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ву осугу серед нащадків Авротики 2, які не мали 
цієї ознаки, спостерігається регулярно, і може 
бути пояснена одночасним мутуванням генів: 
Іw2(Т)→iw2(Т) та Іw3(Т)→iw3(Т), що, очевидно, 
є наслідком молекулярних подій, спричинених 
геномним стресом. Нами було доведено, що ген 
Iw2(T) та мікросателітний локус Xwms702 мо-
жуть бути зчепленими у хромосомі 2Т [8] та по-
казана можливість застосування маркерної сис-
теми IRAP/REMAP для аналізу рослинного ма-
теріалу щодо наявності перебудов, викликаних 
ретротранспозонами [9]. У цій роботі було здійс-
нено спробу використати молекулярну маркерну 
систему, що ґрунтується на транспозонах та мі-
кросателітних локусах (REMAP), для вирішення 
питання: чи не пов’язана втрата активності домі-
нантного гена Іw2(Т) – інгібітора воскової осуги 
на рослинах штучного амфідиплоїда з геномом 
АВТ з рухом транспозонів, активізація якого мог-
ла бути спричиненою об’єднанням чужинних ге-
номів в межах штучно створеного.

Матеріали і методи
У роботі використовували наступний рос-

линний матеріал: сорт пшениці Аврора, штучні 
амфідиплоїди Авротіка 1 без воскової осуги (зе-
лена), Авротіка 2 з восковою осугою (блакитна); 
гібриди F4 від схрещування Авротіка 1 (зелена) 
х Авротіка 2 (блакитна), які є нащадками рослин 
F3, гомозиготних за алелями мікросателітних ло-
кусів, задіяних у роботі, та за генами, що кон-
тролюють ознаку наявність/відсутність воскової 
осуги. 

Для пошуку відмінностей у геномах амфіди-
плоїдів з різними морфотипами за ознакою інтер-
есу було використано технологію REMAP [10]. 
ДНК вказаних зразків ампліфікували з праймера-
ми до довгих термінальних повторів ретротран-
спозонів Sukkulla, Nikita, Sabrina та трьох мі-
кросателітних локусів. Для екстракції ДНК бра-
ли по 4 зернини з кожної рослини F4, проро-
щували та виділяли ДНК за модифікованою 
СТАВ-методикою [11]. Реакційна ПЛР-суміш 

Віддалена гібридизація є одним з найефек-
тивніших способів поповнення генетичного пулу 
культивованих видів за генами, що контролюють 
суттєві для селекції ознаки [1] . Створені за до-
помогою такого способу штучні пшеничні ало-
гексаплоїди, які поєднують у собі генетичну ін-
формацію від культурного сорту і дикорослого 
виду, є своєрідним «містком» у процесі переда-
чі генів корисних ознак, наприклад, стійкості до 
біотичних та абіотичних факторів, до генофонду 
пшениці. Для цілеспрямованої та успішної робо-
ти з такими об’єктами потрібно розуміти проце-
си, що відбуваються у гібридних геномах внаслі-
док геномного шоку, якій супроводжує об’єднан-
ня геномів, що не належать одному виду [2]. Ста-
білізація таких процесів триває роками, і наслід-
ки перебудов проявляються у вигляді несподіва-
ного прояву певних ознак та відхилення їхнього 
успадкування від класичних генетичних законів. 
У науковій літературі причиною таких явищ на-
зивають парамутації, зміну профілів метилуван-
ня, активність міРНК та рух мобільних генетич-
них елементів [3–5].

Геномно-заміщений алогексаплоїд Авротіка 
(ААВВТТ), що містить тетра‑компонент AABB 
геному сорту м’якої пшениці Аврора та геном 
ТТ від диплоїдного виду Amblyopyrum muticum 
(Boiss Eig), є мінливим за ознакою наявність/від-
сутність воскової осуги [6]. Прояв і успадкуван-
ня цієї ознаки відбувається з порушенням зако-
нів Менделя, що, цілком ймовірно, є наслідком 
віддаленої гібридизації та виникнення геномно-
го стресу. Саме тому воскова осуга була обрана 
нами як модельна ознака для вивчення внутріш-
ньогеномних процесів у рослин з інтрогресив-
ним геномом.

У попередніх роботах, на прикладі кон-
трастних за восковою осугою амфідиплоїдів Ав-
ротіка, нами було показано, що розщеплення за 
геном інтересу (інгібітором воскової осуги) від-
бувається у геномі Т і контрастні за ознакою мор-
фотипи Авротики відрізняються за одним або 
двома генами [7]. Поява рослин, що мають воско-
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Таблиця 1
Комбінації REMAP праймерів і продукти ампліфі
кації

Комбінація праймера T(a)

Макси-
мальна 

кількість 
продук-
тів амп-
ліфікації

Розмір про-
дуктів, п.н.

Xbarc124F/Sukkula 56 16 400–1400
Xbarc124F/Nikita 56 9 300–1200
Xbarc124F/ REMAPGAn 56 6 380–1500
Xbarc124F/Sabrina 56 8 800–1600
Xbarc124F/RemapCAn 56 6 200–750
Xbarc124F/LTR6150 56 4–6 350–2000
Xwms102F/Sukkula 56 10 400–3000
Xwms102F/Nikita 56 5–6 600–3000
Xwms102F/Sabrina 56 7 550–2400
Xwms102F/RemapCAn 56 9–11 650–1800
Xwms702F/Sukkula 56 10 600–2200
Xwms702F/Nikita 56 5 650–3500
Xwms702F/Subrina 56 4 1200–1500
Xwms702F/LTR6150 56 6 750–1700
Xwms702F/RemapCAn 56 6–7 400–2000

Інформативним є порівняння спектрів амп-
ліконів, отриманих з REMAP‑праймерами у цьо-
му (рис.) та у попередньому дослідженнях [9]. 
Тоді застосовували IRAP технологію, коли амп-
ліфікація відбувалася лише між послідовностями 
до довгих термінальних повторів або SINE-по-
дібних послідовностей ретротранспозонів, та 
REMAP-технологію, проте мікросателітні локу-
си, не були прив’язані до гена інтересу. Тоді кіль-
кість компонентів спектра була настільки велика, 
що це ускладнювало процес ідентифікації окре-
мих ампліконів та знижувало у цілому розділь-
ну здатність задіяних технологій для пошуку від-
мінностей за спектрами між морфологічно кон-
трастними формами. У цьому дослідженні кіль-
кість розділених компонентів продуктів ампліфі-
кації зменшилася значною мірою. Це можна по-
яснити більшою специфічністю REMAP систе-
ми, порівняно з IRAP, саме за рахунок наявності 
одного праймера, специфічного до конкретних 
мікросателітних послідовностей. Спектри, отри-
мані за участю різних RAMAP-праймерів, були 
переважно мономорфними. Єдиним виключен-
ням стала пара праймерів Xwms702F/RemapCAn, 
що її застосування для ампліфікації ДНК дава-
ло зайвий компонент спектру на ДНК гібридних 
ліній з восковою осугою у порівнянні зі спек-
тром ДНК з рослин, позбавлених воскового шару 
(рис.). 

об’ємом 25 мкл містила 250 нМ кожного прай-
мера, 50  нг ДНК, по 0,2 мМ кожного дезокси-
трифосфату, 1,5  мМ  MgCl2, 1  U  Taq‑полімерази 
(TermoScientific, Литва) у рекомендованому ви-
робником буфері. Умови проходження ампліфіка-
ції (ампліфікатор Applied Biosystem 2700): 35 ци-
клів, початкова денатурація – 94°C, 3 хв; денату-
рація – 94°С, 30 с; гібридизація – 56°С; елонгація 
– 72°С, 2 хв; кінцева елонгація – 72°С, 10 хв. Про-
дукти ампліфікації у суміші 10–13 мкл ампліфі-
кату з 1 мкл буфером нанесення (30 % гліцерину, 
бромфеноловий синій, ксиленціанол) розділяли у 
1,7 %-ому агарозному гелі протягом 15–20 годин, 
параметри струму: 70 В, 95 мА. Продукти візуалі-
зували за допомогою етидіум броміду. 

Результати та обговорення
Рослинні зразки, обрані для дослідження, 

характеризуються відмінностями стосовно двох 
ознак: формування шару воскової осуги на рос-
линах, що досягли певної онтогенетичної стадії 
розвитку (Авротіка 2 та деякі лінії F4) чи відсут-
ність такого шару (Авротіка 1 та деякі лінії  F4) 
та алелів мікросателітних локусів Xwms702, 
Xwms102, Xbarc124, специфічних для хромосо-
ми 2D пшениці [13, 14]. Для аналізу рослинно-
го матеріалу, що відрізняється за ознакою наяв-
ність/відсутність воскової осуги, було підібра-
но низку комбінацій REMAP праймерів. Комбі-
нації складалися з пари: праймер до мікросате-
літної послідовності та праймер до довгих термі-
нальних повторів (LTR) або SINE-подібних по-
слідовностей ретротранспозонів. Серед трьох 
використаних мікросателітних локусів Xwms702, 
за нашими даними, успадковується зчеплено з 
геном Iw2(T) (ген інтересу) [8], Xwms102 розта-
шовується поблизу гена інтересу, але у наших 
популяціях успадковується незалежно від ньо-
го [8], Xbarc124, за літературними даними [12], 
є зчепленим з геном Iw2(D), який розташова-
ний на хромосомі пшениці 2D [12, 13]. З пари 
праймерів, фланкуючих мікросателіт, у всіх ви-
падках було обрано лівий, Xwms702 Forward, 
Xbarc124 Forward та Xbarc124 Forward, оскіль-
ки саме в цьому випадку забезпечується добра 
ампліфікація в парі з відповідними праймерами 
до послідовностей ретротранспозонів Sukkulla, 
Nikita, Sabrina, RemapCAn, RemapGАn, 1Vit124 та 
LTR6150. Було перевірено 21 пару REMAP прай-
мерів. Їхні 15 комбінацій, що давали продукт 
ампліфікації, та результати ампліфікації щодо 
кількості та розмірів продуктів у спектрах наве-
дені в таблиці.



ISSN 2219-3782. Фактори експериментальної еволюції організмів. 2016. Том 19 	 53

Ативність транспозона як чинник втрати функції гена Iw2(Т) у нащадків штучних амфідиплоідів Triticinae

можна припустити, що такі відмінності мають 
випадковий характер і пов’язані з особливостями 
будови окремих геномів. 

Серед 15 пар REMAP праймерів, що амплі-
фікувалися зі зразками ДНК, лише з комбінаці-
єю Xwms702F/RemapCAn ми отримали відмінні 
спектри серед ДНК рослин, що розщеплюються 
за ознакою інтересу. Як продемонстровано на ри-
сунку, у спектрах продуктів ампліфікації зразків 
4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, а також 20, 21, 22, 23, які є на-
щадками рослин F3, що мають блакитний фено-
тип (наявність воскової осуги), присутній чіткий 
компонент розміром приблизно 2000 п.н. Цей 
компонент відсутній у спектрах зразків, що ма-
ють зелений фенотип (відсутність воскової осу-
ги). З іншими комбінаціями праймерів до мікро-
сателітних локусів – Xbarc124F та Xwms102F, 
RemapCAn не ампліфікував поліморфних про-
дуктів. Локус Xwms702 є зчепленим з геном 
Iw2(T), тому можна припустити, що ампліфікація 
поліморфних продуктів у комбінації з праймером 
до довгих термінальних повторів ретротранспо-
зонів RemapCAn прямо вказує на наявність пере-
будов, пов’язаних з активністю транспозонів по-
близу даного гена. Це, у свою чергу, може бути 
причиною втрати домінантного стану гена Iw2(Т) 
і причиною появи блакитного фенотипу.

Висновки
Враховуючі отримані результати та зважа-

ючи на попередні дослідження, можна припу-
стити, що однією з причин зміни прояву ознаки 

Зареєстровано зменшення компонентів спек-
тра у Аврори, Авротики 1 та Авротики 2 (бать-
ківські форми) порівняно зі спектрами, отрима-
ними на ДНК гібридних ліній. У той же час, де-
які компоненти, що були у наявності у спектрах 
батьківських форм, у спектрах ДНК від гібри-
дів відсутні. Цю особливість можна розглядати 
як приклад не адитивності елементів прояву ге-
номної структури, коли аналізу піддаються гено-
ми гібридного походження, про що неодноразо-
ва вказували дослідники при використання різ-
них молекулярних маркерних систем та різних 
гібридних геномів [15, 17]. У нашому випадку, це 
Авротіка порівняно з Авророю та гібриди F4 від 
схрещування двох штучних амфідиплоїдів, кон-
трастних за ознакою морфології рослин. Відмін-
ність кількості компонентів батьківських форм 
та їхніх похідних можна пояснити більшою кіль-
кістю внутрішньо геномних перебудов, що могли 
відбутися у нащадків внаслідок активності мо-
більних генетичних елементів. З деякими прай-
мерами, а саме з Xbarc124F/LTR6150, Xwms102F/
Nikita та Xwms102F/RemapCAn окремі зразки 
мали відмінну кількість компонентів у спектрах, 
порівняно з іншими зразками. Так, зразок 6, що 
ампліфікувався з Xbarc124F/LTR6150, мав 4 ком-
поненти замість 6; зразок 11, що ампліфікувався 
з Xwms102F/Nikita, мав додатковий довший ком-
понент; зразок 14 мав два додаткових компонен-
ти, порівняно з рештою зразків. Оскільки з інши-
ми праймерами дані зразки не проявляють від-
мінностей у спектрах продуктів ампліфікації, то 

Рис. 1. Поліморфні спектри продуктів ампліфікації ДНК з REMAP праймером Xwms702F/RemapCAn. М – мар-
кер молекулярних мас, 1 – Авротіка 2 блакитна; 2 – Авротіка 1 зелена; 3 – Аврора; 4, 5, 6, 7 – F4 (блакитні); 
8, 9, 10, 11, – F4 (блакитні); 12, 13, 14, 15 – F4 (зелені); 16, 17, 18, 19 – F4 (зелені); 20, 21, 22, 23 – F4 (блакит-

ні); 24, 25, 26, 27 – F4 (зелені); 28, 29, 30, 31 – F4 (зелені)
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ми лівого праймеру до мікросателітного локусу 
Xwms702F дає можливість припустити, що ге-
нетичні перебудови відбулися саме поблизу гена 
Iw2(Т), у результаті чого в послідовних генера-
ціях ми спостерігаємо втрату його інгібуючої 
функції та появу рослин, поверхня листків і ко-
лосу яких вкрита восковою осугою.

наявність/відсутність воскової осуги у штучних 
амфідиплоїдах є геномні перебудови, виклика-
ні активністю мобільних генетичних елемен-
тів. На це вказує наявність поліморфних продук-
тів у електрофоретичних спектрах у результа-
ті ампліфікації з праймером REMAP Xwms702F/
RemapCAn ДНК рослин, контрастних за озна-
кою інтересу. Наявність у складі REMAP систе-
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TRANSPOSONS ACTIVITY AS A FACTOR OF LOSS IW2(T) GENE FUNCTION IN THE 
OFFSPRINGS OF ARTIFICIAL TRITICINAE AMPHIDIPLOIDS
Aim. To check the possible role of retrotransposons in the variation initiation, which causes activity loss of Iw2(T) 
gene. Methods. REMAP-technic for detection changes in genetic sequences caused by transposon activity. Results. 
All hybrid lines which are considered to have an inactivated gene-inhibitor of glaucousness and are recessive mutants 
(Іw2(Т)→iw2(Т)) were characterized by appearance of additional component in the electrophoretic spectrum obtained 
with primers Xwms702F/RemapCAn. Conclusions. Possible molecular base of the mutation Іw2(Т)→iw2(Т) can be 
transposon movement, resulting in gene expression and release of a functional product.
Keywords: artificial wheat amphidiploids, glaucousness, Amblyopyrum muticum, REMAP, transposons.


