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Мета. Відмінність рівнів кіРНК від бать-

ківських у рослин із гібридними геномами є 

причиною деметилювання та активації регульо-

ваних цими молекулами транспозонів. Перемі-

щення активних транспозонів – причина пода-

льших перебудов у геномі. Інтрогресивні лінії 

Triticum aestivum/Amblyopyrum muticum є цито-

логічно стабільними, але в їхніх геномах відбу-

ваються процеси генетичної та (чи) епігенетич-

ної реструктуризації. Молекулярна природа цих 

процесів становить об’єкт нашого дослідження. 

Методи. Рівні кіРНК у транскриптомах визна-

чали методом small RNA-seq. Послідовності 

прочитувань вирівнювали до послідовностей 

повторюваних елементів для виявлення кіРНК. 

Результати. Інтрогресивні лінії та амфідипло-

їд, який використовували під час їхнього ство-

рення, мають варіабельний, порівняно із рекур-

рентним генотипом пшениці, вміст кіРНК; вони 

регулюють транспозони родин MITE та 

CACTA. Для дванадцяти повторюваних послі-

довностей, переважно транспозонів CACTA, 

зниження рівня регуляторних кіРНК у інтрогре-

сивних ліній є статистично значущим. Знижен-

ня рівня кіРНК у інтрогресивних ліній могло 

призвести до активації регульованих ними мо-

більних генетичних елементів. Висновки. Вияв-

лена мінливість у рівнях кіРНК може бути клю-

човим фактором, що спричиняє зміни у геномі 

інтрогресивних ліній та амфідиплоїда – актива-

цію транспозонів, зміни в рівнях метилювання 

ДНК та зміни експресії генів. Зміни у рівнях 

кіРНК мають обов’язково досліджуватися в ро-

слинах із геномом гібридного походження, які 

демонструють нестабільність на фенотипному 

рівні за ознаками, що вивчаються. 

Ключові слова: кіРНК, транспозони, амфі-

диплоїд, інтрогресивні лінії. 

 

Міжвидова гібридизація є чинником, який 

викликає низку змін у геномі новоствореного 

гібриду: геномні перебудови, видалення послі-

довностей, зміни профілів метилювання, акти-

вацію транспозонів, зміну рівнів кіРНК та ди-

ференційну експресію генів [1–11]. Мінливість 

рівнів кіРНК у гібридів, порівняно із батьківсь-

кими видами, є основною причиною дестабілі-

зації гібридного геному через зміни рівня мети-

лювання повторюваних послідовностей, зокре-

ма МГЕ, які призводять до активації їхньої екс-

пресії [12–14]. Транспозиція активних МГЕ 

спричиняє подальші перебудови гібридного ге-

ному [15, 16].  

Інтрогресивні лінії, що походять від 

схрещування пшениці м’якої сорту Аврора (ре-

куррентний генотип) та амфідиплоїда Авротіка 

(Triticum aestivum/Amblyopyrum muticum) є ци-

тологічно стабільними [17]. Втім, у їхньому ге-

номі відбуваються генетичні та епігенетичні 

зміни, наслідки яких відображені у змінах їх-

нього фенотипу, зокрема таких ознак морфоло-

гії колоса як колір та опушення луски. Одним із 

факторів, які можуть спричиняти зміни у гено-

мі, є мінливість рівнів кіРНК, котрі є регулято-

рами експресії мобільних генетичних елементів 

(МГЕ). У цій роботі ми показуємо, що в інтрог-

ресивних ліній та в амфідиплоїда Авротіка рівні 

кіРНК, що регулюють 12 повторюваних елемен-

тів, є нижчими, ніж у Аврори. Виявлені нами 

кіРНК могли викликати активацію регульова-

них ними МГЕ та спричинити генетичні та епі-

генетичні зміни у геномах амфідиплоїда та лі-

ній. 

 

Матеріали і методи 

У роботі було використано такий рослин-

ний матеріал: озима пшениця м’яка T. aestivum 

(2n=6x=42, AABBDD), cорт Аврора, геномно-

заміщений амфідиплоїд Авротіка (2n=6x=42, 

AABBTT), який об’єднує тетраплоїдний компо-

нент пшениці м’якої сорту Аврора (AABB) та 

геном TT Amblyopyrum muticum. Інтрогресивні 

лінії, отримані від схрещування Авротіки та Ав-

рори: лінія Tica 40.2/1, лінія Tica 14.4/1 та лінія 

Tica 8.2/1 (надалі T40, T14 та T8 

відповідно) [17]. 
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Бібліотеки малих РНК створювали із зага-

льної РНК, виділеної із лусок досліджуваних 

генотипів методом, описаним у [18]. Викорис-

товували набір NEXTFlex Small RNA-seq Kit v3 

(Bioo Scientific, США), синтез проводили згідно 

з інструкціями виробника [19]. Секвенування 

бібліотек було здійснено на HiSeq2000 (Illumina, 

USA) компанією Genomed (Варшава, Польща). 

Для ідентифікації кіРНК прочитування, отрима-

ні після секвенування, вирівнювали до послідо-

вностей повторюваних елементів із бази даних 

TREP 

(http://wheat.pw.usda.gov/ITMI/Repeats/flatfile.tot) 

із використанням інструменту bowtie2 [20, 21]. 

Статистичний аналіз щодо порівняння кількості 

кіРНК у бібліотеках виконували із використан-

ням алгоритму limma/voom [22]. 

 

Результати та обговорення 

Бібліотеки малих РНК було створено із 

загальної РНК, виділеної із лусок п’яти зразків: 

пшениця м’яка (сорт Аврора), амфідиплоїд Ав-

ротіка та три рослини із інтрогресивних ліній, 

отриманих від схрещування Аврора х Авротіка 

(T40, T14 та T8). У результаті секвенування 

створених бібліотек отримали 100,5 М прочиту-

вань для п’яти генотипів (табл. 1). Розмір біблі-

отек, тобто кількість прочитувань у кожній із 

них, був різним для кожного із генотипів, варі-

ювання розмірів було у межах 66,5 %. У резуль-

таті вирівнювання прочитувань бібліотек малих 

РНК до повторюваних послідовностей бази да-

них TREP було отримано 561 924 вирівнювань 

до 1319 повторів. Вирівняні до повторів послі-

довності вважають послідовностями кіРНК, 

оскільки саме цей тип малих РНК походить від 

повторюваних послідовностей [23]. Частка ви-

явлених кіРНК від загальної кількості прочиту-

вань у бібліотеках була невеликою і становила 

0,55 %.  

Для того, щоб порівнювати вміст кіРНК 

між бібліотеками, їхню кількість нормалізували 

до розмірів кожної із бібліотек до одиниць RPM 

(reads per million, прочитувань на мільйон). Но-

рмалізована кількість кіРНК дуже відрізнялася 

для п’яти генотипів і варіювала у межах 115 %. 

Так, для Аврори було знайдено 1621 RPM 

кіРНК, а для Авротіки їхня кількість була 

вп’ятеро меншою. Рівень кіРНК у трьох рослин 

інтрогресивних ліній, порівняно із Авророю, 

був різним: у T40 втричі менше кіРНК, ніж у 

Аврори, а у T14 та T8 їх більше, ніж у Аврори, в 

п’ять та в сім разів відповідно (табл. 1). Важли-

во, що при цьому кількість повторів, до яких 

вирівняні кіРНК, є майже однаковою для всіх 

генотипів і варіює у межах лише 13 %. Це озна-

чає, що в Авротіки та у ліній змінювалася кіль-

кість кіРНК на повторювану послідовність, а не 

загальна кількість регульованих послідовнос-

тей. Тож, певні повторювані послідовності мали 

меншу кількість регуляторних кіРНК у амфіди-

плоїда та в інтрогресивних ліній, що могло ста-

ти причиною їхнього деметилювання, переве-

дення в еухроматин та активації експресії. 

Із 1319 повторюваних елементів із бази 

даних TREP, до яких було знайдено кіРНК, 1253 

є мобільними генетичними елементами, із них 

585 ретроелементів і 668 ДНК-транспозонів. 

Більшість транспозонів, до яких було знайдено 

кіРНК у бібліотеках малих РНК досліджуваних 

генотипів, належали до родин LTR, MITE та 

CACTA (рис. А). 

 

Таблиця 1. Кількісна характеристика бібліотек за обсягом та вмістом кіРНК 

Характеристики бібліотеки 
Бібліотеки малих РНК 

Аврора Авротіка T40 T14 T8 

Розмір бібліотеки, прочитувань 
15 527 

612 
27 659 632 

11 171 

074 
6 628 492 

39 515 

855 

Кількість кіРНК, прочитувань 25176 8439 6948 52956 468405 

Кількість кіРНК, RPM 1621 305 622 7989 11854 

Кількість повторів, 

до яких вирівняно кіРНК 
1113 931 871 1231 1038 

 



 
 
 

Наваліхіна А.Г., Антонюк М.З., Терновська Т.К. 

110  ISSN 2415-3826 (Online), ISSN 2219-3782 (Print). Фактори експериментальної еволюції організмів 2020. Том 26 

 
 

 
Рис. Поширеність різних класів МГЕ серед послідовностей, до яких було знайдено кіРНК у досліджених 

генотипів (А), та поширеність послідовностей кіРНК, що вирівняні до цих МГЕ, у бібліотеках малих РНК (Б). 
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Два типи транспозонів, LTR та MITE, 

складали до 80 % від усіх послідовностей до 

яких було знайдено кіРНК у бібліотеках дослі-

джуваних генотипів. Якщо розглядати розподіл 

прочитувань, вирівняних до кожного із класів 

МГЕ, то кількість кіРНК, що належать транспо-

зонам LTR та MITE, є навіть більшою і стано-

вить 80–85 % від усіх послідовностей кіРНК у 

кожного із п’яти генотипів (рис. Б). Такий роз-

поділ та поширеність кіРНК від різних класів 

МГЕ відображає вміст цих послідовностей у 

геномі пшениці м’якої. Транспозони родини 

LTR, зокрема Gypsy та Copia, складають приб-

лизно 60 % від усіх послідовностей геному 

пшениці. Мобільні генетичні елементи MITE 

мають на два порядки менший відсоток вмісту 

від розміру геному пшениці, ніж ретротранспо-

зони, що пов’язують із їхнім малим розміром. 

Утім, кількість копій цих транспозонів є вели-

кою, і це відображається на кількості кіРНК, що 

задіяні у їхній регуляції [24, 25]. 

Найбільша мінливість у рівнях кіРНК між 

генотипами спостерігається для послідовностей, 

що походять від MITE. Варіація кількостей цих 

кіРНК у п’яти досліджуваних генотипів досягає 

33 % (рис. Б). Кількість кіРНК, що походять від 

MITE, у Аврори та Авротіки є однаковою, а у 

трьох інтрогресивних ліній вони відмінні від 

батьківських. Порівняно із Авророю, у T40 на 

64 % більше кіРНК, що регулюють MITE, а у  

T14 та T8 – на 27 % та 11 % менше відповідно. 

Досить мінливими є також кількості кіРНК, що 

походять від транспозонів класу CACTA: у Ав-

ротіки та отриманих за її участю ліній T40 і T14 

на 30–39 % менше цих послідовностей, ніж у 

Аврори.   

Із метою виявлення повторюваних послі-

довностей, для яких є статистично значуща різ-

ниця у рівнях регуляторних кіРНК, кількості 

кіРНК у п’яти бібліотеках порівнювали із вико-

ристанням алгоритму limma/voom [22]. Прово-

дили два порівняння: кожен із батьківських ге-

нотипів ініціального схрещування (Аврору або 

Авротіку) порівнювали із групою з трьох похід-

них інтрогресивних ліній. Було з’ясовано, що 

між Авротікою та інтрогресивними лініями не-

має достовірної різниці між рівнями виявлених 

кіРНК. А за порівняння Аврори та інтрогресив-

них ліній було виявлено 12 повторюваних пос-

лідовностей, для яких різниця в рівнях кіРНК 

була статистично значущою (табл. 2). Із цих по-

вторюваних послідовностей вісім належали до 

родини МГЕ CACTA, дві до LTR ретроелемен-

тів Cassandra, і були ще дві невідомі повторю-

вані послідовності. Всі кіРНК, для яких було 

виявлено різницю в поширеності між Авророю 

та лініями, мають вищий рівень у Аврори. В 

Авротіки ці ж кіРНК також мали меншу поши-

реність порівняно із Авророю, хоча цей генотип 

знаходився поза розрахунками показників FDR 

та P-value за порівняння Аврори та ліній, для 

яких і було знайдено різницю.  

Аналогічний приклад мінливості в екс-

пресії кіРНК вже було описано раніше на інтро-

гресивних лініях томата. При цьому було зясо-

вано, що у ліній зміни рівнів цих малих регуля-

торних молекул призвели до зміни спектрів ме-

тилювання ДНК порівняно із батьками [11]. 

Можливо, що в інтрогресивних ліній та Авроті-

ки також відбулося зниження рівня метилюван-

ня послідовностей транспозонів, які регулю-

ються виявленими нами кіРНК. Зниження рівня 

метилювання могло призвести до активації цих 

транспозонів.  

 

Висновки 

Поширеність кіРНК, що регулюють акти-

вність різних класів МГЕ, у бібліотеках малих 

РНК пшениці м’якої сорту Аврора, амфідиплої-

да Авротіка та інтрогресивних ліній корелює із 

поширеністю відповідних МГЕ у геномі пшени-

ці м’якої. Найбільш поширеними є кіРНК, що 

походять від послідовностей MITE та LTR. 

Для амфідиплоїда Авротіка та інтрогреси-

вних ліній характерна мінливість рівнів кіРНК, 

що регулюють активність МГЕ родин CACTA 

та MITE (порівняно із Авророю). Зокрема, ста-

тистично значущим є зниження рівнів кіРНК, 

що регулюють вісім МГЕ родини CACTA та два 

– родини LTR. Зниження рівнів кіРНК може 

бути пов’язаним із деметилюванням регульова-

них МГЕ та їхньою активацією. У свою чергу 

активація МГЕ призводить до дестабілізації ге-

номів, що реєструється нами як на молекуляр-

ному рівні, так і на рівні фенотипу.  
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Таблиця 2. Повторювані послідовності, для яких було виявлено різницю в поширенні регулято-

рних кіРНК у бібліотеках досліджуваних генотипів 

Повторювана послідовність Кількість прочитувань, RPM 

F 

D 

R 

** 

P value Ідентифікатор 

із бази TREP 
Анотація Aврора T40 T14 T8 

Авротіка  

* 

gnl|TREP|TREP1801 ДНК транспозон,  

CACTA  

11479 1151 1548 1979 1066 0,01 0,00003 

gnl|TREP|TREP60 Тандемний повтор,  

GAA 

4449 0 359 128 0 0,01 0,00003 

gnl|TREP|TREP1706 Неанотований  

тандемний повтор 

1986 0 76 4 0 0,01 0,00003 

gnl|TREP|TREP3433 ДНК транспозон,  

CACTA 

1192 0 57 0 355 0,02 0,00008 

gnl|TREP|TREP1543 ДНК транспозон,  

CACTA 

1152 0 57 0 355 0,02 0,00008 

gnl|TREP|TREP1542 ДНК транспозон,  

CACTA 

1112 0 113 0 0 0,02 0,00009 

gnl|TREP|TREP1400 Ретротранспозон,  

LTR 

993 0 132 0 237 0,02 0,00012 

gnl|TREP|TREP1541 ДНК транспозон,  

CACTA 

953 0 57 0 237 0,02 0,00013 

gnl|TREP|TREP3032 ДНК транспозон,  

CACTA 

874 0 132 0 118 0,02 0,00017 

gnl|TREP|TREP1650 Ретротранспозон,  

LTR 

874 0 94 0 237 0,02 0,00016 

gnl|TREP|TREP1544 ДНК транспозон,  

CACTA 

874 0 57 0 237 0,02 0,00016 

gnl|TREP|TREP2350 ДНК транспозон,  

CACTA 

4369 0 510 421 0 0,03 0,00026 

Примітки: *наведені значення P-value та FDR зазначені для порівняння Аврори та групи інтрогресивних ліній (T40, 

T14, T8). Авротіка не була охоплена цим порівнянням, значення експресії кіРНК у цього генотипу наводяться для приблиз-

ної оцінки; ** FDR – False Discovery Rate, показник, який використовується для корекції P-value за множинних порівнянь. 

Прийнятними вважаються значення FDR  0,05. 
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THE ROLE OF siRNAs IN GENOME STABILITY MAINTAINING IN THE BREAD WHEAT 

INTROGRESSION LINES 

Aim. Deviations of the siRNAs levels from the parental ones in the plants with hybrid genomes are associated with the 

activation of transposable elements (TE). This, in turn, lead to the further genome rearrangements. Introgression lines 

Triticum aestivum / Amblyopyrum muticum are cytologically stable, however, there are visible signs of genetic and (or) 

epigenetic restructuring that are still going on. Molecular mechanisms of these processes are the subject of our study. 

Methods. The levels of siRNAs in the plant lemmas were determined by small RNA-seq. Reads of the small RNA libra-

ries were aligned to the repeats to find siRNA sequences. Results. Introgression lines (ILs) and parental amphidiploid 

have variable levels of siRNAs regulating MITE and CACTA transposable elements, compared with the parental bread 

wheat variety. For twelve TE sequences, majority of which are CACTA elements, decrease in the levels of siRNAs in 

ILs and amphidiploid, compared to the wheat, is statistically significant. Decreased siRNAs levels could lead to the 

activation of corresponding TE classes. Conclusions. Variation of siRNA levels in ILs and amphidiploid can be the key 

factor that cause rearrangements in their genomes. These include activation of TEs, changes in DNA methylation pat-

terns, and gene expression variation. Therefore, detected changes in siRNA levels can be the molecular mechanisms of 

the processes that occur in studied hybrid genomes. 

Keywords: siRNA, transposable elements, amphidiploid, introgression lines. 


