
МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ, 2012, том 46, № 4, с. 584–593

584

Изучение геномного состава и происхождения
аллополиплоидных геномов имеет важное значе�
ние для молекулярной генетики растений, так как
более 70% растений возникли в результате есте�
ственной или искусственной гибридизации.
Большинство видов рода Triticum – аллополипло�
идные, в том числе мягкая, или гексаплоидная
пшеница Triticum aestivum L. (2n = 6x = 42, геном
BBAАDD), возникшая в результате гибридизации

тетраплоидного предка (ВВАА) с диплоидным
донором D�генома [1]. В качестве наиболее веро�
ятных предшественников А� и В�геномов рас�
сматриваются виды T. monococcum/T. urartu и ви�
ды рода Aegilops (секция Sitopsis) cоответственно,
тогда как предполагаемым донором D�генома яв�
ляется Aegilops tauschii [2]. Использование моле�
кулярных маркеров позволило значительно по�
высить эффективность анализа генома на различ�
ных уровнях его организации: от отдельных
геномов в составе полиплоидных видов до инди�
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Проведен анализ первичной структуры ВАС�клона 112D20 Triticum aestivum, содержащего специфич�
ный для D�генома Ty3�gypsy�ретротранспозон Lila. ПЦР�анализ нулли�тетрасомных и делеционных
линий T. aestivum позволил локализовать этот ВАС�клон в дистальном районе длинного плеча хромосо�
мы 5D. Для ВАС�клона 112D20 характерно высокое содержание Ty3�gypsy�ретротранспозонов (61.7%)
и низкое содержание генов (1.2%). Выявлена только одна открытая рамка считывания, гомологичная
гену Aegilops tauschii с неизвестной функцией. Специфичный для D�генома Ty3�gypsy�ретротранспозон
Lila в составе ВАС�клона 112D20 имеет длину 14 т.п.н. и ограничен неравными по размеру длинными
концевыми повторами. Данные in situ гибридизации и ПЦР�анализа различных видов Triticеае свиде�
тельствуют о том, что указанный ретроэлемент подвергся амплификации внутри предкового вида
Ae. tauschii, донора D�генома. Предполагаемое время амплификации по оценке времени инсерции Lila
112D20 составляет 1.7 млн лет, что соответствует периоду до образования первых аллополиплоидных
форм пшеницы. Сопоставление с ранее полученными данными позволяет сделать вывод о том, что ам�
плификация специфичных для каждого генома пшеницы ретроэлементов происходила на стадии фор�
мирования диплоидных видов – предшественников этих геномов.
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THE IMPACT OF Ty3�gypsy GROUP RETROTRANSPOSON Lila ON D�GENOME SPECIFICITY OF
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netics, Siberian Division, Russian Academy of Sciences, Novosibirsk, 630090 Russia; *e�mail: atos@bionet.nsc.ru).
An analysis of the primary structure of BAC clone 112D20 T. aestivum, that contains D�genome specific Ty3�
gypsy�retrotransposon Lila is presented. PCR analysis of nulli�tetrasomic and deletion lines of T. aestivum al�
lowed to localize this BAC clone in the distal region of the long arm of chromosome 5D. Characteristic feature
of BAC clone 112D20 is a high conсentration of Ty3�gypsy�retrotransposons (61.7%), and low content of the
genes (1.2%). Only a single open reading frame was revealed homologous to an unknown gene of Ae. tauschii.
Specific to the D�genome Ty3�gypsy�retrotransposon Lila in the BAC clone 112D20 is 14 kb in length and con�
tains unequal in size long terminal repeats. The data of in situ hybridization and PCR analysis of different Trit�
iceae species suggest that this retroelement was amplified within the ancestral species of Ae. tauschii, the donor
D�genome. The suggested time of amplification based on estimation of insertion time of Lila 112D20 is 1.7 mil�
lion years, which corresponds to the formation of the first allopolyploid forms of wheat. Based on comparison
with the previously obtained data, it is concluded that the amplification of retroelements specific to each genome
of wheat took place during formation of the diploid progenitors of these genomes.
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видуальных хромосом и их участков (генетиче�
ских локусов). Большим достижением стала раз�
работка методов флуоресцентной гибридизации
in situ (FISH), особенно метода геномной гибри�
дизации (GISH), с помощью которого успешно
изучали аллополиплоиды, замещенные линии, а
также линии, содержащие транслокации [3–5].
Все это позволило сделать вывод, что наиболь�
ший вклад в межгеномные различия вносят по�
вторяющиеся последовательности, в частности,
мобильные генетические элементы (МЭ), кото�
рые составляют значительную часть генома рас�
тений (70–80%).

Разнообразие МЭ определяется большим чис�
лом структурных классов и семейств, имеющих
различную копийность [6]. Наиболее представи�
тельный класс МЭ растений составляют ретро�
транспозоны. Они кодируют обратную тран�
скриптазу (RT) и интегразу (INT), необходимые
для обратной транскрипции РНК�интермедиата
и последующего встраивания ДНК�копии МЭ.
Благодаря этому механизму ретротранспозоны
широко распространены в геномах растений, где
занимают от 15% у Arabidopsis thaliana до 90% ге�
нома у некоторых представителей Liliaceae [7–9].
У мягкой пшеницы T. aestivum ретротранспозоны
занимают более 60% генома [10]. Класс ретро�
транспозонов включает две основные группы,
выделяемые по наличию–отсутствию длинных
концевых повторов (LTR) [6]. У растений преоб�
ладают LTR�содержащие ретротранспозоны
(LTR�ретротранспозоны), которые делятся на
Ty1�copia� и Ty3�gypsy�подобные в зависимости от
расположения RT� и INT�доменов относительно
друг друга. LTR�ретротранспозоны вносят суще�
ственный вклад в варибельность размера, а также
в структурную дивергенцию генома у цветковых
растений [11–13]. Изучение геномов злаков мо�
лекулярно�генетическими методами выявило на�
сыщенность межгенных районов LTR�ретро�
транспозонами [14]. Во многих случаях они фор�
мируют так называемые “вложенные инсерции”,
т.е. инсерции во встроенный ранее элемент [15]. В
некоторых районах генома наблюдается класте�
ризация ретротранспозонов, обусловленная их
направленным встраиванием в определенные
сайты. Подобную “колонизацию” хромосомных
районов специфичными семействами МЭ можно
обнаружить при проведении полного или частич�
ного анализа первичной структуры ВАС�клонов,
содержащих протяженные фрагменты геномной
ДНК, с последующей FISH отдельных субклони�
рованных нуклеотидных последовательностей.
Так, например, Ty3�gypsy�подобный ретротранс�
позон Romani, выделенный из ВАС�клона
Ae. tauschii, локализован в дискретных районах
пяти хромосом D�генома мягкой пшеницы [16].
Преимущественная локализация САСТА транс�
позона Сaspar в субтеломерных районах хромосом

видов Triticeae выявлена в результате анализа со�
ответствующего BAC�клона [17].

Недавно мы проанализировали первичную
структуру ВАС�клона T. aestivum, специфичного
для В�генома, и с помощью FISH установили, что
эта специфичность связана с Ty3�gypsy�подобным
ретротранспозоном Fatima, диспергированным
по всем хромосомам указанного генома [18]. На�
ряду с этим ВАС�клоном мы идентифицировали
другой геном�специфичный BAC�клон (112D20),
также показавший дисперсный характер гибри�
дизации с хромосомами одного из геномов мяг�
кой пшеницы [17].

В представленной работе перед нами стояли
следующие задачи:

1) определить геномную и хромосомную лока�
лизацию ВАС�клона 112D20;

2) проанализировать первичную структуру
этого ВАС�клона и выявить разные типы повто�
ряющейся ДНК, уникальные гены; провести по�
иск гомологии с известными нуклеотидными по�
следовательностями растений;

3) выявить нуклеотидную последовательность,
отвечающую за геном�специфичный характер ги�
бридизации ВАС�клона 112D20, а также изучить
пути и механизмы ее распространения в ходе эво�
люции полиплоидного генома пшеницы.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

ВАС�клон 112D20 из геномной ВАС�клонотеки
T. aestivum cорта “Renan” отбирали согласно [17].

Субклонирование фрагментов ДНК ВАС�клона
112D20 с целью анализа его первичной структуры
проводили с помощью неполного гидролиза ДНК
эндонуклеазой рестрикции Sau3A и методов слу�
чайного фрагментирования [19, 20]. В последнем
случае использовали два подхода: обработку ДНК
ВАС�клона ДНКазой I и фрагментирование ДНК
с помощью небулайзера. Фрагментированную
ДНК, очищенную с помощью набора “Qiagen”,
лигировали с 50 мкг плазмидной ДНК. Для транс�
формации методом электропорации использова�
ли высококомпетентные клетки Escherichia coli
XL�blue MRF+. Рекомбинатные колонии отбира�
ли на агаризованной LB�среде с ампициллином и
Xgal/IPTG. Присутствие вставок проверяли с по�
мощью ПЦР колоний. Клоны, содержащие
вставки длиной более 200 п.н., отбирали для даль�
нейшего анализа.

Анализ нуклеотидной последовательности ДНК.
Субклонированные нуклеотидные последова�
тельности секвенировали в одном направлении,
если длина вставки не превышала 1 т.п.н., и в обо�
их направлениях – в остальных случаях. Исполь�
зовали универсальные праймеры pUC18/M13 и
ABI PRISM Dye Terminator Cycle Sequencing ready
reaction kit (“Perkin Elmer”). Продукты реакций
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секвенирования анализировали с помощью ABI
PRISM 310 Genetic Analyzer (“Perkin Elmer”). Для
выравнивания нуклеотидных последовательно�
стей и построения контига ВАС 112D20 исполь�
зовали программу DNA Dragon Sequence Assembly
Software (http://www.sequentix.de). Поиск гомоло�
гии с известными нуклеотидными последова�
тельностями проводили с использованием про�
граммы BLASTN (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov). C
целью выявления повторяющихся последова�
тельностей в составе ВАС�клона 112D20 c помо�
щью алгоритма BLAST проведен скрининг базы
данных TREP (http://wheat.pw.usda.gov). При поис�
ке генов использовали программу GenScan (http://
argonaute.mit.edu/GENSCAN.html). Полная нук�
леотидная последовательность ВАС�клона 112D20
длиной 76 327 п.н. аннотирована согласно правилам
аннотирования геномных последовательностей
пшеницы, разработанным Международным Кон�
сорциумом по Секвенированию Генома Пшени�
цы (http://www.wheatgenome.org/index.php), и по�
мещена в GenBank под регистрационным номе�
ром: JN544193.

Растительный материал. В работе использова�
ли виды из коллекции Института цитологии и ге�
нетики СО РАН (Новосибирск, Россия): T. urartu
Tum. (геном AuAu) TMU06; Ae. speltoides Tausch.
(геном SS) TS01, TS86, K389; Ae. umbellulata Zhuk.
(геном UU) TU04; Ae. longissima Schweinf. et Muschl.
(геном SlSl) TL05; Ae. tauschii Coss. (геном DD)
TQ27; T. dicoccoides Sweinf. (геном BBAuAu)
TTD20; T. timopheevi Zhuk. (геном GGAbAb)
K�38555; T. aestivum L. (геном BBAADD) сорта
“Chinese Spring”, “Renan” и Саратовская 29. Нул�
ли�тетрасомные и делеционные линии мягкой
пшеницы T. aestivum на основе сорта “Chinese
Spring” любезно предоставил B. Gill (University of
Kanzas, USA).

ПЦР�анализ. Для амплификации районов,
фланкирующих сайты встраивания ретротранс�
позона Lila, сконструированы специфические
праймеры: J1forward/J1reverse (J1F, 5'�gcgtaccagac�
caacgagcc�3' и J1R, 5'�tttggctttcttcaagaggg�3') и
J2forward/J2reverse (J2F, 5'�cttatcccgtttccaggcac�3' и
J2R, 5'�cgagcaaattgcagtccaac�3'). ПЦР�смесь
(25 мкл) содержала 100 нг геномной ДНК, 67 мМ
Трис�HCl (pH 8.7), 18 мМ (NH4)2SO4, 2 мМ
MgCl2, 0.01% Твин�20, по 0.25 мМ каждого dNTP,
по 0.5 мкМ каждого праймера и 1 ед.акт. Taq�по�
лимеразы. Условия ПЦР: денатурация – 1 мин
при 94°С; отжиг – 1 мин при 60°С; полимериза�
ция – 30 с при 72°С; число циклов – 35; достраи�
вание ПЦР�фрагментов – 15 мин при 72°С. Про�
дукты ПЦР анализировали с помощью электро�
фореза в 1–1.5%�м агарозном геле.

Флуоресцентная гибридизация in situ (FISH). В
качестве зонда для FISH использовали ДНК
ВАС�клона 112D20, а также различные субклони�

рованные фрагменты данного клона, меченные
дигоксигенин�11�dUTP (“Roche Applied Sci�
ence”). Одновременно в гибридизационный рас�
твор добавляли клонированную субтеломерную
последовательность pAs1, меченную биотин�11�
dUTP (“Roche Applied Science”). Эта последова�
тельность специфична для D�генома мягкой
пшеницы и позволяет идентифицировать хромо�
сомы этого генома [21]. Мечение обоих зондов
проводили c помощью метода ник�трансляции
согласно инструкции производителя. Получение
препаратов метафазных хромосом, гибридиза�
цию и детекцию зондов на хромосомах осуществ�
ляли согласно [22]. Меченный дигоксигенином
зонд выявляли с помощью антител к дигоксиге�
нину, связанных с родамином (Anti�digoxigenin�
rhodamine Fab fragments, “Roche Applied Sci�
ence”). Биотинилированный зонд выявляли с ис�
пользованием флуоресцеин�авидина (Fluorescein
Avidin D, “Vector Laboratories”, США). Препараты
анализировали микроскопически (“Axioskop” 2
Plus, (“Carl Zeiss”). Изображение регистрирова�
лось CCD�камерой VC�44 (PCO) и обрабатыва�
лось компьютерной программой Adobe Photo�
shop® (“Adobe Systems”, Великобритания).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Анализ геномной локализации BАС�клона 112D20

Геномную локализацию ВАС�клона 112D20
определяли методом FISH ВАС�клона и клони�
рованной геном�специфичной ДНК с хромосо�
мами T. aestivum сорта “Renan” (см. “Экспери�
ментальную часть”). На рис. 1а представлен ре�
зультат гибридизации одновременно с двумя
зондами – ВАС�клоном 112D20 и pAs 1 в качестве
маркера D�генома мягкой пшеницы. Наиболее
интенсивный сигнал гибридизации ВАС�клона
выявлен на 14 хромосомах, относящихся к D�ге�
ному. Аналогичный результат получен и для дру�
гих сортов мягкой пшеницы: сорта “Chinese
Spring” и Саратовская 29 (результат не представ�
лен). Наряду с этим, на одном препарате проведе�
на FISH ВАС�клона 112D20 с диплоидными ви�
дами: T. monococcum (AA), Ae. speltoides (SS) и
Ae. tauschii (DD). В последнем случае выявлен
равномерный сигнал гибридизации на всех хро�
мосомах, тогда как у двух других видов сигнал
полностью отсутствовал (результат не представ�
лен). Таким образом, использование в качестве
зонда ВАС�клона 112D20 позволяет эффективно
идентифицировать хромосомы D�генома. Дис�
персный характер гибридизации указывает на
присутствие в составе ВАС�клона повторяющей�
ся ДНК (МЭ), получившей широкое распростра�
нение в D�геноме.
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Субклонирование и анализ первичной структуры 
ВАС�клона 112D20

Нами проведен детальный анализ первичной
структуры ВАС�клона 112D20 (см. “Эксперимен�
тальную часть”). Предварительно мы получили
библиотеку субклонированных фрагментов ДНК,
содержащую 793 клона со вставками размером
0.2–3 т.п.н. С использованием программы BLAST
выявлены и исключены из анализа последова�
тельности вектора pIndigoBAC�5 (7.5 т.п.н.) и ге�
номной ДНК E. coli (около 7.5% от общего числа
субклонов). Оставшиеся субклоны обеспечили
4–6�кратное покрытие вставки ВАС�клона
112D20 размером 76327 п.н.

Выявлена высокая насыщенность ВАС�клона
112D20 МЭ, причем преобладали среди них LTR�
ретротранспозоны (81.6% общей длины ВАС�
клона, таблица). Наиболее распространенное су�
персемейство Ty3�gypsy�подобных элементов за�
нимает 61.7% ВАС�клона. Обнаружены “вложен�
ные инсерции” LTR�ретротранспозонов Sabrina,
Carmilla, Lila, Tar в другие элементы того же клас�
са: Fatima, WIS, а также в ДНК�транспозон
cемейства САСТА (рис. 2).

Класс ДНК�транспозонов представлен един�
ственной копией САСТА�элемента Jorge 112D20�1,
составляющей 16.9% ВАС�клона 112D20 (табли�
ца). Границы этого транспозона точно определе�

BAC 112D20 pAs1

1D
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3D

4D

5D
6D

pLila 2 pAs1
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1D
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4D

4D
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5D
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6D7D

7D
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Рис. 1. FISH метафазных хромосом T. aestivum (cорт “Renan”) с зондами. а – ВАС�клон 112D20 и pAs1 (отдельно); б –
pLila2 и pAs1.

4*
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ны по наличию повтора САСТА в инвертирован�
ной ориентации, ограниченного дупликацией
сайта�мишени САА (рис. 2). Концевые участки
Jorge 112D20�1 длиной около 400 п.н. имеют 96%
гомологии с соответствующими участками эле�
мента Jorge AF326781�1 из генома T. monococcum.
Внутренняя часть Jorge 112D20�1 имеет лишь ча�
стичную гомологию с другими САСТА�транспо�
зонами и включает общий для этих элементов
участок, кодирующий транспозазу. В централь�

ную часть элемента Jorge 112D20�1 встроен Ty3�
gypsy&ретротранспозон Lila 112D20�1 длиной
14 т.п.н. Он ограничен дупликацией сайта�мишени
ССTG и содержит несимметричные LTR. 5'�LTR на
0.4 т.п.н. короче 3'�LTR (1.1 т.п.н.) из�за делеции в
центральной части.

В составе ВАС�клона 112D20 выявлена только
одна предполагаемая открытая рамка считывания
(ОРС), не кодирующая МЭ (таблица, рис. 2). Эта

Элементы, идентифицированные в составе ВАС�клона 112D20 (76327 п.н.)

Класс, суперсемейство, семейство Число копий Длина, п.н. Относительное
содержание, %

Класс 1 (LTR�ретротранспозоны)  7  62299  81.6

Gypsy  5  47118  61.7

RLG_Fatima_112D20�1p  1  7808

RLG_Sabrina_112D20�1p, 2p  2  7247, 3647 

RLG_Carmilla_112D20�1  1  14381

RLG_Lila_112D20�1  1  14035

Copia  2  15181  19.9

RLC_WIS_112D20�1  1  8509

RLC_TAR_112D20�1  1  6672

Класс 2 (ДНК�транспозоны)  1  12924  16.9

СACTA, DTC_Jorge_112D20�1

Гены  1  921  1.2

Неидентифицированные последовательности  0.3

Sabrina�1p Carmilla�1 TAR�1
J1 J2

Jorge�1

WIS�1

Fatima�1p

1 76327

Ретротранспозон, LTR, gypsy

Ретротранспозон, LTR, copia

ДНК транспозон, CACTA

Гены

61.7%

19.9%

16.9%

1.2%

Lila�1

Sabrina�2p

Рис. 2. Структурная организация геномного фрагмента T. aestivum длиной 76327 п.н. в cоставе ВАС�клона 112D20. “р”
в названиях мобильных элементов означает укороченный элемент.
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ОРС кодирует последовательность из 307 амино�
кислотных остатков, которая имеет 49% гомоло�
гии с продуктом неизвестного гена Ae. tauschii,
расположенного вблизи гена устойчивости к ли�
стовой ржавчине Lr21 (AF532104.1). Внутри изу�
чаемого ВАС�клона эта ОРС с обеих сторон огра�
ничена Ty3�gypsy&элементом Fatima 112D20�1р.

Поиск последовательности ВАС�клона 112D20, 
cпецифичной для D�генома

С целью идентификации нуклеотидной после�
довательности, специфичной для D�генома, на�
ми проведена сравнительная оценка полимор�
физма всех МЭ, входящих в состав ВАС�клона
112D20. Анализ гомологичных последовательно�
стей в банках данных с помощью программы
BLASTN показал, что большинство семейств МЭ
этого ВАС�клона широко представлены последо�
вательностями из различных геномов мягкой пше�
ницы и соответствующих видов�предшественни�
ков. Анализ полиморфизма этих семейств указы�
вает на отсутствие выраженной дивергенции
между геномами и на значительную перекрестную
гомологию (82–95%) между представителями того
или иного семейства, выделенными из разных ге�
номов. Единственное исключение представляет
Ty3�gypsy�ретротранспозон Lila 112D20�1. С помо�
щью программы BLASTN найдена только одна по�
следовательность (AF488415.1) из генома T. mono&
coccum, гомологичная данному элементу (75–80%
гомологии).

Для дальнейшего поиска маркера D�генома
мы сконструировали специфические праймеры к
районам, фланкирующим сайты встраивания ре�
тротранспозона Lila в составе ВАС�клона 112D20
(районы J1 и J2 длиной 402 и 355 п.н. соответ�
ственно, рис. 2). С помощью этих праймеров прове�
ден ПЦР�анализ геномной ДНК различных дипло�
идных и полиплоидных видов Triticeae (рис. 3).

ПЦР�продукты нужной длины обнаружены толь�
ко у мягкой пшеницы T. aestivum и диплоидного
вида Ae. tauschii. По�видимому, ретротранспозон
Lila встроился в ВАС�клон 112D20 после дивер�
генции диплоидных видов внутри предка Ae. taus&
chii, и в дальнейшем этот участок вошел в состав
гексаплоидной пшеницы в результате скрещива�
ния тетраплоидной пшеницы (ВВAA) с предко�
вым видом Ae. tauschii – предполагаемым доно�
ром D�генома.

С целью подтверждения специфичности ре�
тротранспозона Lila для D�генома нами проведе�
на FISH с отдельными короткими клонирован�
ными фрагментами, представляющими различ�
ные районы данного элемента: LTR, а также
внутренний кодирующий район. Наиболее спе�
цифичный сигнал обнаружен при гибридизации
последовательности pLila 2 длиной 1.2 т.п.н. из
участка, кодирующего обратную транскриптазу
Lila (рис. 1б). Таким образом показано, что входя�
щий в состав ВАС�клона 112D20 Ty3�gypsy�ретро�
транспозон Lila 112D20�1 обуславливает преиму�
щественную гибридизацию этого ВАС�клона с
хромосомами D�генома мягкой пшеницы.

Хромосомная локализация ВАС�клона 112D20

Хромосомную локализацию ВАС�клона
112D20 мы определяли с помощью ПЦР�анализа
нулли�тетрасомных и делеционных линий T. aes&
tivum с использованием специфических прайме�
ров к районам J1 и J2 (см. “Экспериментальную
часть”). В линии n5D�t5B отсутствовал ПЦР�про�
дукт, размер которого соответствовал району J1 в
составе ВАС�клона 112D20, что позволило пред�
положить локализацию данного ВАС�клона в
хромосоме 5D мягкой пшеницы (рис. 4а). Обра�
зование у этой линии ПЦР�продукта, соответ�
ствующего J2�району (результат не представлен),
можно объяснить недостаточной специфично�

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 M

а

б

п.н.

500

400

300

400

Рис. 3. ПЦР�анализ геномной ДНК различных видов Triticeae с использованием специфических праймеров. а – к J1�
району; б – к J2�району. 1 – T. urartu; 2 – Ae. speltoides TS01; 3 – Ae. speltoides K389; 4 – Ae. speltoides TS86; 5 – Ae. umbel&
lulata; 6 – T. dicoccoides; 7 – Ae. longissima; 8 – T. timopheevii; 9 – T. aestivum (“Chinese Spring”); 10 – Ae. tauschii; 11 – BAC
112D20. В качестве маркера длины фрагментов ДНК использован “100 bp DNA ladder”.
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стью праймеров, или же тем, что указанный рай�
он не уникален. Более точно локализацию ВАС�
клона в составе хромосомы 5D определили с ис�
пользованием линии пшеницы с перекрывающи�
мися делециями разной длины на обоих плечах
этой хромосомы (рис. 4б). Проведение ПЦР с ис�
пользованием праймеров к району J1 выявило от�
сутствие искомого продукта в трех линиях с деле�
циями на длинном плече 5D, тогда как все осталь�
ные линии такой продукт содержали. Этот
результат указывает на локализацию ВАС�клона
112D20 в дистальном районе длинного плеча хро�
мосомы 5D T. aestivum.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Наиболее хозяйственно ценными видами рода
Triticum являются аллополиплоидные, тетра� и
гексаплоидные виды (2n = 28, 42). Изучение ге�
номного состава и происхождения этих видов, и,
в частности гексаплоидной пшеницы T. aestivum,

до сих пор весьма актуально для генетики и селек�
ции. Геномная in situ гибридизация показала свою
эффективность в случае сложных аллополипло�
идных геномов, при поиске хромосомных пере�
строек (транслокаций), идентификации чуже�
родных хромосом и их сегментов на однородном
генетическом фоне и т.д. [3–5]. Основное ограни�
чение, которое необходимо учитывать при ис�
пользовании этого метода заключается в том, что
в ходе эволюции аллополиплоидного вида проис�
ходит “выравнивание” отдельных геномов, вхо�
дящих в его состав, за счет процессов гомогениза�
ции, обмена и перераспределения повторяющих�
ся ДНК, в частности, МЭ. Так, при изучении
аллополиплоидов Nicotiana показано, что эффек�
тивность метода GISH в идентификации отдель�
ных геномов уменьшается при увеличении време�
ни формирования аллополиплоидов, что предпо�
лагает непрерывный обмен повторяющейся ДНК
между родительскими геномами [5]. Недостаточ�
ная эффективность GISH для дискриминации A�,
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Рис. 4. ПЦР�анализ нулли�тетрасомных (а) и делеционных (б) линий T. aestivum с использованием праймеров к
J1�району. Внизу и справа – схема хромосомы 5D с указанием мест разрыва у соответствующих делеционных ли�
ний (цифры в скобках обозначают относительную длину плеча за исключением участка делеции). Звездочкой обозна�
чен предполагаемый район локализации клона ВАС 112D20. Размер фрагментов ДНК (п.н.) указан в соответствии с
положением маркера “100 bp DNA ladder”.
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В� и D�геномов гексаплоидной пшеницы показа�
на с использованием в качестве зондов суммар�
ной ДНК соответствующих диплоидных видов�
доноров – T. urartu, Ae. speltoides и Ae. tauschii [23].
В связи с этим возникает необходимость в поиске
маркеров межгеномных различий. Решение дан�
ной задачи стало возможным с созданием ВАС�
клонотек протяженных фрагментов геномной
ДНК и их детального анализа с последующим вы�
явлением отдельных последовательностей в каче�
стве молекулярных маркеров генетического мате�
риала различных уровней организации: геномов,
индивидуальных хромосом, а также генетических
локусов.

Большинство ВАС�клонов геномной ДНК
пшеницы демонстрирует дисперсный сигнал
in situ гибридизации c хромосомами, что свиде�
тельствует о высоком содержании повторяющих�
ся МЭ в составе этих ВАС�клонов [24]. МЭ, учи�
тывая их широкое распространение и скорость
эволюции, претендуют на роль наиболее эффек�
тивных маркеров отдельных геномов. В частности,
у пшеницы выделен целый ряд геном�специфич�
ных МЭ, использованных для анализа полипло�
идных видов Triticum [10, 16, 25–27]. Наиболее су�
щественный вклад в вариацию размера генома и
его дивергенцию у растений вносят LTR�ретро�
транспозоны [11–13].

Ранее мы провели скрининг ВАС�клонотеки
T. aestivum cорта “Renan”, чтобы отобрать ВАС�
клоны, содержащие субтеломерные повторы [17].
Два из отобранных клонов имели дисперсный
сигнал гибридизации с хромосомами T. аestivum.
При этом в обоих случаях гибридизация затраги�
вала только один из трех геномов. Анализ первич�
ной структуры ВАС�клона 2383А24, специфично�
го для В�генома, показал, что подобная специ�
фичность обусловлена присутствием Ty3�gypsy&
ретротранспозона Fatima [18].

В настоящей работе проанализирован другой
ВАС�клон – 112D20. С помощью FISH установ�
лена его преимущественная локализация на хро�
мосомах D�генома (рис. 1а). Результаты ВАС�
FISH с диплоидными видами – предшественни�
ками А�, В� и D�геномов – позволяют отчетливо
идентифицировать хромосомы Ae. tauschii (DD)
на фоне двух других видов. У T. aestivum межге�
номные различия не столь ярко выражены из�за
незначительной перекрестной гибридизации.
Аналогичная картина наблюдается и в случае
ВАС�клона 2383А24 [18], что подтверждает суще�
ствование обмена между гомеологичными хромо�
сомами в ходе эволюции аллополиплоидного ге�
нома T. aestivum.

Анализ первичной структуры ВАС�клона
112D20 позволил предположить, что его специ�
фичность для D�генома определяется Ty3�gypsy&
ретротранспозоном, входящим в малоизученное

семейство Lila. Наряду с гомологичной последо�
вательностью AF488415.1 из генома T. monococ&
cum, в базе данных TREP найдено несколько эле�
ментов из генома T. aestivum, сходных по структуре
с описанным нами Lila 112D20�1. Максимальную
гомологию проявляет LTR, а также 5'�кодирующая
область (80–85%). Однако малое количество гомо�
логичных Lila последовательностей не позволяет
провести достоверный анализ их дивергенции,
как это проделано в случае элемента Fatima [18].
FISH c использованием в качестве зонда различ�
ных участков ретротранспозона Lila 112D20 под�
твердила его специфичность для D�генома и по�
казала, что эти участки дивергировали с разной
скоростью. Наибольшей специфичностью для
D�генома обладает последовательность, располо�
женная в 3'�кодирующей области (RT�домен)
(рис. 1б). Это же наблюдали и при изучении Ty1�
copia&ретротранспозонов Ae. speltoides [26]. Ис�
пользование в качестве зонда RT�домена этих
элементов позволило более эффективно иденти�
фицировать хромосомы В�генома.

Разработан метод поиска маркеров генетиче�
ских локусов, основанный на подборе прайме�
ров, специфичных к сайтам встраивания МЭ, и
последующем анализе растительного материала с
помощью ПЦР [25]. Мы использовали этот под�
ход для более точной хромосомной локализации
ВАС�клона 112D20 и определения приблизитель�
ного времени инсерции ретротранспозона Lila
112D20�1. С использованием праймеров к райо�
нам J1 и J2, фланкирующим этот ретротранспо�
зон, проведен ПЦР�анализ различных видов Trit�
icеае (рис. 3). Показано, что инсерция ретро�
транспозона произошла внутри предкового вида
Ae. tauschii до его скрещивания с тетраплоидным
видом (ВВАА) и образования гексаплоидной
пшеницы. Ранее была выведена формула расчета
времени инсерции ретротранспозона по степени
гомологии его LTR, основанная на линейном ха�
рактере их взаимной дивергенции во времени:
T = D/2t, где Т – время инсерции; D – оценка ди�
вергенции LTR; t – количество замен на нуклео�
тидный сайт в год [14]. Степень дивергенции LTR
оценивали по методу Кимуры [28], в качестве t ис�
пользовали значение 1.3 × 10–8 [29]. С помощью
этой формулы мы получили ориентировочное
время встраивания – 1.7 млн лет. Этот срок соот�
ветствует периоду между формированием диплоид�
ных видов и появлением дикой тетраплоидной
пшеницы T. dicoccoides (2.5–0.5 млн лет) [1, 30, 31].
На основании филогенетического анализа после�
довательностей Fatima ранее был сделан вывод,
что амплификация В�специфичного варианта
этого ретротранспозона также произошла до
формирования тетраплоидной пшеницы (BBАА),
в составе донора В�генома – предкового вида
Ae. speltoides [18]. Интересно, что инсерция В�спе�
цифичного ретротранспозона Fatima в ВАС�кло�
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не 2383А24 произошла примерно в то же время
(1.6 млн лет), что и инсерция Lila 112D20�1. По�
видимому, геном�специфичные элементы у ди�
плоидных видов Triticеае формировались в один и
тот же период времени после их дивергенции от
общего предка. Тот факт, что 80% МЭ в составе А�
и В�геномов размножилось до формирования ал�
лополиплоидных пшениц, также подтверждает
эту гипотезу [10].

В изученном нами ВАС�клоне 112D20 МЭ за�
нимают 98.5% нуклеотидной последовательности,
тогда как на долю генов и неидентифицированных
участков приходится 1.5% (таблица). Среди них
преобладают МЭ класса LTR�ретротранспозонов,
а именно, Ty3�gypsy�подобные элементы (61.7%).
Найдена только одна ОРС, не относящаяся к ко�
дирующим последовательностям МЭ (рис. 2).
Кодируемая этой ОРС аминокислотная последо�
вательность на 49% гомологична продукту неиз�
вестного гена, который находится на расстоянии
6 т.п.н. от гена Lr21 (AF532104). Нельзя исклю�
чить, что указанная ОРС имеет отношение к
функционированию ретроэлемента Fatima, по�
скольку в составе ВАС�клона 112D20 она ограни�
чена непосредственно этим элементом. Отсут�
ствие значимых генов не позволяет установить
точную локализацию ВАС�клона 112D20 по син�
тении с другими геномами. С помощью ПЦР мы
определили его приблизительную локализацию в
пределах дистальной четверти длинного плеча
хромосомы 5D (рис. 4). В составе ВАС�клона
112D20 не найден cубтеломерный повтор Spelt 52,
несмотря на то что ранее его выявили с помощью
ПЦР [17]. Вероятно, положительный результат
ПЦР был обусловлен случайной реассоциацией
праймеров с короткими последовательностями, и
принадлежность ВАС�клона 112D20 к субтело�
мерному району остается невыясненной.

В целом, изученный ВАС�клон – это генетиче�
ски инертный участок генома с высокой концен�
трацией МЭ, образующих структуры типа “вло�
женных инсерций” (nested structure). Сопоставив
данные FISH, первичную структуру ВАС�клона, а
также результаты ПЦР�анализа различных видов
Triticеае, мы сделали вывод, что наблюдаемая
картина гибридизации ВАС�клона 112D20 обу�
словлена присутствием Ty3�gypsy&ретротранспозо�
на Lila, специфичного для D�генома. Этот ретро�
элемент подвергся значительной амплификации
внутри диплоидного вида – предка D�генома.
Вместе с ранее полученными данными эти резуль�
таты свидетельствуют о том, что амплификация
А�, В� и D�геном�специфичных ретроэлементов
происходила до образования аллополиплоидных
видов пшеницы на стадии формирования дипло�
идных видов�предшественников.

Работа выполнена при финансовой поддержке
Министерства образования и науки РФ (Госкон�
тракт 16.512.11.2223).
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