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Актуальность. Голозерный ячмень является перспективной продовольственной культурой. Для увеличения его производства необходима 
активная селекционная работа по созданию высокопродуктивных сортов. Целью представленной работы является апробация STS-
маркера к гену Nud1, контролирующему пленчатость, для отбора голозерных гибридов ячменя. Материалы и методы. Генотипирование 
112 гибридов популяции F2, полученной с помощью скрещивания голозерного черноколосого сорта ‘Jet’ и пленчатого белоколосого сорта 
‘Эльф’, проводили с помощью праймеров wF2 и kR1, либо tR2, в режиме обычной ПЦР, которая позволила амплифицировать фрагменты 
рецессивного, либо доминантного аллелей гена Nud1, соответственно, а также в режиме мультиплексной ПЦР, позволяющей одновременно 
амплифицировать фрагменты и доминантного, и рецессивного аллелей гена Nud1. Данные генотипирования сопоставляли с фенотипами 
гибридов. Результаты и обсуждение. Показана возможность использования мультиплексной ПЦР с набором праймеров wF2, kR1, tR2 
для выявления доминантных и рецессивных аллелей гена Nud1 в гибридном материале. Однако, если наблюдаемая частота гибридов 
гомозиготных по рецессивному аллелю nud1 почти полностью соответствовала их ожидаемой частоте при моногенном типе наследования, 
то явное преобладание гомозигот по доминантному аллелю Nud1 и недостаток гетерозигот по сравнению с ожидаемыми частотами 
гибридов этих групп указывает на ошибочную идентификацию части гетерозигот как доминантных гомозигот, что нужно учитывать при 
отборе пленчатых форм с помощью генотипирования. Заключение. STS-маркер, амплифицируемый с помощью праймеров wF2, kR1, tR2, 
возможно использовать для отбора рецесcивных гомозигот nud1nud1 из гибридных популяций, однако для более надежной идентификации 
гетерозигот и гомозигот по доминантному аллелю гена Nud1 необходим дополнительный анализ.
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Background. Naked barley is a promising food crop. To enhance its production, active breeding is required to create productive varieties. The 
purpose of this study was to test the STS-marker for the Nud1 gene controlling the hulled phenotype, and use it for the production of naked barley 
hybrids. Materials and methods. Genotyping of 112 F2 hybrids obtained by crossing the naked black variety ‘Jet’ and the hulled white variety 
‘Elf’ was carried out using wF2 and kR1, or tR2 primers in the regular PCR mode to amplify the recessive or dominant alleles of the Nud1 gene, 
respectively, and also in the multiplex PCR mode, which allows simultaneous amplification of both dominant and recessive alleles of the Nud1 gene. 
The genotyping data were compared with those on phenotypes of hybrids. Results and discussion. The possibility of using multiplex PCR with a set 
of primers wF2, kR1, and tR2 for identifying dominant and recessive alleles of the Nud1 gene in hybrid material has been demonstrated. However, 
while the observed number of hybrids homozygous for the recessive allele nud1 almost completely corresponded to their expected number, the clear 
predominance of homozygotes for the dominant allele Nud1 and the lack of heterozygotes compared to the expected number of hybrids of these 
groups indicates erroneous identification of some heterozygotes as dominant homozygotes, which must be taken into account during selection of 
hulled barleys by genotyping. Conclusions. The STS-marker amplified by primers wF2, kR1, and tR2, can be used to select recessive homozygotes 
nud1nud1 from hybrid populations, however, additional analysis is required for a more reliable identification of heterozygotes and homozygotes for 
the dominant allele of the Nud1 gene.
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Введение

Ячмень является одной из древнейших зерновых куль-
тур, выращиваемых человеком. Несмотря на то, что эта 
культура обладает высокой пищевой ценностью, в насто-
ящее время ячмень используется в основном для произ-
водства солода, пива и корма для животных. Однако в 
последние годы возрождается интерес к использованию 
ячменя в качестве продукта питания для человека. Осо-
бое внимание привлекает голозерный ячмень, у кото-
рого цветковые чешуи не прирастают к зерну, в отли-
чие от пленчатого ячменя, имеющего плотно сросшиеся 
с зерновками цветковые чешуи. Зерно голозерных сортов 
ячменя превосходит зерно пленчатых сортов по содер-
жанию общего белка, незаменимых аминокислот, вита-
минов и минералов (Meints, Hayes, 2020), а повышенное 
содержание водорастворимых β-глюканов делает его пер-
спективным сырьем для производства функциональных 
продуктов питания (Polonskiy, Sumina, 2013). Кроме это-
го, зерно голозерного ячменя имеет повышенную кор-
мовую ценность. Так, добавление в рацион птицы зерна 
голозерных сортов ячменя повышало мясную продуктив-
ность гусят-бройлеров и яичную продуктивность несу-
шек перепела (Gryaznov, 2015).

Несмотря на явное превосходство голозерного ячме-
ня по химическому составу зерна, его урожайность усту-
пает пленчатым аналогам, в связи с чем он не приобре-
тает популярности и широкого распространения (Meints, 
Hayes, 2020). Для решения этой проблемы необходи-
ма активная селекционная работа по созданию высоко-
продуктивных сортов голозерного ячменя, пригодных 
для выращивания в различных почвенно-климатических 
зонах (Madakemohekar et al., 2018).

Ранее было показано, что основным геном, контро-
лирующим признак голозерности у ячменя, являет-
ся ген Nud1, картированный на длинном плече хромо-
сомы 7H. Он кодирует транскрипционный фактор из 
семейства ERF, который регулирует биосинтез липи-
дов, обеспечивающих срастание плодовых и цветковых 
чешуй зерновки (Taketa et al., 2008). Пленчатость зер-
новки является доминантным признаком (Nud1), голозер-
ность – рецессивным (nud1), обусловленным делецией 
почти 17 тысяч пн, перекрывающей ген Nud1 и прилежа-
щие районы. Известно четыре аллеля гена Nud1: nud1.a, 
nud1.b и nud1.c, полученных с помощью мутагенеза 
(Taketa et al., 2008), а также nud1.g, выявленного среди 
образцов голозерного ячменя тибетского происхождения 
(Yu et al., 2016). Предполагается, что рецессивный аллель 
nud1 отвечает за отсутствие липидного слоя между пери-
карпием зерновки и цветковыми чешуями, что обеспечи-
вает их свободное разделение при обмолоте. Однако био-
синтез липидов – сложный многоступенчатый процесс, 
в котором участвуют сотни генов. Кроме того, существует 
обширное генетическое разнообразие голозерных сортов 
ячменя из разных географических регионов. При прове-

дении GWAS анализа (от англ. genome-wide association 
studies) у этих сортов были выявлены дополнительные 
гены, которые были связаны с адаптацией к условиям 
произрастания, но не с голозерным фенотипом (Lukina 
et al., 2022). Дополнительный поиск направлен на выяв-
ление совместного наследования гена Nud1 с локуса-
ми, определяющими экологическую адаптацию ячменя 
из различных регионов. На основе данных секвениро-
вания локуса Nud1 были разработаны праймеры wF2, 
kR1, и tR2, с помощью которых можно выявить фраг-
мент аллельного варианта гена Nud1, характеризующий-
ся делецией в 17 тысяч пн, которая обуславливает голо-
зерный фенотип (рис. 1). Разработанный STS-маркер (от 
англ. Sequence-Tagged Sites) был использован для геноти-
пирования различных коллекций ячменя. Так, при гено-
типировании 259 образцов, 100 голозерных имели выяв-
ленную делецию, тогда как 159 пленчатых ее не имели 
(Taketa et al., 2008).

Однако, помимо основного локуса на хромосоме 7H, 
ассоциативный анализ (GWAS) выявил у голозерных 
форм локусы на хромосомах 2H, 3H и 6H, которые были 
специфичны для отдельных выборок, отличающихся гео-
графическим происхождением и формой колоса (Wabila 
et al., 2019). ПЦР-анализ с использованием разработан-
ных праймеров wF2, kR1, tR2 и секвенирование ДНК 
образцов ячменя, используемых в ассоциативном ана-
лизе, показали, что среди 90 голозерных образцов деле-
ция 17 тысяч пн, включая ген Nud1, присутствует у 89. 
Делеция не была обнаружена лишь у одного из голозер-
ных образцов эфиопского происхождения, однако он 
имел промежуточный фенотип с частично прилегающи-
ми пленками. Все проанализированные пленчатые образ-
цы в количестве 435 штук не имели выявленной делеции. 
Таким образом, наличие делеции является диагностиче-
ским признаком голозерных образцов. При этом выявлен-
ные дополнительные локусы на хромосомах 2H, 3H и 6H, 
по-видимому, не связаны напрямую с голозерностью. 
Предполагается, что эти локусы представляют собой 
генетические следы отбора по другим адаптивным или 
хозяйственно ценным признакам в различных географи-
ческих группах голозерного ячменя (Wabila et al., 2019).

Разработанные праймеры (Taketa et al., 2008) показа-
ли высокую диагностическую эффективность при анали-
зе коллекционных образцов ячменя. Однако, поскольку 
при амплификации с их помощью доминантных и рецес-
сивных аллелей гена Nud1 образуются ПЦР-продукты 
различной длины (853 и 785 пн, соответственно), пред-
ложенные праймеры представляют собой перспективные 
ДНК-маркеры для генотипирования не только коллекци-
онного, но и селекционного гибридного материала. При 
совместном использовании комбинации из трех прайме-
ров возможно выявить доминантные и рецессивные алле-
ли гена Nud1 как в гомозиготном, так и в гетерозиготном 
состоянии. В представленном исследовании была впер-
вые проведена апробация STS-маркера, разработанно-
го на основании нуклеотидной последовательности гена 
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Рис. 1. Схематическое изображение доминантного и рецессивного аллелей гена Nud1, 
контролирующего признак пленчатости у ячменя. 

Места отжига праймеров для амплификации аллелей гена Nud1 показаны разноцветными стрелками, 
указаны длины ожидаемых ПЦР-продуктов в парах нуклеотидов (по Taketa et al., 2008).

Fig. 1. Schematic representation of the dominant and recessive alleles of the Nud1 gene controlling 
the hulled phenotype of barley. 

The annealing sites of primers for the amplification of the Nud1 gene alleles are shown by arrows of different 
color; the length of the expected PCR products is indicated in base pairs (according to Taketa et al., 2008).

Nud1 и его окружения, для генотипирования популяции 
гибридных растений ячменя, расщепляющейся по при-
знаку пленчатость/голозерность.

Материалы и методы

Растительный материал. Для апробации ДНК-мар-
кера, представляющего собой фрагмент гена Nud1, 
использовали гибридную популяцию, получен-
ную в результате скрещивания голозерного сорта ‘Jet’ 
(к-18703, ВИР) с черной окраской зерновки и пленчато-
го белоколосого сорта ‘Эльф’ (к-30174, ВИР), являющих-
ся донорами генов устойчивости к пыльной головне Run6 
и Run8, соответственно (Pomortsev et al., 2000; Bechtold, 
2017). Популяция была разработана для пирамидирова-
ния генов устойчивости к пыльной головне. Она насчи-
тывала 112 гибридных растений поколения F2. Расте-
ния выращивали в гидропонной теплице ИЦиГ СО РАН 
(Новосибирск), при созревании зерновок у растений учи-
тывали признак пленчатость/голозерность.

Генотипирование с помощью ПЦР. ДНК гибридных 
растений выделяли из молодых листьев с помощью мето-
дики, предложенной Е. Плашке с соавторами (Plaschke 
et al., 1995). Оценку качества и количества выделен-
ной ДНК производили с помощью аналитического элек-
трофореза с маркером длины фрагментов 100 bp plus 
ladder (BIORON, GmbH, Германия). ДНК анализировали 
с помощью ПЦР с использованием STS-маркера, ампли-
фицированного с использованием прямого праймера 
wF2 и двух обратных праймеров kR1 и tR2 (Taketa et al., 
2008). ПЦР проводили в реакционной смеси объемом 
20 мкл, содержащей 5 мкл ДНК, 1,8 мM МgCl2, 6 мкл 
H2O, по 0,2 мM каждого дНТФ, по 1 мкМ праймеров wF2 
и kR1 (I), либо tR2 (II), специфически амплифицирую-

щих фрагменты рецессивного, либо доминантного алле-
лей гена Nud1, соответственно, либо (III) 1 мкМ прямо-
го wF2 и двух обратных праймеров kR1 и tR2 по 0,5 мМ 
каждого, амплифицирующих одновременно фрагменты 
рецессивного и доминантного аллелей гена Nud1 (табл. 1, 
см. рис. 1), 1 ед. ДНК-полимеразы Taq в амплификаторе 
в режиме TOCHDOWN: 13 циклов: прогрев реакцион-
ной смеси – 2 минуты при 94°С, денатурация – 15 секунд 
при 94°С, отжиг матрицы с праймерами – 30 секунд при 
65°С с понижением на 0,7°С/цикл), полимеризация – 45 с 
при 72°C; число циклов – 24: денатурация – 15 секунд 
при 94°С, отжиг матрицы с праймерами – 30 секунд при 
56°С, полимеризация – 30 с при 72°C; финальная элонга-
ция для достраивания всех одноцепочечных ПЦР-фраг-
ментов ДНК – 5 минут при 72°С. Продукты ампли-
фикации анализировали с помощью электрофореза 
в 2% агарозном геле и фотографировали в проходящем 
УФ-свете с помощью гель-документирующей системы 
Gel Doc XR+ (Bio-Rad, США).

Результаты

Апробация STS-маркера гена Nud1 в мультиплекс-
ной ПЦР. Для апробации STS-маркера, разработанно-
го на основании нуклеотидной последовательности гена 
Nud1 и его окружения, использовали гибриды второго 
поколения F2 из популяции ‘Jet’ × ‘Эльф’. В качестве при-
мера на рисунке 2 приведены электрофореграммы про-
дуктов ПЦР, полученных при амплификации ДНК роди-
тельских форм и 13 гибридов этой популяции с помощью 
трех комбинаций праймеров. С помощью праймеров 
wF2 и tR2 с использованием ДНК индивидуальных рас-
тений, в случае всех пленчатых образцов были получе-
ны ПЦР-продуты длиной 853 пн, соответствующие доми-
нантному аллелю Nud1, тогда как в случае голозерных 
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Таблица 1. Праймеры и их комбинации для амплификации рецессивного и доминантного аллелей 
гена Nud1 по отдельности (комбинации I и II), либо совместно (III) (по Taketa et al., 2008)

Table 1. Primers and their combinations for the amplification of recessive and dominant alleles of the 
Nud1 gene separately (combinations I and II), or together (III) (according to Taketa et al., 2008)

Комбинация 
праймеров/ 

Primer 
combination

Название 
праймера/ Primer 

name

Структура праймера/ 
Primer structure, 

5’→3’

Длина ПЦР-продукта, пн/  
PCR product length, bp Аллели/ Alleles

I wF2 gcttgcagttacagagctactactac 785 nud1kR1 cctcaccacttaaccatgtctg

II wF2 gcttgcagttacagagctactactac 853 Nud1tR2 gcggtcctttctttccagt

III
wF2 gcttgcagttacagagctactactac

785, 853 Nud1, nud1kR1 cctcaccacttaaccatgtctg
tR2 gcggtcctttctttccagt

Рис. 2. Электрофореграммы продуктов ПЦР, полученных с использованием комбинаций 
праймеров wF2 + tR2 (А), wF2 + kR1 (Б) и wF2 + tR2 + kR1 (В) и ДНК сортов ‘Jet’ (1), ‘Эльф’ (2) 

и гибридов поколения F2 (3-15), полученных в результате их скрещивания. 
Маркер длины фрагментов ДНК 100 bp нанесен на первую дорожку. Сокращения: Г – голозерный, П – пленчатый

Fig. 2. Electrophoregrams of PCR products obtained using combinations of primers wF2 + tR2 (A), 
wF2 + kR1 (Б), wF2 + tR2 + kR1 (В), and DNA of varieties ‘Jet’ (1), ‘Elf’ (2) and F2 hybrids (3-15) from 

their crossing. 
A 100 bp marker was applied to the first row. Abbreviations: Г – naked, П – hulled
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образцов ПЦР-продуктов получено не было (нуль-ал-
лель) (рис. 2А). При амплификации фрагментов ДНК 
тех же образцов с помощью праймеров wF2 и kR1, все 
пленчатые образцы имели нуль-аллель, а голозерные – 
ПЦР-продукты длиной 785 пн, соответствующие рецес-
сивному аллелю nud1 (рис. 2Б). Были выявлены три гете-
розиготных образца (№8, 13, 14): при использовании 
ДНК этих растений в качестве матрицы в двух параллель-
ных реакциях были амплифицированы фрагменты доми-
нантного и рецессивного аллелей, соответственно (отме-
чены красными звездочками на рис. 2А, 2Б). С помощью 
мультиплексной ПЦР с использованием одного прямого 
wF2 и двух обратных праймеров kR1, tR2 у этих образ-
цов были одновременно амплифицированы фрагменты 
обоих аллелей гена Nud1. Наличие двух ПЦР-фрагментов 
послужило доказательством гетерозиготности трех образ-
цов (отмечены красными звездочками на рис. 2В). Таким 
образом, используя комбинацию трех праймеров, возмож-

но выявлять обладателей доминантного и рецессивного 
аллелей одновременно и уже на стадии проростков пред-
сказать фенотип будущего зерна, в том числе определить 
находится ли ген Nud1 в гомозиготном или гетерозигот-
ном состоянии, тогда как по фенотипу отличить пленча-
тые гомозиготные гибриды от гетерозиготных невозмож-
но.

Генотипирование популяции F2 ‘Jet’ × ‘Эльф’ по 
гену Nud1. Популяция F2 ‘Jet’ × ‘Эльф’, расщепляющая-
ся независимо по признакам пленчатости, окраски коло-
са, а также устойчивости к пыльной головне, была гено-
типирована с помощью трех праймеров, позволяющих 
амплифицировать фрагменты доминантного и рецессив-
ного аллелей гена Nud1 одновременно. Полученные дан-
ные о генотипах были сопоставлены с фенотипом гибри-
дов. Всего было выявлено четыре фенотипических класса 
гибридов ячменя: черный голозерный, черный пленча-
тый, белый голозерный, белый пленчатый (рис. 3).

Рис. 3. Фенотипические классы гибридов популяции F2 ‘Jet’ × 
‘Эльф’ и их количественные соотношения.

Fig. 3. Phenotypic classes of ‘Jet’ × ‘Elf’ F2 hybrids and their quantitative ratios.
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Расщепление в популяции по признакам окраски 
зерновки и пленчатости соответствовало моногенно-
му (χ2 =2,33, p = 0,13 и χ2 = 3,05, p = 0,08, соответствен-
но) (табл. 2). Так, из 112 гибридов 76 были пленчатыми, 
а 36 – голозерными. При генотипировании этих гибридов 
с помощью маркера к гену Nud1 было выявлено три гено-
типических класса Nud1Nud1, Nud1nud1 и nud1nud1 в соот-
ношении 39:44:29, соответственно. Однако наблюдаемое 
расщепление по генотипу не соответствовало ожидае-
мому моногенному расщеплению 1:2:1. Число рецессив-
ных гомозигот по гену Nud1 почти полностью совпадала 
с ожидаемым количеством гомозигот (29 против 28), тог-
да как в классе гетерозигот наблюдалось меньшее коли-
чество гибридов по сравнению с ожидаемым их количе-
ством (44 против 56), а в классе доминантных гомозигот, 
напротив, наблюдалось большее количество растений по 
сравнению с ожидаемым их количеством (39 против 28). 

На основе анализа расщепления по генотипу можно пред-
положить, что некоторые гетерозиготы могли быть оши-
бочно идентифицированы как доминантные гомозиго-
ты. Однако, если объединить в одну группу доминантные 
гомозиготные и гетерозиготные гибриды, расщепление 
по фенотипу будет соответствовать ожидаемому моноген-
ному 3:1.

Таким образом, с помощью мультиплексной ПЦР 
с использованием праймеров, специфичных для алле-
лей гена Nud1 (Taketa et al., 2008), можно достаточно точ-
но выявить голозерные гибриды, гомозиготные по алле-
лю nud1, а также пленчатые гомозиготные по аллелю 
Nud1 и гетерозиготные гибриды, однако часть гетерозигот 
может быть ошибочно идентифицирована как доминант-
ные гомозиготы, что необходимо учитывать при отборе 
пленчатых форм.

Таблица 2. Расщепление в популяции F2 по признакам цвета колоса и пленчатости/голозерности
Table 2. Segregation in the F2 population for spike color and hulled/naked phenotype

Оценка 
фенотипа/ 
Phenotype 
evaluation

Признак/ 
Trait

Группы/ 
Groups

Число растений/  
Number of plants Расщепл./ 

Segregation 
ratio

Χ2 p<Набл./ 
Observed

Ожид./ 
Expected

Всего/ 
Total

визуальное 
фенотипирование

черный/ 
белый

Blp1- (Ч) 91 84 112 3:1 2,33 0,13
blp1blp1 (Б) 21 28

пленчатый/ 
голозерный

Nud1-(П) 76 84 112 3:1 3,05 0,08
nud1nud1 (Г) 36 28

генотипирование 
с помощью ДНК-
маркеров

пленчатый/ 
голозерный

Nud1Nud1 (П) 39 28
112 1:2:1 6,93 0,03Nud1nud1 (П) 44 56

nud1nud1 (Г) 29 28

пленчатый/ 
голозерный

Nud1Nud1 + 
Nud1nud1 (П) 83 84 112 3:1 0,05 0,83
nud1nud1 (Г) 29 28

Обсуждение

Голозерный ячмень является перспективной продо-
вольственной культурой. Однако его урожайность усту-
пает пленчатым аналогам, в связи с чем он не приобре-
тает популярности и широкого распространения (Meints, 
Hayes, 2020). Тем не менее, существует стойкий инте-
рес к выведению высокоурожайных голозерных сортов, 
в том числе с использованием современных методов 
генетического редактирования (Gerasimova et al., 2020; 
Meints, Hayes, 2020; Tetyannikov, Bome, 2020). При клас-
сической селекции отбор голозерных гибридов проводят 
на стадии созревания зерна, что делает выведение таких 
сортов трудоемким и длительным процессом. В частно-
сти, если в этом процессе участвуют пленчатые формы, 
ввиду моногенного наследования и рецессивности при-
знака голозерности, три четверти пленчатых гибридов 

поколения F2 будут отбракованы лишь после достижения 
стадии взрослого растения, при этом могут быть отбра-
кованы, в том числе, гетерозиготы Nud1nud1 c удачными 
комбинациями генов, контролирующими ценные призна-
ки, среди потомков которых возможно отобрать голозер-
ные гибриды в последующих поколениях.

Предложенные праймеры для выявления делеции 
в 17 тысяч пн, которая отличает доминантный аллель 
гена Nud1 от рецессивного nud1, были ранее исполь-
зованы для генотипирования коллекционных образцов 
ячменя (Taketa et al., 2008). В настоящем исследовании 
данные праймеры, позволяющие амплифицировать кодо-
минантный STS-маркер, были использованы для геноти-
пирования гибридных растений. В целом показано, что 
с помощью мультиплексной ПЦР с использованием этих 
праймеров возможно достаточно точно выявить голозер-
ные гибриды, гомозиготные по аллелю nud1, однако неко-
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торые пленчатые гетерозиготные гибриды в работе были 
ошибочно идентифицированы как доминантные гомози-
готы, на что указывает отклонение наблюдаемого расще-
пления по генотипу в популяции гибридов от ожидаемо-
го моногенного. Одной из возможных причин отклонения 
наблюдаемого расщепления от ожидаемого могут являть-
ся замены в местах отжига подобранных праймеров, в 
результате чего происходит снижение эффективности 
амплификации одного из аллелей, в приведенном слу-
чае – фрагмента рецессивного аллеля nud1.

Помимо отбора голозерных гибридных растений 
ячменя, при селекции существует необходимость пере-
нести ценные гены от голозерных форм пленчатым, как, 
например, ген устойчивости к пыльной головне Run6 
голозерного сорта ‘Jet’. При использовании для решения 
этой задачи разработанных праймеров (Taketa et al., 2008) 
необходимо учитывать то, что часть отобранных с помо-
щью генотипирования пленчатых гомозигот может в ито-
ге оказаться гетерозиготами.

Подбор альтернативного набора праймеров к выяв-
ленным аллельным вариантам гена Nud1 с привлечени-
ем данных пангенома ячменя (Jayakodi et al., 2020) позво-
лит более эффективно дифференцировать гомозиготные 
и гетерозиготные по доминантному аллелю гена Nud1 
пленчатые гибриды.
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