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×Trititrigia cziczinii Tsvel. is a synthetic species obtained 
as a result of hybridization of different wheat and wheat-  
grass species. ×T. cziczinii has unique characteristics, as 
it is a perennial species, with the ability to grow after 
mowing, high adaptability, resistance to diseases and 
pests, high protein and gluten content in the grain. All 
this makes it a promising new crop for agriculture. The 
new species is a good object for fundamental research 
in the field of genetics, phylogeny and evolution of ce-
reals (Poaceae). However, there were practically no ge-
netic studies of ×T. cziczinii. The aim of this work was to 
study the genetic diversity of 24 representatives of two 
×T. cziczinii subspecies (ssp. Submitans and ssp. Perenne).  
To estimate interspecific differences, 17 samples of 
other tribe Triticeae species (Triticum aestivum, Triticum 
durum, Agropyron glaucum and Agropyron elon gatum, 
as well as samples of Triticum-Agropyron and Triticum-
Elymus hybrids) were included in the analysis. For 
the study, AFLP method (Amplified Fragment Length 
Polymorphism) was chosen, which allowed us to reveal 
a sufficiently high polymorphism level of the  studied 
samples. The two primer/enzyme combinations 
(EcoRI-ACT/MseI-CCC, EcoRI-ACT/MseI-CTA) allow ed 
the iden tification of 227 fragments, 224 of them were 
polymorphic (98.68 %), and the level of intraspecific 
polymorphism of 24 ×T. cziczinii samples was 68.15 %. 
The iden tified fragments of AFLP spectra, specific for 
the ×T. cziczinii representatives and the studied wheat-
grass species, can be the basis for creating markers that 
will detect introgressions of genetic material of the 
genus Agropyron in the T. cziczinii ge nome. Our results 
indicate a greater genetic relatedness of ×T. cziczinii 
to T. aestivum than to representatives of the genus 
Agropyron. According to the cluster analysis, represen-
tatives of ×T. cziczinii and varieties of bread wheat were 
combined into a single subcluster, within which the 
samples of two species form separate groups. At the 
same time, the evaluation of the intraspecific genetic 
diversity of ×T. cziczinii showed  

×Trititrigia cziczinii Tsvel. – синтетический вид, полученный в результа-  
те гибридизации различных видов пшеницы и пырея. ×T. cziczinii, – 
обладает уникальными признаками: многолетность, способность 
к отрастанию после скашивания на зерно, высокая адаптивность, 
устойчивость к болезням и вредителям, высокое содержание белка 
и клейковины в зерне. Это позволяет считать его перспективной 
сельскохозяйственной культурой. Новый вид является удоб ным 
 объектом для проведения фундаментальных исследований в об-
ласти генетики, филогении и эволюции злаков (Poaceae). Однако 
прежде генетические исследования ×T. cziczinii практически не 
проводились. Цель настоящей работы – изучение генетиче ского 
разнообразия 24 представителей двух подвидов (ssp. Submi tans и 
ssp. Perenne) вида ×T. cziczinii. Для оценки межвидовых раз личий в 
анализ было включено 17 образцов других видов трибы Triticeae 
(Triticum aes ti vum, Triticum durum, Agropyron glaucum и Agropyron 
elongatum, а так же образцы пшенично-пырейных и пшенично-эли-
мусных гибридов (ППГ и ПЭГ)). В работе был применен метод мар-
кирования AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism), который 
позволил вы явить достаточно высокий уровень полимор физма изу-
ченных образцов. С помощью двух комбинаций праймер/фермент 
(EcoRI-ACT/MseI-CCC и EcoRI-ACT/MseI-CTA) удалось идентифициро-
вать 227 фрагментов, из которых 224 были поли морфны (98.68 %), 
а уровень внутривидового полиморфизма 24 образцов ×T. cziczinii 
составил 68.15 %. Найдены фрагменты AFLP-спектров, специфичные 
для представителей ×T. cziczinii и изу ченных видов пырея, которые 
могут стать основой для создания маркеров, выявляющих интро-
грессии генетического материала рода Agropyron в геноме пред-
ставителей ×T. cziczinii. Полученные результаты свидетельствуют о 
большей генетической близости ×T. cziczinii к T. aestivum, чем к пред-
ставителям рода Agropyron. Так, по данным кластерного анализа, 
представители ×T. cziczinii и сорта мягкой пшеницы объединились 
в один подкластер, внутри которого образцы двух видов образуют 
отдельные группы. При этом в результате оценки внутривидового 
генетического разнообразия ×T. cziczinii не было выявлено досто-
верной дифференциации представителей подвидов Submitans и 
Perenne, что, вероятно, связано с не до конца определенной гене-
тической природой многолетности, основного признака, по кото ро-
му эти подвиды разделены. Проведенное изучение части уникаль-
ной коллекции синтетического вида ×T. cziczinii позволило получить 
первые данные о  генетике вида, более ранние исследования за  тра-  
гивали в основном фено типические и хозяйственно ценные при зна-
ки. Применяемый в на стоящем исследовании метод AFLP-маркиро-  
вания показал вы со кую эффективность при работе с малоизу чен-
ным видом, а его результаты перспективны и полезны для пони ма - 
ния генетической структуры нового вида (×T. cziczinii Tsvel.).

Ключевые слова: ×Trititrigia cziczinii Tsvel.; синтетический вид; межви-
довая гибридизация; AFLP-анализ; генетическое разнообразие.
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no reliable differentiation of representatives of the 
subspecies Submitans and Perenne, which is probably 
due to uncertain genetic nature of perenniality, the 
main feature that divides these subspecies. The study 
of the unique ×T. cziczinii collection allowed us to ob-
tain the first data on the genetics of the species, while 
previous studies were focused mainly on phenotypic 
and economically valuable traits. AFLP analysis used in 
this study showed high efficiency when working with 
less studied species, and its results are promising and 
useful for understanding the genetic structure of the 
new species (×T. cziczinii Tsvel.).

Key words: ×Trititrigia cziczinii Tsvel.; synthetic species; 
interspecific hybridization; AFLP-analysis; genetic 
diversity.

Отдаленная гибридизация открывает широкие воз-
можности для использования геномного потенциа-
ла диких видов растений. Так, представители видов 

пырея являются донорами генов устойчивости к ряду 
заболеваний, адаптивности и качества и, соответственно, 
могут быть использованы в селекционных программах по 
улучшению культурных видов злаков. Поэтому отдален-
ные гибриды, полученные от скрещивания культурных 
и диких видов, могут стать не только хорошим объектом 
для фундаментальных исследований, но и перспектив-
ными формами для селекции и сельскохозяйственного 
производства.

Генетическое разнообразие отдаленных гибридов, в 
частности синтетических (рукотворных), полученных с 
помощью межродовой гибридизации, изучается недо
статочно активно, хотя подобные исследования позво
ляют получать данные о механизмах межгеномных взаи
модействий в процессе образования новых таксонов при 
гибридизации, расширить знания в области сетчатой эво
люции злаков – одного из способов объяснения главных 
эволюционных путей в трибе Triticeae.

×Trititrigia cziczinii Tsvel. – синтетический вид, полу-
ченный под руководством академика Н.В. Цицина мето-
дом отдаленной гибридизации и выделенный в отдельный 
род Trititrigia Н.Н. Цвелевым (1973). В качестве родитель-
ских форм использовали виды пырея (Agropyron elongatum 
(Host) P. Beauv. (syn. Thinopyrum ponticum (Podp.) Zhi W. 
Liu & R.R.C. Wang) и A. glaucum (Desf. ex DC) Roem. and 
Schult. (syn. Thinopyrum intermedium (Host) Barkworth & 
D.R. Dewey)) и сорта мягкой и твердой пшеницы (Triticum 
aestivum L. и T. durum Desf.) в различных комбинациях. 
Описывая новый синтетический вид, отличительной 
особенностью которого является то, что после созревания 
и уборки зерна развиваются побеги возобновления, т. е. 
происходит отрастание новых побегов, которые способны 
образовывать колос, Н.В. Цицин (1960) выделил два под-
вида: ssp. Submitans (отрастаюшая форма) и ssp. Perenne 
(многолетняя форма). Геном ×T. cziczinii представлен 
56 хромосомами, из которых 42 пшеничные и 14 пырей-

ные (Любимова и др., 1976). Кроме того, растения этого 
вида обладают устойчивостью к болезням и вредителям, 
высокой адаптивностью.

С 1960 г. коллекция образцов ×T. cziczinii поддержи
вается в отделе отдаленной гибридизации Главного бо
танического сада им. Н.В. Цицина РАН; сотрудниками 
проводятся многолетние наблюдения и исследования 
этого вида, отбираются новые перспективные формы. 
Но только в последние годы начаты работы по использо-
ванию молекулярногенетических маркеров для оценки 
генетического разнообразия коллекции. В 2012 г. впервые 
исследован полиморфизм запасных белков (глиадинов) 
×T. cziczinii (Упелниек и др., 2012). Однако анализ ге-
нетического разнообразия вида ×T. cziczinii с помощью 
ДНКмаркеров ранее не проводился.

Одним из эффективных методов изучения генети-
ческого разнообразия растений является AFLPанализ 
(Amplified Fragment Length Polymorphism). Он широко 
используется для изучения популяционного полимор-
физма, филогенетических отношений, идентификации 
видов, а также маркирования локусов, сцепленных с хо-
зяйственно ценными признаками (Altinkut et al, 2003; El 
Rabey et al., 2014; Kaya et al., 2014; Xue, Chu, 2015). Этот 
метод довольно часто применяется и для исследования 
геномов злаков, причем как культурных (El Rabey et al., 
2014; Садыгов и др., 2017), так и дикорастущих (Kaya et 
al., 2014; Горюнова и др., 2017) видов.

Целью настоящей работы было изучение внутривидо-
вого генетического разнообразия представителей двух 
подвидов синтетического вида ×Trititrigia cziczinii Tsvel., 
а также межвидового разнообразия представителей дико-
растущих и культурных форм злаков, использованных при 
создании этого вида, методом AFLPанализа.

Материалы и методы
Исследовано восемь образцов подвида ssp. Submitans 
(однолетние, отрастающие) – линии № 12, 38, 40, 80, 
166, 192, 1689, 3305 и 15 образцов подвида ssp. Perenne 
(многолетние) – линии № 24, 33, 249, 2491, 548, 1416, 
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1451, 1514, 1533, 1797, 1682, 3202, 4015, 209, ЗП26. 
Разделение по признаку многолетности происходит в за-
висимости от числа перезимовавших растений и может 
зависеть от ус ловий зимовки. Поэтому линии подвида 
Perenne могут в определенные годы развиваться как одно-
летние, отрастаю щие. Лишь линии 24, 249, 2491 можно 
считать облигатно многолетними (по данным длительных 
наблюдений).

Кроме того, в анализ было включено шесть образцов 
двух видов пырея (три образца A. glaucum и три – A. elon-
gatum), четыре образца мягкой пшеницы T. aestivum (сорта 
Chinese Spring, Мироновская 808, Московская 39 и Заря), 
один образец твердой пшеницы T. durum (сорт Харьков-
ская 21), четыре линии пшеничнопырейных гибридов 
(ППГ254, ППГ260, ППГ283, ППГ284), два сорта ППГ 
(Оста, Снегиревская 10) и один сорт пшеничноэлимус-
ного гибрида – ПЭГ (Рубежная).

Образцы родов ×Trititrigia и Agropyron, а также пше-
ничнопырейные и элимусные гибриды получены из 
коллекции Главного ботанического сада им. Н.В. Цицина 
РАН. Сорта мягкой и твердой пшеницы взяты из коллек-
ции Института общей генетики им. Н.И. Вавилова РАН 
(ИОГен РАН).

ДНК образцов рода Agropyron и вида ×T. cziczinii вы-
деляли из свежих листьев, а образцов рода Triticum, ППГ 
и ПЭГ – из пятидневных проростков стандартным CTAB
методом с модификациями (Doyle, 1991). AFLPанализ 
проводили стандартным методом (Vos et al., 1995). Для 
первого раунда амплификации была использована следую-
щая комбинация праймер/фермент: EcoRIA и MseІC. Для 
второго раунда амплификации по литературным данным 
(Садыгов и др., 2017) были отобраны две комбинации: 
EcoRI – ACT/MseІCCC и EcoRIACT/MseІCTA. Фрак цио
нирование продуктов амплифика ции осуществляли путем 
электрофореза в 6 % полиакриламидном геле (ПААГ) в 
1×кратном TBEбуфере. Окрашивание проводили нитра-
том серебра, проявляли гель по методу № 3 (Benbouza et 
al., 2006). Для определения длины амплифицированных 
фрагментов использовали маркер молекулярной массы 
100 bp DNA ladder (Invitrogen) (0.05 г/л).

Результаты AFLPанализа суммировали в виде бинар-
ной матрицы (1/0) в программе Microsoft Exсel. Анализ 
методом главных координат (PCA), а также построение 
дендрограммы выполняли в программе PAST 3.16 (Ham-
mer et al., 2001) на основе индекса генетического сходства 
Дайса, который исключает из рассмотрения совместное 
отсутствие фрагмента (так как существует возможность 
того, что нулевые аллели не гомологичны), и в некоторых 
исследованиях показаны преимущества его использова-
ния (Duarte et al., 1999). Кластерный анализ выполнен с 
использованием метода UPGMA, оценку достоверности 
проводили с помощью бутстрепанализа с 1 000 реплик.

Результаты
В ходе AFLPанализа 41 образца трибы Triticeae выявлено 
227 фрагментов (137 для праймера EcoRI – ACT/MseІCCC 
и 90 для праймера EcoRIACT/MseІCTA), из которых 224 
были полиморфны (98.68 %).

Средний показатель коэффициента генетического сход-
ства между всеми образцами составил 0.668. Наиболее 

генетически близкими оказались образцы ППГ254 и 
сорт ПЭГ Рубежная (0.982). Наименьший уровень гене-
тического сходства отмечен для образцов A. elongatum и 
сорта ПЭГ Рубежная (0.087).

На основании рассчитанных индексов сходства про-
веден кластерный анализ (рис. 1). 

Как видно из рис. 1, на дендрограмме четко выделяются 
два кластера с высоким значением бутстрепподдерж-
ки (индекс бутстрепа (ИБ) = 100). Представители рода 
Agropyron образуют первый кластер, который в свою 
очередь делится на два подкластера, соответствующих 
видам A. glaucum и A. elongatum.

Все остальные образцы объединяются во второй клас
тер. Обособленное положение (ИБ = 100) в этом класте ре 
занимает образец твердой пшеницы сорта Харьков ская 21. 
Отдельный подкластер во втором кластере образуют ли-
нии и сорта ППГ (ППГ254, ППГ260, ППГ283, ППГ284, 
Оста, Снегиревская 10) и сорт ПЭГ (Рубежная). Предста-
вители ×T. cziczinii и сорта мягкой пшеницы объединились 
в еще один подкластер, внутри которого образцы двух 
видов дифференцированы, пусть и с небольшим значе-
нием индекса бутстрепа (ИБ = 58).

Спектры фрагментов представителей ×T. cziczinii были 
более сходны со спектрами T. aestivum, чем со спектрами 
A. glaucum и A. elongatum. Детектировано 10 фрагментов, 
присутствующих только у представителей рода Agro pyron, 
и 24 фрагмента, присутствующих только у T. aestivum и 
представителей двух подвидов ×Trititrigia. Но найдены 
также фрагменты, специфичные для A. glaucum, A. elon-
gatum и представителей ×T. cziczinii. Было детектировано 
три фрагмента, амплифицирующихся только у образцов 
рода Agropyron и у всех представителей ssp. Submitans и 
ssp. Perenne, а также один фрагмент, который амплифи-
цировался у образцов T. aestivum, а в спектрах A. glaucum, 
A. elongatum и ×T. cziczinii отсутствовал.

В ходе работы была проведена оценка внутривидового 
полиморфизма ×T. cziczinii. Уровень полиморфизма изуча-
емых образцов ×T. cziczinii составил 68.15 %. При этом у 
представителей подвида Submitans уровень полиморфизма 
был ниже, чем у представителей подвида Perenne (52.08 
и 61.07 % соответственно), что может быть объяснено 
мень шим числом образцов этого подвида, доступных 
для анализа.

Коэффициент генетического сходства Дайса между об
разцами ×T. cziczinii оказался достаточно высоким (сред
нее значение 0.855), он варьировал от 0.755 до 0.974. Мак
симальный уровень сходства между образцами подвида 
Perenne составил 0.974 (образцы 4015 и 209), минималь-
ный уровень сходства отмечен между образцами 24 и 3202 
(0.755). Среди образцов подвида Submitans этот показатель 
варьировал от 0.784 (между образцами 38 и 3305) до 0.961 
(между образцами 40 и 80).

На основании значений индексов генетического сход
ства выполнен анализ методом главных координат, отра
жающий различия между изучаемыми образцами ×T. czi - 
czinii (рис. 2). Как видно из приведенного графика, а также 
на дендрограмме, нет четкого разделения между образца-
ми двух подвидов. Это подтверждается также отсутствием 
фрагментов, специфичных для AFLPспектра определен-
ного подвида. Достаточно обособлены образцы подвида 
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Fig. 2. Differentiation of studied ×T. cziczinii Tsvel. samples by principal coordinate analysis based on AFLP data. 
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Perenne: 24, 249, 2491. Отдельную группу формируют 
также образцы 12, 33, 38, 166, 192 и ЗП26.

Обсуждение
Метод AFLPмаркирования достаточно широко исполь-
зуется для анализа генетического разнообразия трибы 
Triticeae (Khalighi et al., 2008; Colomba et al., 2011; Jensen et 
al., 2016; Горюнова и др., 2017; Садыгов и др., 2017). В на-
стоящем исследовании этот метод был впервые применен 
для анализа генетического разнообразия синтетического 
вида ×T. cziczinii Tsvel. и позволил выявить и оценить 
как внутривидовой полиморфизм, так и межвидовые раз-
личия. Были использованы две праймерные комбинации, 
ранее успешно примененные для оценки генетического 
разнообразия твердой пшеницы (Садыгов и др., 2017). 
Выбранные комбинации праймер/фермент оказались эф-
фективны и для анализируемой выборки (всего получено 
227 фрагментов), а уровень межвидового полиморфизма 
был достаточно высок и составил 98.68 %.

Уровень разнообразия внутри вида ×T. cziczinii был 
меньше (68.15 %). Однако, по сравнению с другими ис
следованиями внутривидового разнообразия представи
телей рода Triticum, его можно считать высоким. Так, при 
исследовании внутривидового полиморфизма разных 
видов пшеницы с помощью AFLPмаркирования уровень 
полиморфизма не превышал 64 % (Khan et al., 2014).  
Уровень генетического разнообразия, выявленный в ходе 
AFLPанализа 54 образцов синтетической гексаплоидной 
пшеницы, полученной путем скрещивания T. di coccum 
и A. tauschii, составил 39 %, что, как отмечают авторы 
(Lage et al., 2003), выше, чем у обычно наблюдаемого 
для культивируемых гексаплоидных пшениц уровня по-
лиморфизма (12–21 %). 

В AFLPспектрах образцов ×T. cziczinii преобладают 
компоненты пшеницы. В результате кластерного анализа 
полученных результатов установлено, что вид ×T. cziczinii 
является промежуточной формой и генетически ближе к 
роду Triticum, чем к роду Agropyron (см. рис. 1). Близость 
вида ×T. cziczinii к представителям рода Triticum под-
тверждается также данными, полученными в результате 
анализа электрофоретических спектров глиадина. Спект
ры глиадина ×T. cziczinii типичны для представителей 
рода Triticum, в них присутствовали также и отдельные 
компоненты проламинов пырея (Упелниек и др., 2012). 
Такая дифференциация вполне объяснима, ведь при полу-
чении ×T. cziczinii применялись сложные схемы скрещи-
ваний, в том числе возвратные скрещивания с пшеницей, 
для элиминации нежелательных признаков пырея.

Идентифицированные в настоящем исследовании фраг-
менты, специфичные для представителей ×T. cziczinii и 
изучаемых видов пырея, могут стать основой для создания 
маркеров, которые будут выявлять интрогрессии генетиче-
ского материала рода Agropyron в геноме представителей 
×T. сziczinii. Это может быть использовано в селекционной 
работе для отслеживания передачи генетического мате
риала пырея и последующей защиты и идентифика ции 
сортов/генотипов синтетического вида.

Поиск маркеров, позволяющих выявлять интрогресссии 
генетического материала в гибридных видах, был ранее 
проведен П.Ю. Крупиным с коллегами (2011). В своей 

работе они идентифицировали специфичные аллельные 
варианты для видов рода Agropyron и сорта пшенично
пырейного гибрида Истра 1 по шести микросателлитным 
локусам, отсутствующим у пшеницы. Однако следует за-
метить, что в это исследование был включен всего один 
образец ППГ, а размер аллелей микросателлитных локусов 
(п. н.) пшеницы, использованной авторами для сравнения, 
был взят из литературных данных.

Образцы ППГ формируют на дендрограмме отдельную 
группу (см. рис. 1), что, по всей видимости, связано с тем, 
что у этих гибридов в геноме встречаются отличные от 
×T. cziczinii комбинации хромосом от родительских форм. 
Однако средний коэффициент сходства между образцами 
ППГ и образцами мягкой пшеницы сопоставим с таковым 
между представителями ×T. cziczinii и образцами мягкой 
пшеницы (0.790 и 0.794 соответственно). Интересно, что 
вместе с образцами ППГ кластеризуется и образец ПЭГ 
(сорт Рубежная), возможно, изза похожего набора роди
тельских форм пшеницы, использованных для их созда
ния, а также изза сходства геномов элимуса и пырея.

В результате проведенной оценки внутривидового ге-
нетического разнообразия ×T. cziczinii не было выявлено 
достоверной дифференциации представителей подви
дов Submitans и Perenne (см. рис. 2). Кроме того, коэффи
циент генетического сходства между всеми изучаемыми 
образцами ×T. cziczinii совпадает со значениями этого 
показателя, выявленными для образцов внутри каждого 
подвида. Отметим обособленное положение на графике 
главных координат (см. рис. 2) образцов 24, 249, 2491, 
которые по описанию являются облигатно многолетними 
формами (см. Материалы и методы). Вероятно, именно эти 
образцы должны быть отнесены к ssp. Perenne. Однолет-
ние отрастающие и многолетние образцы 12, 33, 38, 166, 
192 и ЗП26 располагаются на графике главных координат 
отдельно от основной группы образцов, состоящей из 
линий, которые по определенным ботаническим характе-
ристикам, выделенным еще Н.В. Цициным, относятся к 
разным подвидам (см. рис. 2). Возможным объяснением 
полученного результата можно считать не окончательно 
выявленную природу основного признака, по которому 
эти подвиды разделены, – многолетность. Необходимо 
проведение дополнительных исследований, направлен-
ных на уточнение ботанических, а также генетических 
параметров, разделяющих изучаемые подвиды.

Таким образом, впервые проведен AFLPанализ пред
ставителей двух подвидов вида ×T. cziczinii Tsvel. (ssp. Sub- 
mitans и ssp. Perenne). Примененные комбинации прай
меров позволили выявить и оценить уровень внутриви-
дового полиморфизма ранее не изучавшегося синтетиче-
ского вида, а также генетические различия с видами рода 
Triticum и Agropyron. Определено, что, исходя из структу-
ры генома изучаемого вида, вид ×T. cziczinii генетически 
более близок к роду Triticum, чем к роду Agropyron, что 
вполне закономерно. Показан низкий уровень дифферен-
циации между представителями двух подвидов. Найдены 
фрагменты, специфичные для образцов рода Agropyron 
и ×T. cziczinii. Идентифицированные фрагменты могут 
стать основой для создания маркеров, которые будут вы-
являть интрогрессии генетического материала Agropyron 
в геноме представителей ×T. cziczinii.
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