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Крахмал является составной частью зерна злаковых культур (в том числе ячменя), его содержание и свойства 

существенно влияют на переработку и качество продукции. Одним из методов, обеспечивающих увеличение варьиро-

вания содержания крахмала и амилозы в крахмале, является химический мутагенез. Химические мутагены обеспечивают 

возможность получения новых аллельных вариаций, гены которых участвуют в биосинтезе крахмала. Для создания му-

тантных популяций ячменя в нашем исследовании использован химический мутаген фосфемид с концентрациями рас-

твора 0.002% и 0.01%. Из семян двух образцов ячменя (Зерноградский-813, к-30453, Россия, var. erectum; Dz02-129, к-

22934, Эфиопия var. nigripallidum) из мировой коллекции Всероссийского института генетических ресурсов им. Н.И. 

Вавилова после обработки мутагеном в полевых условиях были выращены и оценены по комплексу селекционных при-

знаков три мутантных поколения (М1, М2, М3). В зерне мутантных и контрольных популяций второго (М2) и третьего 

(М3) поколений определено содержание крахмала А и Б, а также содержание амилозы в крахмале. 

Применение мутагена приводило к достоверному снижению массовой доли амилозы в крахмале изученных об-

разцов во втором (М2) мутантном поколении. В третьем (М3) поколении ингибирующее действие сохранилось только 

у образца Dz02-129. В зерне сорта Зерноградский 813 в М3 содержание крахмала и амилозы в крахмале было выше кон-

троля. Отбор форм с повышенным содержанием амилозы в крахмале, имеющих потенциальную ценность для перераба-

тывающей промышленности, целесообразно проводить, начиная с М3. 

Ключевые слова: химический мутаген, фосфемид, крахмал А, крахмал Б, мезга, мутантное поколение растений. 

Введение 

Зерно ячменя широко используется в качестве корма для животных, сырья для пивоварения, основ-

ного источника пищи в некоторых регионах мира, а также ценится как компонент здорового питания [1–3]. 

Соотношение амилозы и амилопектина, двух компонентов в крахмале ячменя, влияет на свойства крахмала 

и, как следствие, на качество продуктов питания 

и кормов [4]. 

Стресс-факторы могут нарушить нормаль-

ный уровень крахмала в тканях растений, рассмат-

риваемый как резервуар для сахара и регулирую-

щий баланс углерода [5]. Описано уменьшение 

массовой доли амилозы в крахмале зерна пшеницы 

под влиянием химического мутагена этилметан-

сульфоната (ЭМС) [6]. Авторы не обнаружили раз-
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личий по форме и размерам гранул крахмала, извлеченного из зерна контрольных и опытных образцов. По-

хожие результаты получены при исследовании клубней кассавы, в которых мутагенное воздействие привело 

к снижению массовой доли амилозы до 14.8%, по сравнению с исходным материалом [7]. Об увеличении 

содержания амилозы в крахмале зерна ячменя сообщают Morell et.al. [8]. 

Нами для индукции мутаций у пшеницы, ячменя, льна используется химический мутаген фосфе-

мид [9–14]. Идентифицированы морфологические изменения растений в период вегетации (высота расте-

ний, линейные размеры листьев, соцветий). Для оценки физиологического состояния использована экспресс-

диагностика динамики накопления и деградации хлорофилла в листьях на основе показаний оптического 

счетчика SPAD 502plus. Определена устойчивость растений к воздействию абиотических и биотических 

факторов окружающей среды. Для понимания биохимических процессов, протекающих в растительном ор-

ганизме под влиянием мутагена, проводится изучение содержания крахмала и амилозы в крахмале мутант-

ных форм ячменя [15]. 

Цель настоящей работы – исследование влияния химического мутагена фосфемида на изменение мас-

совой доли амилозы в крахмале, извлеченном из зерна двух мутантных популяций ячменя. 

Экспериментальная часть 

В качестве объекта исследования были взяты семена мутантных популяций ячменя второго (М2) 

и третьего поколений (М3) созданных на основе двух образцов из мировой коллекции Всероссийского ин-

ститута генетических ресурсов растений им. Н.И. Вавилова (Зерноградский-813, к-30453, Россия, var. erec-

tum; Dz02-129, к-22934, Эфиопия var. nigripallidum). 

Для получения первого поколения (М1) по 300 сухих семян каждого образца в Институте биологии 

Тюменского государственного университета (ТюмГУ) обрабатывались водным раствором препарата фосфе-

мид (ди-(этиленимид)-пиримидил-2-амидофосфорная кислота) в концентрациях 0.002% (2·10-3 М) и 0.01% 

(1·10-2 М), экспозиция 3 ч. Затем семена промывали в проточной водопроводной воде в течение 40 мин. 

Контроль – семена, выдержанные в дистиллированной воде. Синтез фосфемида был осуществлен в лабора-

тории физических и химических методов анализа на Химическом факультете Московского государствен-

ного университета им. М.В. Ломоносова (МГУ) профессором Е.В. Бабаевым. 

Полевое исследование мутантных популяций проводили в 2016–2018 гг. на экспериментальном 

участке биостанции ТюмГУ «Озеро Кучак» на окультуренной дерново-подзолистой почве, супесчаной по 

гранулометрическому составу (содержание гумуса 3.67%, рН – 6.6). Биостанция расположена в Нижнетав-

динском районе Тюменской области. 

Посев контрольных и опытных вариантов осуществляли по 25 семян в 4-кратной повторности на де-

лянках с длиной рядка 1 м, число рядков 2, междурядье 15 см, глубина посева 5–6 см, расстояние между 

растениями в рядке – 10 см. Второе и третье поколение высевали на делянках с учетной площадью 1 м2, 

повторность 4-кратная. 

Семена контрольных и мутантных популяций второго (М2) и третьего (М3) поколений были переданы 

в ВНИИ крахмалопродуктов – филиал ФГБНУ «ФНЦ пищевых систем им. В.М. Горбатова» РАН. Семена 

первого поколения (М1) в исследование не включали из-за недостаточного количества для биохимического 

анализа. Также семена мутантных популяций находятся на хранении в генофонде Института биологии Тю-

менского государственного университета. 

Содержание крахмала в зерне ячменя определяли поляриметрическим методом Эверса [16], ГОСТ 

10845-98; массовую долю сухих веществ (влажность зерна) – весовым методом, описанным Н.Р. Андреевым, 

Н.И. Филипповой [17], ГОСТ 13586.5-93. Для количественного определения амилозы в крахмале использо-

вали фотоколометрический метод [18], ГОСТ ISO 6647-1-2015. 

Переработка зерна ячменя на крахмал и побочные продукты осуществлялась сернистокислотным ме-

тодом на лабораторной установке «завод на 

столе», разработанной ВНИИ крахмалопродуктов. 

Навески ячменя массой 75 г замачивали 

в 0.4%-ном растворе метабисульфита натрия в тече-

ние 48 ч при температуре 48–50 °С. По окончании 

процесса замачивания полученный зерновой экс-

тракт отделяли от зерна, емкость заполняли водой 

и выдерживали смесь в течение 3 ч при температуре 
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45 °С. Затем промывную воду отделяли от зерна, добавляли 150 мл воды, нагретой до 40 °С, и измельчали 

водно-зерновую смесь на блендере Braun в течение 3 мин. 

В каждую пробу с измельченным и обрушенным зерном добавляли фермент Viscoferm (компании 

Novozymes, Дания) из расчета 0.2 г/кг зерна. Ферментировали при постоянном перемешивании в течение 4 ч 

при рН 4.6 и температуре 50 °С. Для снижения водородного показателя зерновой массы использовали 1 N 

соляную кислоту. После ферментации отделенную на центрифуге зерновую массу разбавляли водой до мас-

совой доли СВ 18–20% и семикратно промывали на капроновом сите №70 для отделения крахмалобелковой 

суспензии от клетчатки (мезги). Промытую до йодной пробы мезгу высушивали и определяли массу мезги 

и массовую долю в ней крахмала. Крахмальные суспензии фильтровали через бумажный фильтр на воронке 

Бунзена под вакуумом. Полученные образцы высушивали для определения их массы (выхода продуктов из 

переработанного зерна – крахмала А, крахмала Б, мезги). 

Обсуждение результатов 

В литературе описана потеря крахмала в листьях Hordeum vulgare L. в ответ на абиотический стресс [19, 

20]. В нашем исследовании в качестве стресс-фактора рассматривается химический мутаген фосфемид. 

Определение массовой доли крахмала на сухое вещество показало, что у образцов Зерноградский 813 

и Dz02-129 обработка семян мутагеном не привела к потере крахмала в зерне (табл.). 

Высокое содержание воды в зерне влияет на пищевую ценность зерна, его сохранность, переработку, 

способствует развитию микроорганизмов [21]. По нашим данным, влажность зерна соответствовала требо-

ваниям ГОСТ 13586.5-93. 

Гранулы крахмала, получаемого при экстракции, могут значительно различаться по размерам [22]. 

Принято крахмал, гранулы которого характеризуются размерами более 10 мкм, относить к крахмалу А, в 

котором массовая доля белка менее 0.6%. В крахмале Б размеры гранул менее 10 мкм, они сложно отделя-

ются от белкового компонента, поэтому массовая доля белка относительно высокая и составляет 15–20%. 

Анализ выхода крахмала А при переработке зерна М2 выявил статистически достоверное различие с кон-

тролем (на 5.7% меньше) у сорта Зерноградский 813 в варианте с концентрацией фосфемида 0.002%. Наиболь-

ший выход мезги у исследуемых генотипов отмечен при слабой концентрации раствора мутагена (рис. 1). 

В зерне М3 мутантные популяции образца Dz02-129 по данному показателю не отличались от контроль-

ных образцов. В зерне опытных вариантов (0.002 и 0.01%) сорта Зерноградский 813 наблюдалось увеличение 

содержания крахмала А. При сравнении зерна, выращенного в разных условиях вегетационных периодов 2017 

и 2018 годов, в вариантах без фосфемида у Dz02-129 различий по крахмалу А не обнаружено. Выход крахмала 

А у сорта Зерноградский 813 в условиях 2018 году снизился на 4.9%. Только в одном случае концентрация 

мутагена 0.01% (Зерноградский 813) способствовала снижению выхода крахмала Б на 2.4%, что может быть 

связано с изменением размеров крахмальных гранул. Уменьшение выхода мезги в этом варианте, по сравне-

нию с контрольным образцом, позволяет предположить об изменениях структуры эндосперма. 

Таким образом, у сорта Зерноградский 813 негативное влияние химического мутагена фосфемида (кон-

центрация 0.002%) на выход крахмала в зерне, проявившееся в М2, не обнаружено в М3, более того, превыше-

ние опытных вариантов над контролем составило 3.7–6.8%. Выход мезги, полученный при переработке зерна 

мутантной популяции, был на 1.9% больше, чем в контроле, что может быть связано с недостаточно полным 

восстановлением данного сорта от воздействия мутагенного фактора. Зерно третьего поколения образца Dz02-

129 с применением фосфемида также характеризовалось повышенным выходом мезги по сравнению с контро-

лем (на 2.6%) при незначительно различающихся показателях крахмалов. 

Влияние химического мутагена на влажность и содержание массовой доли крахмала в зерне ячменя 

во втором (М2) и третьем поколении (М3), 2017–2018 гг. 

Образец 
Вариант 

опыта 

Второе поколение (М2) Третье поколение (М3) 

влажность, % 
массовая доля крах-

мала, % АСВ зерна* 
влажность, % 

массовая доля крах-

мала, % АСВ зерна 

Dz02-129 

Контроль 7.8 53.9 8.4 56.1 

0,002% 7.4 54.7 8.1 56.3 

0,01% 7.5 54.2 8.7 55.9 

Зерноградский 

813 

Контроль 7.7 58.4 7.9 61.0 

0,002% 7.6 58.7 8.2 59.9 

0,01% 7.0 58.8 8.3 60.5 

Примечание: * АСВ – абсолютно сухое вещество 
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Рис. 1. Выход извлекаемых 

продуктов из зерна ячменя 

второго (М2) и третьего (М3) 

поколения в контрольных и 

опытных вариантах, %, 2017–

2018 гг. 

Крахмалы хранятся в виде нерастворимых в воде гранул в хлоропластах листьев и в амилопластах дру-

гих тканей растений. Гранулы представляют собой относительно плотные частицы компактных молекул с по-

лукристаллическими свойствами [23]. Сравнительная антология сканирующих электронных микрофотогра-

фий гранул крахмала из 54 растительных источников, различающихся по размерам от крупных (100 мкм) до 

очень маленьких (0.2 мкм), и формам, опубликована Jane et al. [24]. В нашем исследовании выявлено, что крах-

мал во всех образцах представлен как мелкими, так и более крупными гранулами сферической формы. 

Обработка мутагеном не приводила к изменениям морфологии гранул крахмала, что можно видеть на 

микрофотографиях сорта Зерноградский (рис. 2). 

Крахмальные гранулы состоят из двух типов полисахаридов: линейной амилозы, содержание которой 

обычно составляет 20–30%, и разветвленного амилопектина [25]. В пределах амилопластов синтез амилозы 

достигается благодаря ферменту GBSS (granule-bound starch synthase), который также называют waxy-про-

теин. Waxy-протеины кодируются генами под названиями вакси Wx или wx. Каждый неактивный wx – ре-

цессивный аллель вызывает снижение до определенного уровня содержания амилозы в зерне пшеницы [26]. 

Изменения в содержании амилозы могут влиять на физико-химические и функциональные свойства 

крахмала и, как следствие, возможности его использования в различных промышленных целях [27]. 

Химический мутагенез может приводить к нарушению структуры крахмала, деформации крахмаль-

ных гранул, изменению соотношения амилозы и амилопектина. Применение фосфемида в концентрации 

0.002% на образце Dz02-129 приводило к статистически достоверному уменьшению содержания массовой 

доли амилозы в крахмале, экстрагированном из зерна второго (М2) и третьего (М3) поколений, по сравнению 

с контролем на 5.2–5.8% соответственно (рис. 3). 

У сорта Зерноградский 813 ингибирующее влияние фосфемида на содержание амилозы отмечено 

только в М2 при концентрации 0.002% (на 6.0% меньше контроля); в М3 показатель амилозы увеличивался 

в вариантах с мутагеном на 1.3–2.5%. Полученные данные позволяют предположить, что фосфемид (кон-

центрация 0.002%) в более раннем втором мутантном поколении вызывает частичную блокировку синтеза 

амилозы в выделяемом крахмале образцов Dz02-129 и Зерноградский 813. 

Восстановление показателя до уровня контроля и выше в третьем поколении (М3) у большинства ва-

риантов с высокой концентрацией раствора мутагена (0.01%) может быть связано с фактором отбора расте-

ний, обладающих высокой биологической устойчивостью. 

Анализ экспериментальных данных показал, что в первом (М1) и втором поколениях (М2) семена ис-

ходных образцов на обработку фосфемидом (особенно при концентрации 0,01%) отвечали нарушением про-

цессов прорастания, что проявилось в показателях полевой всхожести. Сорт Зерноградский 813 имел поле-

вую всхожесть меньше контроля на 42.0%, а образец Dz02-129 – на 24.0%; выживаемость растений в течение 

вегетационного периода превышала контроль и составила 93.3–100.0%. Высокая концентрация мутагена 

приводила к снижению количества полноценных всходов, однако в дальнейшем растения проявляли высо-

кую устойчивость к биотическим и абиотическим факторам окружающей среды. Ингибирующий эффект 

мутагена был ярко выражен в первых двух поколениях (М1 и М2) и полностью отсутствовал в третьем поко-

лении (М3). Прорастание семян и формирование всходов в М3 (май 2018 г.) проходили при пониженной 

среднесуточной температуре воздуха (на 3.1 °С ниже нормы) и избыточном количестве осадков (182% по 

отношению к норме). В этих условиях отмечены низкие показатели полевой всхожести семян в контроле 

(36.3–45.0%). В мутантных популяциях наблюдалось статистически достоверное увеличение всхожести (на 

18.7–20.7% – Dz02-129; 20.9% – Зерноградский 813). 
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Рис. 2. SEM фотографии крахмала ячменя 

до и после обработки зерна различными 

концентрациями мутагена (сорт Зерноградский 

813).  

 

Рис. 3. Массовая доля амилозы 

в крахмале, экстрагируемом из зерна 

ячменя второго (М2) и третьего (М3) 

поколений, в сравнении с контролем, 

%, 2017–2018 гг.  

Известно, что ремобилизация крахмала под воздействием стресса является альтернативным источни-

ком энергии и углерода, что способствует получению высококачественных семян даже в неблагоприятных 

условиях [5]. 

Выводы 

Для отбора форм растений ячменя с высоким качеством зерна необходимо понимание синтеза крах-

мала. Ставилась задача проследить за изменениями содержания крахмала в зерне ячменя под влиянием хи-

мического мутагена фосфемида в разных концентрациях (0.002 и 0.01%). 

Ингибирующий эффект мутагена по массовой доле амилозы у сорта Зерноградский 813 проявился 

только во втором мутантном поколении М2 и не обнаружен в более позднем третьем поколении М3. Приме-

нение фосфемида на образце Dz02-129 при концентрации 0.002% приводило к снижению показателя в М2 и 

М3; при концентрации 0.01% различий с контролем не обнаружено. 

Стабилизация показателей выхода крахмала в вариантах с фосфемидом относительно контроля отме-

чена в исследуемых образцах зерна третьего поколения М3. У семян мутантных популяций М3 отмечено 

статистически достоверное увеличение полевой всхожести по сравнению с контролем, что позволяет пред-

положить возможность ремобилизации синтеза крахмала под воздействием стресс-фактора. 
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Установлено, что мутантные популяции ячменя, полученные при обработке семян водным раствором 

препарата фосфемид, можно рассматривать как хорошую платформу для отбора генотипов с повышенным 

содержанием амилозы и рекомендовать их практической селекции. 
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Starch is an integral part of grain of cereal crops (including barley), its content and properties significantly affect the 

processing and quality of products. One of the methods for increasing the variation in starch and amylose contents in starch is 

chemical mutagenesis. Chemical mutagens provide the possibility to obtain new allelic variations whose genes are involved in 

starch biosynthesis. In order to create mutant populations of barley, we used in our study the chemical mutagen phosphemide 

with solution concentrations of 0.002% and 0.01%. Three mutant generations (M1, M2, M3) were grown from the seeds of two 

barley samples (Zernogradsky 813, k-30453, Russia, var. Erectum; Dz02-129, k-22934, Ethiopia var. Nigripallidum) from the 

world collection of the N.I. Vavilov All-Russian Institute of Genetic Resources, after treatment with a mutagen in the field, and 

evaluated by a complex of selection traits. The starch content A and B and amylose content in starch were determined in the grain 

of the mutant and control populations of the second (M2) and third (M3) generations.  

The application of mutagen led to a significant decrease in the mass fraction of amylose in the starch of the studied 

samples in the second (M2) mutant generation. In the third (M3) generation, the inhibitory effect was preserved only in the sample 

Dz02-129. In the grain of the Zernogradsky 813 cultivar in M3, the starch and amylose contents in starch were above the control. 

The selection of forms with the elevated content of amylose, which have potential value for the processing industry, is advisable 

to carry out, starting with M3. 

Keywords: chemical mutagen, phosphemide, starch A, starch B, pulp, mutant plant generation. 
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