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Актуальність проблеми. тюапитш^ ГіУ П 1 Кгактмкда ігтп- 
ліпшення сільськогосподарських рослин, як правило, пов'яза­
ний з розробкою шляхів розширення генофонду культурних ВИДІВ 
за рахунок чужорідного генетичного матеріалу. Незважаючи на 
значний прогрес в одержані міжвидобих гібридів, молекуляр­
но-генетичні процеси, щр приймають участь в створенні форм 
віддаленого гібридного походження, залишаються в цілому не 
виясненими. Аналіз мінливості генома в еволюційному плані і

і
в зв'язку з інтрогресією віддаленного з генетичному відно­
шенні матеріалу, стає актуальним завданням молекулярної ге­
нетики.

Потребують розгляду проблеми дослідження І ОЦІНКИ мін­
ливості геномів, викликаної віддаленою гібридизацією, іидбо- ' 
ру молекулярних маркерів, щр дозволяють тестувати інтрог- 
реЬію чужорідного генетичного матеріалу. Ефективним напрям­
ком у цьому плані є вивчення генетичного поліморфізму серед 
культурних видів пшениці І їх диких сородичів.

Мета завдання роботи. Метою дисертаційної роботи є 
аналіз форм, одержаних від гібридизації Triticum activum в 
Ае'ріорз cylindrica, а також проведення аналізу між- і внут­
рівидової мінливості, уточнення філогенетичних взаємовід­
носин у деяких видів триби Triticeae.

Безпосередніми завданнями роботи були:
1«. Одержання і аналіз бібліотеки клонів виеокоповторю- 

ваиоі ДНК Ае. tauschi і (J). Аналіз генетичного поліморфізму 
вісок^повторюваних послідовностей серед видів Triticeae і 
ферм гібридного походження.

2. Визначення рівня міжвидової мінливості, встановлення



ступеня геномкої спорідненості між видами, залученими до 
віддаленої гібридизації в результаті використання ЦЦРФ-ана- 
лізу Nor-локусів, електрофорезу запасних білків, R W - аналі­
зу.

3. Вивчення генетичної м і н л и в о с т і , що виникла у наслі­
док віддаленоі гібридизації, в порівнянні з м і ж - і внутрі­
видово» варіабільністіо, класифікація селекційного матеріалу 
відповідно до генетичних дистанцій, ^становлених при д о с л і д ­
ж е н н і різноманітних локусів геномів з допомогою ПДРФ, елект­
рофорезу запасних білків, RAPD -аналізу.

Наукова новизна і практичне значення роботи.
Наукова новизна дисертаці і полягає в комплексному під­

ході до дослідження поліморфізму форм, одержаних від відда­
леної гібридизації, а та"'ож поліморфізму видів Triticeae, 
які представляють пул генів для покращення культурної пшени­
ці. На о с н о в і підрахунку даних, одержаних внаслідок ПДРФ- та 
RAPD-аналізу, електрофорезу запасних білків, встановлені ф і • 
догенетичкі взаємовідношення між досліджуваними видами 
Triticeae.

Практичне значення роботи полягає в одержанні клокотеки 
високоповтзрювапих послідовностей D генома Ае. tausciiii, ря­
ду к л о н і в , які можуть бути використаними при досліджені 
м і ж в и д о в о г о  поліморфізму і детекції інтрогрес.і генетичного 
матеріалу Ае. cylindrica в геном м'якої пшениці. Розроблений 
комплексний підхід до дослідження інтрогресивних форм, що 
полягає. в використанні трьох методів: ЦДРФ, електрофорезу
запасних білків, RAPD-анахізу, які дозволяють більш повно 
охарактеризувати генами і тестува-и ' мінливість, викликану 
Віддаленою поридизацк-ю. Результати роботи можуть знайти

-  2 -



- З  -

використання у відповідних селекційних програмах.
Апробація роботи. Основні результати.роботи Очли пові­

домлені на міжнародному симпозіумі "Керування генетичною 
мінливістю сільськогосподзеських рослин" (Ялта, 1992). на 
міжнародній коюЬеренці! "Plant Genome II"(San Elego. USA. 
1994), на конференції " Молекулярно-генетичні маркери і се­
лекція рослин" (Київ, 1994), міжнародній конференції "Plant 
Genome III" (San Diego. USA. 1995).

Публікації. Основні положення дисертації відображені в 
7 друкованих працях.

Структура і обсяг роботи. Дисертація складається із 
встугу. огляду літератури, експериментальної частини, ре­
зультатів і їх обговорення та висновків.

Работа викладена на 188 сторінках машинописного тексту, 
вмілує 21 малюнок і 10 таблиць. Список використаної літера­
тури становить 323 джерел.

На захист виносяться;
1. Результати дослідження генетичної мінливості, що виник­

ла внаслідок віддаленої гібридизації і інтрогресії елементів 
чужорідного генома в геком м'якої пшениц..

2. Ро з п о д і л видів і селекційних форм за рівнем геиетических 
дистанцій на базі анал'ву даних ІІДРФ, ШІР і спектра запасних 
білків.

3. Результати аналізу між- і внутрішньовидовоі мінливості 
клонів високих повторів Aeg’lops tauschll.

Ш Е Р 1 А Л И  І МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ 
Для дослідження „зято 12 форм м'якой пшениці ВС2, F5/6 

гібридного походження, що одержані від схрещування Одеської



напївкарликової х Aegllops cylindrica; 3 сорти м ’якой пшени­
ці (Triticum aestivum L. (ABD)7: Одеська напівкарликова. Бе­
зоста І. Обрій, 14 видів триби Triticeae: Т. monococcum
L. (А), Т. boeoticum Boiss (А 6). Т. durum Desf. (АВ), Т. palmovae 
Ivanov. (AeD), Ae. tauschii Coss (D). Ae. caudata L. (C). Ae. 
.umbellulata Zhuk. (CM), Ae. cylindrica Host. (CD), Ae. crassa 
Boiss (D./V. ae. ventricosa Taush (DMV), Ae. triunciallis L. 
(CC^l.Ae. bl unci alii s Vis (CuMj, Ae. trlaristata Willd (СИМ*), 
Ae. columnaris Zhuk. (C^M0).

ДНК виділяли з етиольованих проростків і листя ea мето­
дом, розробленим в нашій лабораторії. Рестрикцію і електро­
форез проводили згідно рекомендацій , наведених в методах 
аналізу генома (Дейвіс, 1990). Фракціонування ДНК по швид­
кості реасоціаціі здійснювали з допомогою хроматографії на 
гідроксиапатиті (Britter, Kohne, 1976).

Клонування Bsp 143 І фрагментів ДНК Ae. tauschlі по Ват 
НІ сайту в piJC 18 проводили згідно рекомендацій Маніатіс і 
ін. (1984). Скрінінг клопів здійснювали за методом 
Grunstein and Hogness (1975). Для виділення плізмидної ДНК 
використовували метод лужного лізису Birnboym and Doly 
(1979). Саузерн-блот гібридизацію проводили, як описсно Ма­
ніатіс і інш. (1984).

Зонди позначали методом розсіяної затравки (Feinberg, 
Vogelstein, 1983) з використанйям набору Multiprime DNA 
Labelling System (Anersham). Для ПДРФ-акалізу NOR-локусів 
досліджуваних форм і видів використали плазміду pTU 3, що 
мстить міжгенний спейсер рІНК генів, фланкований Фрагмента­
ми послідовностей 18S і 26S рРНК генів.

Ампліфікацію ДНК з довільними праймерами проводили на
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приладі "Біотерм модель 91 ”. Реакційна суміш об'ємом 20 мкл 
для полімеразної ланцюгової реакції вміщувала: 50 Ш  КСі, 20 
мМ тріс - НС1 pH 8.4 (25*С), 2-5 мМ MrCI. 0,01% Tv/een 20.по
0,2 мМ кожного dATP, dCTP. dTTP, dQTP, 0. 2мкМ праймера і 1 
од. . Taq-полімерази (Биотех). У пробірки поверх реакційного 
розчину наносили 50 мкл мінерального масла. Ампліфікацію 
проводили в режимі: перший цикл - 65*0 - 30 сек, 75°С - 30
сёк, 94с0 - 3,5 .хв, другий цикл -42*0 - 2 хв, 72'С - 2 хв, 
94*С - 1 хв, 33 цикла - 52*С - 1 , 6  хв, 72* С - 2 хв, 94*С - 1 
хв, осталій цикл - 52*0 - ?хв. 72*0 - 6 хв.

В ролі праймерів використані олігонуклеотидні п о с л і д о в­
н о с т і , синтезовані на автоматичному ДНК-синтезаторі "AppMed 
Biosystems 380В" фосфорам!дитовим методом:

Ш.  5'-CAGGAAACAGCTATQAC-З'
112. 5’-AGGTCTTAACTTGACTAACAl*-3'
ПЗ, 5' -GAGCAAGTTCAQCCTGa-3'
П4 'J: -ССТТСТСАПТТООСАААТАС-З*

Продукти ампліфікації фракціонували електрофоезом в 2% ага­
розному гелі з ІхТВЕ.

РЕЗУЛЬТАТИ ДОСЛІДЖЕННЯ

1. Клонування високоповторюваної ДНК Aegilops tauschii (D) 
і аналіз-між- і внутрівидового поліморфізму ееред деяких в и­
д і в Triticeae.

Для вирішення завдань, поставленних в роботі, були виді­
лені і клоновані високоповторювані- послідовності ДНК з гено­
му Аэ. tauschii (D). Для відбору ВПП, специфічних D геному 
Ае. tauschii, проводили Саузерн-блот гібридизацію рестрикто- 
ванних рекомбінантнигс плазмід с и ?-позначеною .ДНК пшениці.
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Інтенсивно гібридизуючі ПмНК вибраковували.
Паралельна дот-блот- гібридизація рекомбінантних пДНК з 

радиоактивно позначеною -отальною ДНК. Т. aestivum і ДНК Ае. 
tauschii продемонструвала високу схожість картин гібридиза­
ції.

Дня відбору специфічних геному D Ае. tauschii клонів 
провели попередню "забивку” фільтрів фрагментованої до 1000 
-20С п. и. ДНК Т. aestivum згідно методу, запропонованому 
Anamthavirat-Jorson et al. (1990). фоте, виявити клоновані 
послідовності, присутні тільки в геному D Ае. tauschii і що 
не зустрічаються в геномі пшениці, не вдалось.

Для визначення наявності клонованих послідовносте* в 
геномах видів Triticeae проводили дот- блот гібридизацію 
вставок ВГЗГІ з тотаиьною ДНК ' Т.aestivum (ABD), Ае. tauschii 
(0). Ае. cylindrlca (CD), а також ячменю (Н), жита (R) і ДНК 
Vitis virіfera - виду, що не має близькоспоріднених відно­
шень з трибою Triticeae.

Наслідки дот- гібридизації продемонстрували значну по­
дібність D геномів Ае. tauschii, Т. aestivum, Ае. 
cylindrlca, а також наявність аналогічних ВПП в С і  А гено­
мі.

Одержані результати можуть свідчить' про наявність в 
досліджуваних видах різноманітних за рівнем дивергенції сі­
мей високих повторів. Представлені в однаковій кількості ко­
лій в рівних геномах високі повтори, можливо. вабезпечуюгь 
загальні структурно-динамічні функції хромосом.

Для вивчення організації і варіабільності послідов­
ностей, ар часто псіторюютьоя в Геномах видів Triticeae, а 
таїюж відбору клонів , що виявляють поліморфічм між культур-
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ною пшеницею : д ю л м и  видами, тобто, потенціальні корисних 
для детекцп інтрогресії, тотальну ДНК видів - Т. aestivum L. 
(ABD), До. tauschi1 Coss. (D), Ac. cyllndrlca Host. (CD), Ae. 
oaudata L. (C), T. monococcum L. (A), H. vulgare L. (H), 
S. cereaie (R) рестрицірували Bam HI, Eco RI, Eco RV, Taq I 1 
гібридизувала з вставками в жорстких умовах.

Серед клонованних послідовностей виявлені таядемноорга- 
нізовані і дисперговані повторювані послідовності.

Плановані послідовності виявляють мінливість за кіль­
кісною наявністю і поліморфізм на рівні довжин рестрикційних 
фрагментів. Міжвидовий поліморфізм проявляється при гібриди­
зації з зондами pAt 231, pAt 219, pAt 48, pAt 55, pAt 613

При використанні клонованих нами ВПП внутрівидовий по­
ліморфізм не виявлений.

Використання цих послідовностей для детекціі інтрог­
ресії на дозволило виявити значний поліморфізм серед форм 
гібридного походження.

Наслідки експерименту підтверджують високий рівень спо­
рідненості геномів досліджуваних видів Tr.ticeae. Значна ге- 
номна специфічність кількісного характеру і по рогпсдіду по­
казана для деяких сімей високих повторіз. Згі дн о даних 
Zhang, Dvorak. (1980) , Сьиташев и др. (1988) використання 
високих повторів для детекціі інтрогресії генетичного мате­
ріалу з виддадених видів досить перспективне, в той же час, 
виявлення інтрогресії ДНК близькосі.оріднених гекомір зустрі­
чається зі значними труднощами в зв’язку з подібним кіль­
к і с н и м 1 ЯКІСНИМ ПреДСТаВНИЧЬСТЕОМ ВІЗІ В ГОМОЛОГІЧНИХ -’ЄНО-
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£. ЛДРФ* аналіз мінли в о с т і рДНК
З метою зазначення ріБня міжвидової мінливості встанов­

лення ступеня геномної спорідненості МІЖ ВИДР ми, ’ залученими 
до віддаленої гібридизації, і можливості диферелціншати різ­
ні близьке 11C рідне ні геномі?, тестуючи хромосоми, щр МІСТЯТЬ 
ядерцееі ері ан4затори. нами був проведений ПДРФ-аналів варі- 
абільності в NOR-лскусах 14 видіе Triticeae.

В проведених дослідженнях ДНК кожного аналізуємего виду 
;озщєпляли ре^триктазами Bam HI, Taq I, *Ntep І, Фракціонували 
за допомогою електрофорезу, переносили на найлонові фільтри 
і гібридизували a^P-pIU 3.

Серед розглянутих в и д і в за подібністю спектрів гібриди­
зації виділяїться : Ае. columnaris (Cuf/.) і Ае. triaristata
(CUM*) Ае. crassa (Dtd*) і де. ventricosa (DMV) при рестрик­
ції Ват НІ і №г:р І. При використали і фермента Taq І всі види 
мали специфічний малюнок гібридизації.

Внутрівидового поліморфізму рДНК серед індивідуальних 
рослин місцевої популяції Ае. cylindrlca гібридизацією з
зондом pTU 3 не було виявлено.

При використанні Bam HI і Kfep І усі форми Ае. tauschii
розподілені на дві групи, а з Taq І показана специф’ічніст*'
спектрів гібридизації досліджених форм.

Міжсортовий поліморфізм, виявлений гібридизацією з pTU З, 
був не суттєвий. Сорти ЕззостаІ і Обрій при рестрикції ВатНІ 
показували практично ідентичну картину гібридизації, в той 
час, як спектр copjy Одеська напівкарликова значмо відріз­
нявся. Використання MspI в даному експерименті не дозволило 
чіако диференціювати сорти м'якої .пшениці. Гібридизація с 
Taq І рестркктовачсї ДНК иоказалп подібність сортів Безоста І



1 Обрій.,
Гібридизація зонду- pTU 3 з ДНК інтрегресивнчх форм пше­

ниці виявила високий рівень поліморфізму в районі NOR ло- 
кусів і показала інтрогресіїо генетичного матеріалу 
Ае. cylindrica ь геном Т. aestivum.

Відмічені такі зміни в спектрах гібридизації у формах 
гібридного походження в порівнянні з вихідними батьківськими 
формами: повне складення спектрів гібридизації, характерних
батьківським формам, послаблення інтегсивкості ряду полос із 
спектра гібридизації характерного материнській формі, поява 
нових полос, не відмічених у батьківських рослин.

• 3. Аналіз поліморфізму запасних білків
приймаючи до уваги локалізацію прнк-генів і генів, коду­

ючих запасні білки , а також те, що їх аналіз широко вико­
ристовується для генетичної оцінки селекційного матеріалу, 
було цікаво порівняти генетичну мінливість, виявлену внаслі­
док ДЦРФ аналізу рДНК і визначеною за даними поліморфізму 
запасних білків.

Нгявність зчеплення локусів NOR і кодуючих запасні біл­
ки в хромосомі IB показали Snape et al. (1935). Передбача’- 
єгься (Jacson et al. ,1985) що в хромосомі IB гени, кодуючі 
р Р Ж  і запасні біжи, розташовані в такому порядку NOR ВІ - 
6Іі ВЗ - Glu ВІ. Зчеплення Між Gii BE і NOR BE відмічено і в 
хррмосомі 6В (Dvorak,Chen, 1984).

Гени, кодуючі запасні білки ендосперму, також як г гени 
рРНК, мають кластерну організацію, але відрізняються по 
КІЛЬКОСТІ КОПІЙ. РібОСОМКІ генк відносяться до середньопоз- 
торюваної (5000 -10000) групи, а гліадиаові і глютеиінові -
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до малоколійиих (10 -100) послідовностей.
Велика різноманітність компонентного складу гліадинів, 

а також високо- (HMW) і і.язькомолекулярних (LMW) глютенінів 
є -характерною для видів триби Triticeae.

Внутрівидовий поліморфізм гл.здинів і глютенінів був 
оцінений в г о п у л я ш і рослин Ae. cylindriса, зібраних па полях 
селекцііно-генетичного інституту. Ери порівнянні окремих 
рослин значної мінливості не виявлено.

Показана значна внутрівидова мінливість сегед досліджуй 
ваних представників Ae. tauschll, що були отримані з різних 
географічниу зон.

Помітна мінливість форм віддаленого гібридного поход­
ження спостерігається поліморфізмом запасних білкіз ен­
досперму.

У ряду ЛІНІЙ (10/6. 10/11. 12/15, 14/10 .17/53 і 17/56)
не синтезується помитної кількості, деяких високомолекулярних 
гліадинів, типових Одеській нашвкарликовій і контрольованих 
локуеом Gll DI. У цих ліній екепрееуєгься інтрогресований в 
пшеницю локус 61 1 DI Ae. cylindrica, яккй проявляється у 
вигляді групи повільнорухсмих гліадинів,. не характерних для 
пшениці і відсутніх у відомих сортів світової колекції.

У л і п и  11/46,що гетерогенна по алелях локуса 61і D ’, 
кодоміяантно експресуються. обидва парадедьних варіантів біл­
ків, як пшениці, так і егілопса Л і п и  , в яких пшеничний 
варіант білків, кодуемий локуеом 61і DI пшениці , змінений 
на варіант егілопса. в SDS- гелі мають в середній зоні 
спектра характерний для Ae. cylindrica набір з чотирьох 
електрофоретичних кс.ліонентів. представлених, очевидно, та­
кож гліздинами.
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4. Генетичний поліморфізм, виявленй ПЛР 
Молекулярно-генетичний поліморфізм м.ж видами Triticeae 

досліджували методом ампліфікації ДНК з допомого» полімераз- 
ноі ланцюгової 'реакції з довільними праймерами (RAPD).

Вказані яраймери при ампліфікації генсмної ДНК дозволя­
ють виявляти гід 4 до 12 смуг на зразок, з молекулярною 
масою від 2 т. п. н. до 300 п.н. Загальна кількість різнома­
нітних за молекулярною масою смуг, генеругмих ампліфікаціє» 
ДНК з вказаними праймерами, склала 106. Поліморфні смуги, 
відповідні продуктам ГИР, розцінювали як одиночні локуси в 
геномі досліджуваних видів згідно працям J, Williams et al. ( 
19W0), Devos, Pale (1992), Kazan et al. (1993).

В роботі була розглянута присутність /відсутність про­
дуктів ампліфікації і інтенсивність окраски смут. Відсут­
ність RAPD-полоси розцінюється як наел,док алельного стану 
докусш Збільшення інтенсивності окраски продукту ПЛР може 
бути наслідком ампліфікації фрагменту всередині тандемного 
повтору в локусі, який поліморфний за кількістю копій в по­
рівнюваних зразках. Не виключені в цьому випадку і відмін­
ності в гомології послідовностей, що обмежують сайт гібриди­
зації праймера (Hunt, Page,1992).

ПЛР з праймером ПІ виявила значний міжвидовий полімор­
фізм, електрофоретичний спектр продуктів ампліфікації є ви-- 
доспецифічним. При ампліфікації з праймером П2 відмічено 20 
різних за молекулярною вагою смуг продуктів ампліфікації 
ДНК, досліджуваних видів Triticeae. Ампліфікація з праймера­
ми 113 і 114 таКЬж дозволяє виявляти міжвидовий поліморфізм. 
Кількість смуг на зразок, що визначається при ампліфікації я 
праймерами ПЗ, склала від 4 до 11, аз  Г!4 - від'її до 17 в



залежності від генотипу.
Корелят і між рівнем плоїдцості різній видів Triticeae 

і числом МР-фрагментів "& відмічено, що близько до. даних, 
одержаних Wolff et al. (1993).

Цри аналізі міжвидового псиморфізму стало можливим 
тестувати 106 ПЛР-локусіз у досліджуваних видів Triticeae, 
де середній рівень поліморфних смуг серед продуктів ампліфі­
кації становив 94,25%.

Оцінку внутрівидового поліморфізму, виявленого ДНК амп­
ліфікаціє® з праймерами Ш .  П2, ПЗ, П4, проводили на трьох 
сортах м'якої пшениці Т. aestivum: Одеська напівкарликова,
Обрій, Безоста І і на окремних рослинах сорту Одеська напів- 
карликова. У досліджуваних сортів м’якої пшениці при амплі­
фікації ДНК з праймером П  знаходимо 10 смуг, міжсортового 
поліморфізму практично не виявлено ( подібність 90% ), сорти 
відрізняються по одному фрагменту. Значного міжсортового по­
ліморфізму ПЗ І 114 не виявляють, рівень поліморфних смуг при 
використанні даних праймерів серед досліджуваних сортів 
склав 2%. Відмічений низький рівень міжсортової мінливості 
м’якої пшениці відповідає даним за оцінкою ПЛР детектовано- 
го поліморфізму 12 сортів Т. aestivum Devos and Sale (1992) 
і узгоджується з думкою Sale (1990) про невисокий рівень ге­
нетичного поліморфізму серед сортів Т. aestivum, встановлено­
го ПДРФ- аналізом.

Генетичний поліморфізм, виявлений серед продуктів амп­
ліфікації індивідуальних рослин Ae. cylindrica склав 20%.

Аналізували внутрівидову мінливість ге«омів дев’яти 
представників виду Ао. tauschii (в тому складі представників 
різновидів eusquarrosa і strangulata). Внаслідок амішфіка-
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ції ДНК досліджуваних форм з прай'мерами ІП,П2, ПЗ, П4 вияв­
лено 62 HAPD-полиси, кількість поліморфних продуктів ПЦР 
склала 61%. а рівень подібиости 39%. . Використана в роботі 
кількість праймерів достатня для чіткого розрізнення підви­
дів і окремих форм Ае. tauschii.

В проведених нами дослідах підтверджується положення 
про те, що діапазон внутрівидової мінливості серед диких ви­
дів вищий, ніж у культурних ВИДІВ.-

-Вказані праймери при ампліфікації з батьківськими і ін- 
трогресиЕЗИМИ формами дозволили проаналізувати 69 локусів.

Рівень поліморфізму серед ампліфікованих фрагментів ДНК 
батьківських форм Одеської напівкаоликової і Ае. • cyiindrica 
був 70 %,. Інтрогресивні форми мали подібні спектри розподілу 
продуктів ампліфікації, близькі до материнської форми.

В ряді форм було відмічено наявність специфічних бать­
ківській формі RAPD-емуг. В ІО' локусах, виявлених RAPD ана­
лізом, відмічена інтрогресія генетичного матеріалу Ае. 
cylindrlca в геном м ’якої пшениці.

В епектрі продуктів ампліфікації ряду форм виявлені 
смуги, які не характерні батьківським. Такі результати одер­
жані по 4 локусах серед 12 інтрогрееивних форм.

Внаслідок проведеної роботи можна зробити висновок, що 
полімеразна ланцюгова речкція j праймерами ПІ, П2, ПЗ, П4 
дозволяє чітко, розрізняти види Triticeae і є ефективним ме­
тодом д-текціі мінливості, що викликається ’інтрогресі ЄЮ чу­
жорідного генетичного матеріалу .в геном Т. aestivum.

5. йластерний аналіз генетичних дистанцій
Для виявлення характеру взаємовідношень і встановлення
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ступеня близькості геномів досліджуваних видів ТгіМсеае не­
обхідно досл.дити фракції геномів з різним рівнем диверген­
ції і одержати об'єктивну картину на основі аналізу мінли-" 
бості локусів, характерних для всього геному. Проведено по­
рівняння результатів аналізів, отриманих з допомогою трьох 
методів аналізу генетичної мінливості: поліморфізму довжин
рестрикційних фрагментів, поліморфізму запасних білків (глі- 
адинів , глютенінів ), а та-»ж даних, одержаних RAPD-аналі- 
зом. Результати експериментів були аналізовані п»рно-групо­
вим методом з арифметичним середнім за програмою UPGMA.

Цей метод дозволяє будувати дендрограми, послідовно 
об’ єднуючи види ( або групи видів ) з мінімальними генетич­
ними дистанціями. Для одержання відповідних матриць дистан­
цій було використано алгоритм Нея і Лі ( Nei, Li, 1979). 
Одержані дендрограми представлені нг мал. 1. Згідно схемі 
показаній на мал. 1 Г. види Triticeae згруповані відповідно 
разподілу генетичних дистанцій, розрахованих за даними Сау- 
зерн-блот гібридизації рРНК-генів з використанням ендонукле- 
аз Bam HI, Taq І, Мзр І, електрофорезу запасних білків,. 
RAPD-аналізу.

Проведені нами дослідження дозволяють доповнити уяву 
систематики про рід Aegilo.ns, висловлену рядом авторів - Eig 
(1929), Zhukovsky (1928) і виразити перевагу більш сучасній 
систематиці що наведена Віткомбе ( Witcombe, 1983).

Генетичні дистанції між сортами Т. aest і vum : Одеська
напівк-рликова. обр^й, Безоста ї склади: за даними ПДРФ-ана­
лізу С,0й11-0,058, за даними аналізу електрофорезу запасних 
білків 0.Х7-0,0Ь0, за даним:,! ІЩР- аналізу 0,010 -0,026.

:!р’,і дослідженні індивідуальних рослин сорту Одеська на-
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півкарликова за даними ПДРФ. ІЩР-аналізу, електрофорезу за­
пасних білків поліморфізму виявлено .не було.

Аналіз генетичних дистанцій у представників виду -Ае. 
іаиєсМ і показав, що досліджувані зразки Ае. Ьаизсіліі вияв­
ляють генетичний поліморфізм. Так, генетичні дистанції вста­
новлені за даними Саузерн-блот гібридизації, мали діапазон 
вар’їруванкя від 0.00 між колекційними номерах К-529 і Н-504 
до 0,03 м іж К-79 і іншими формами.

Згідно електрофоретичному аналізу гліадинів і глютени- 
ків генетичні дистанції варіювали від 0,037 до оді.

За даними ИАРО-аналізу мінімальна генетична дистанція 
0,01 відмічена між колекційними формами К-79 і К-78.

Максимальна генетична дистанція 0,08 відмічена між 
К-614 підвид еизциаггоза уаг апаЬега і іншими досліджувани­
ми формами.

Класт рний аналіз генетичних дистанцій форм гібридного 
поход::зеня, розрахованого за даними ІЩРФ, електрофореза за­
пасних білків і ВАРЗ-аналізу, показав: форми Гібридного по­
ходження утворюють складний єдиний кластер з материнською 
формою Одеська налівкарликова (мал. 2). Батьківський вид Ае, 
с-уііпагіса являє собою віддалену гілку. Описані вище дані 
про наявність з спектрі гібридизації фрагментів, характерних
Аг. суііі.сігіса, говорять про те, що відбулась інтрогресія>генетичного матеріалу в м’яку пшеницю. Найбільш близькими до 
Одеської напівкарликової є лінії 17/53, 10/6, 10/11, 11/45,
12'15, а4/10. Л інія 13/25 має інтрогресію з генома жита і 
генетично найбільш віддалена в і д інших інтрогресивних форм.

Таїїим чином, можна зробити висновок, що з г ід н о даних, 
одержаних трьома методами молекулярно-генетичного аналізу.
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генотипи гібридних форм, отриманих внаслідок двох зворотніх 
схрещувань у п'ятому п о к о л і н н і сформувалися близькими до 
в и х і д н о ї  материнської форми. Наслідки саузерн-блот гібриди­
зації, RAPD- аналізу, електрофорезу запасних білків показу­
ють присутність в геномі інтрогресивних форм чужорідного ге­
нетичного матеріалу.

ВИСНОВКИ

Систематичні дослідження генетичної м і н л и в о с т і  форм шве-* 
ниці віддаленого гібридного походження в пор-'внянні 8 Між- 
та внутрівидовою варзабільністю методами ПДРФ, електрофорезу 
запасних білків і ЛЛР дал:: можливість зробити наступні 
висновки:

1. Генетична мінливість, викликана гіддаленою гібриди­
зацією Triticum aestivum л Aegilops cylindrica, детектована 
іі різних ділянках геному: саузерн-блот гібридизацією в 
NOR-лскусах, електрофорезом запасних білків у гліадин і глю- 
тенінкодуючих локусах, RAPD-методом у локусах,•диспергованих 
по геному.

2. В результаті клаетернбго аналізу даних ПДРФ, ПЛР і 
спектра запасних білків форми гібридного, походження рооподі- 
лені у залежністі від генетичних дистанцій по відношенню до 
початкових видів.

3. На основі данних ПДРФ, е&ектрофореза заласних біл­
ків, RAPD-анадіза визначені генетичні дистанції та уточнені 
філогене :ичні взаємовідносини між дослід;.уємими видами 
Ті і* ісезе.

4. За допомогою молекулярних маркерів детектована інт~ 
регресія генетичного матеріалу Ае. cylі псі г і о а до генома
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культурної пшениці.
5. Порівняння мінливості, одержаної від індукованої 

віддаленою гібридизацією, з меж- та внутрівидовою варіабіль- 
иостю показало, ідр е о н н  превшцує внутрівидову але нижче між­
видової.

6. Створена клонотека виспкоповторюваної ДНК Ае. 
tauschii (DJ. Ряд к л о н і в може бути використаний для вивчення 
міжвидового поліморфізму та детекції інтрогресівних форм.
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Чеботарь С. В. Молекулярно-генетический анализ интрог- 
рессии элементов генома эгилопса в геном мягкой пшеницы.

Диссертация на соискании ученой степени кандидата био­
логических наук по специальности 03.00.03 - молекулярная би­
ология. Селекционно-генетический институт УААН, Одесса, 1995.

Защищается диссертация, которая содержит теоретический 
и экспериментальный материал по использованию молекуляр­
но-генетических методов: ЦДРФ, ПЦР-анализа ДНК и электрофо­
реза запасных белков для оценки форм, полученных от отда­
ленной гибридизации и установления генетических взаимоотно­
шений среди 14 видов трибы Triticeae.

Генетическая изменчивость, вызванная отдаленной гибриди- 
зацией Triticum aestivum х Aegilops cylindrica, детектирована 
в различных локусах генома: саузерн-блот гибридизацией в
NOR-локусах, электрофорезом запасных белков в глиадин и глю- 
тенин кодирующих локусах, ПЦР-анализом в локусах, дисперги­
рованных по геному.
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В результате кластерного анализа данных исследований 
формы гибридного происхождения распределены в зависимости от 
генетических дистанции по отношению к исходным видам. При по- 
мощи молекулярных маркеров детектирована интрогрессия гене­
тического материала эгилопса в геном мягкой пшеницы. Уточне­
ны филогенетические взаимоотношения у ряда видов Triticeae, 
доноров ценных агрономических признаков.

Ключові слова:
Інтрогресія, генетичний поліморфізм, м і ж- і внутріви­

дова м і н л и в і с т ь, молекулярно-генетичні маркери.
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