M – molecular weight marker GeneRuler™ 100 bpDNALadder
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является тип короткостебельности, обеспечивающийся одним доминантным геном – Ddw1. 
Установлено, что ген Ddw1 расположен на длинном плече хромосомы 5R [27] и тесно сцеплен  
с микросателлитным локусом REMS1218, который используют для идентификации данного гена 
[15]. В ходе генотипирования экспериментального материала с помощью микросателлитного 
маркера REMS1218 образцов, несущих ген Ddw1, не выявлено.

Заключение. Молекулярно-цитогенетическое маркирование (С-бэндинг) включенных в иссле-
дование рекомбинантных и интрогрессивных форм пшенично-ржаных гибридов, в ходе которо-
го получена точная информация о хромосомном составе экспериментального материала, позво-
лило целенаправленно подобрать праймеры для дальнейшей идентификации в нем аллелей генов 
короткостебельности. С помощью ПЦР с подобранными праймерами проведено генотипирование 
по генам Rht-B1, Rht-D1, Rht8 и Ddw1, обусловливающим формирование короткостебельности. По 
результатам генотипирования отобраны вторичные рекомбинантные линии гексаплоидных три-
тикале с геном Rht-B1b, перспективные для использования в селекции на устойчивость к полеганию.
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