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Методом IRAP ПЦР с праймером к LTR последовательностям ретротранспозона SIRE1, у трех трансгенных 
линий мягкой пшеницы обнаружено появление новых, относительно высокомолекулярных (длиной более 
1000 п.н.) ампликонов, что свидетельствует о транспозиции данного мобильного элемента. Полученные дан- 
ные могут служить доказательством того, что индукция транспозиции SIRE 1 обусловлена геномным 
стрессом, вызванным встраиванием чужеродной ДНК или стрессом, непосредственно связанным с процессом 
трансформации (микропоранение, культивирование на селективных средах). 
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Технология генетической трансформации имеет 

большие перспективы в селекции растений для 
улучшения хозяйственно полезных признаков, в 
частности урожайности, повышения качества, ус- 
тойчивости к патогенам и вредителям [1]. Для 
пшеницы перспективным методом генетической 
инженерии является биолистическая трансформа- 
ция, поскольку ткани этой культуры имеют низкую 
чувствительность к агробактериальной инфекции 
[2]. На сегодняшний день большинство протоколов 
получения генетически модифицированных орга- 
низмов предполагает использование культуры in 
vitro, в том числе этапы образования каллуса и ре- 
генерации растений. Следует учитывать, что при 
этом может возникать значительное число мута- 
ций, известных под общим названием сомакло- 
нальной изменчивости [3]. Однако кроме мутаген- 
ного эффекта культуры тканей, процесс трансфор- 
мации сопровождается дополнительным стрессом, 
связанным как с механическим поранением (при 
использовании бомбардировки микрочастицами), 
так и с встраиванием генетической конструкции в 
геном реципиента [4]. 

Несмотря на то, что темпы получения и выра- 
щивания генетически модифицированных культур 
постоянно возрастают, все еще остается вопрос на- 
сколько точно современные методы генетической 
инженерии могут обеспечить перенос в геном чу- 
жеродных генов и сколько непредсказуемых гене- 
тических и эпигенетических эффектов при этом 
может возникать [5]. Следствием переноса чуже- 
родной ДНК может быть нарушение стабильности 
генома   трансформированного   растения,   однако 
данной проблеме уделяется недостаточно внима- 
ния, хотя такие исследования связаны не только с 
фундаментальными вопросами организации и 
функционирования  генома  в  целом,  но  также  с 
проблемой безопасности употребления трансген- 
ных растений. 
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Показано, что интеграция чужеродной ДНК в 

ядерный геном может вызвать как эпигенетические 
изменения, в частности изменения уровня метили- 
рования ДНК, так и активацию транскрипции мо- 
бильных генетических элементов (МГЭ)  [6]. 
Matzke и сотрудники [7] получили данные, которые 
убедительно свидетельствуют о том, что в присут- 
ствии трансгенов в геноме реципиента наблюдается 
повышение частоты генетических перестроек и ак- 
тивация МГЭ. Явление транспозиции представляет 
значительный интерес, поскольку показана  его 
роль как в изменении экспрессии структурных ге- 
нов, так и индукции хромосомных аберраций [8]. 

IRAP-анализ (Inter-Retrotransposon Amplified 
Polymorphism) - метод амплификации геномной 
ДНК между близко расположенными последова- 
тельностями ретротранспозонов. Одним из пре- 
имуществ этого метода является возможность од- 
новременного анализа многих локусов в различных 
участках генома, что особенно важно при культи- 
вировании in vitro. Широкое присутствие в геноме 
растений мобильных генетических элементов и их 
способность к самостоятельному копированию по- 
зволяет методом IRAP-анализа идентифицировать 
относительно недавние изменения генома, в том 
числе вызванные действием стрессовых факторов. 
Одним из мобильных элементов, который исполь- 
зуется для анализа генома растений является со- 
евый ретротранспозон SIRE 1, относящийся к се- 
мейству Ty1-copia-подобных ретроэлементов. Он 
присутствует в геноме многих видов растений, в 
том числе и пшеницы, имеет длину примерно 12 
т.п.н. В данной работе был использован праймер, 
родственный к длинным концевым повторам (LTR- 
последовательностям) SIRE-1. Этот участок содер- 
жит низкокопийные последовательности нуклеоти- 
дов и является одним из самых консервативных. 
Именно поэтому изменения в длине между после- 
довательностями ретротранспозонов, которые 
можно зафиксировать, как появление/исчезновение 
или изменение размера IRAP-ампликона, могут 
служить объективным критерием изменчивости ге- 
нома. 
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В связи с этим, целью данной работы был моле- 
кулярно-генетический анализ трансгенных 
клеточных линий мягкой пшеницы с использование 
IRAP ПЦР с праймером к LTR последовательно- 
стям ретротранспозона SIRE 1. 

 

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ 
 

Каллусные культуры были получены из апекса 
побега 3-суточных стерильных растений пшеницы 
сорта Зимоярка по разработанной нами методике 
[9]. Исходный каллус разделяли на 2 части. Одна 
часть была использована для проведения генетиче- 
ской трансформации, другая параллельно пассиро- 
валась на питательной среде МС. Генетическую 
трансформацию осуществляли биолистическим ме- 
тодом, используя самодельную пушку типа particle 
inflow gun (PIG). В исследованиях была использо- 
вана векторная конструкция pAHC25 [10], содер- 
жащая селективный ген фосфинотрицин-N- 
ацетилтрансферазы (bar), который обеспечивает ус- 
тойчивость к фосфинотрицину и репортерный ген 
β-глюкуронидазы (GUS). Способ получение и ана- 
лиз трансгенных клеточных линий описан в работе 
[11]. 

ДНК из каллусных культур выделяли по мето- 
дике Делапорта [12] с определенными модифика- 
циями, концентрацию и чистоту определяли спек- 
трофотометрически. Для амплификации ДНК ко- 
нечный объем реакционной смеси составлял 25 
мкл: 10 мM TRIS-HCl, 50 мM KCl, 1,5 мM хлорида 
магния, 2 мM каждого дезоксинуклеотидтрифосфа- 
та (дНТФ), 0,2 мкл праймера, 1 ед. акт. Taq ДНК 
полимеразы (Thermo Scientific) и 100-120 нг иссле- 
дуемой ДНК. Амплификация проводилась по сле- 
дующей программе: начальная денатурация при 94 
°С 5 мин,  37 циклов (денатурация 94 °С -  30 с,  от-  
жиг 58  °С -  90  с,  элонгация 72  °С -  2  мин)  и фи-  
нальная элонгация 72 °С 10 мин. Для проведения 
ПЦР был использован единичный праймер к LTR 

ретротранспозона SIRE 1, имеющий следующую 
нуклеотидную            последовательность:            5'- 
GCACTTATGCAAGTGGGATCAGC-3   [13].   Про- 
дукты амплификации разделяли методом электро- 
фореза в 1,6% агарозном геле с добавлением бро- 
мистого этидия. Спектры продуктов ПЦР визуали- 
зировали под УФ лучами. Для оценки размеров ам- 
пликонов применяли маркер 100 bp DNA Ladder 
(Thermo Scientific). Размер продуктов ПЦР опреде- 
ляли с помощью пакета прикладных программ 
TotalLab v.2.01 (Nonlinear Dynamics) [14]. Для ко- 
личественной оценки полученных результатов дан- 
ные были представлены в виде бинарных матриц в 
которых наличие/отсутствие одинаковых по разме- 
ру ампликонов соответствовало значение 1 или 0. 
Проверку стабильности ПЦР реакции, осуществля- 
ли путем трехкратного повторения амплификации с 
одним и тем же праймером на том же растительном 
материале. 

 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 
 

Известно, что в процессе совместной эволюции 
сформировались механизмы, защищающие геном 
хозяина от чужеродной транспозиции, в частности 
описано ее подавление на транскрипционном 
(сайленсинг путем метилирования ДНК) и 
посттранскрипционном (сайленсинг за счет РНК- 
интерференции) уровнях [15]. Поэтому в обычных 
условиях активность ретротранспозонов 
отсутствует или наблюдается на незначительном 
уровне [16]. В условиях эксперимента нам не 
удалось зафиксировать транспозицию у исходных и 
контрольных форм. В целом, у 
нетрансформированного первичного каллуса, а 
также каллуса 3-го и 6-го пассажей обнаружено 10 
четких ампликонов, размером от 407 до 1360 п.н. У 
всех исследуемых объектов выявлен идентичный 
спектр продуктов ПЦР. На рис. 1 представлено по 
одному образцу из каждой исследуемой выборки. 

 
 

1500 п.н. – 
 

1000 п.н. – 
 
 
 

500 п.н. – 

M 1 2 3 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Рис. 1. Спектр продуктов амплификации ДНК контрольного нетрансформированного каллуса: М - маркер 
молекулярных масс (100 bp DNA Ladder), 1 – первичный каллус (0 пассаж); 2 - каллус 3 пассажа; 3 - каллус 6-го 
пассажа 
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Следующим этапом исследований было выявле- 
ние полиморфизма ДНК у трансформированных 
форм.  Для  этого  отбирали  образцы   каллусных 

линий LТ1-LТ7. Полученные результаты представ- 
лены на рис. 2. 

М 1 2 3 4 5 6 7 
 

1500 п.н. – 
1000 п.н. – 

 
 
 

500 п.н. – 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Рис. 2. Спектр продуктов амплификации ДНК трансформированных каллусных линий: М - маркер молекуляр- 
ных масс (100 bp DNA Ladder), 1 - клеточная линия LТ1, 2 - клеточная линия LТ2, 3 - клеточная линия LТ3, 4 - 
клеточная линия LТ4, 5 - клеточная линия LТ5, 6 - клеточная линия LТ6, 7 - клеточная линия LТ7. Стрелками 
показаны новые ампликоны 

 

На полученных электрофореграммах продуктов 
ПЦР каждый ампликон соответствует анонимному 
локусу между двумя близко расположенными ко- 
пиями SIRE-1, поскольку применен праймер, род- 
ственный к LTR-последовательности, а общая дли- 
на этого ретротраспозона составляет около 12 тыс. 
п.н., что делает невозможным синтез фрагментов в 
пределах одной копии. Таким образом, каждый но- 

 
вый выявленный ампликон фиксирует возникнове- 
ние нового межретранспозонного локуса, то есть 
свидетельствует о событии транспозиции. Нами 
отмечено появление новых, относительно высоко- 
молекулярных (длиной более 1000 п.н.) амплико- 
нов у трех трансгенных линий - LТ2, LТ6 и LТ7 
(табл.). В частности, у двух последних обнаружено 
по два новых фрагмента. 

 

Таблица. Длина новых, выявленых у трансгенных линий, ампликонов 
 

Линия Количество новых 
ампликонов, шт. Длина амликона, п.н. 

LТ2 1 1567 

LТ6 2 1491, 1660+* 

LТ7 2 1075, 1660+* 
 

Прим. * - При расчете длины ампликона на пакете прикладных программ TotalLab v.2.01 получено значение 1660 п.н. (ли- 
ния LТ6) и 1651 п.н. (линия LТ7), однако поскольку разница между этими значениями меньше инструментальной погреш- 
ности метода (включающей разрешающую способность электрофоретического метода и погрешность вычисления), фраг- 
менты нами условно обозначены как 1660+, что может свидетельствовать как об их идентичности, так и о несхожести по 
нуклеотидному составу (межретранспозонному локусу) 

 
Появление нескольких новых ампликонов, а 

также то, что они были обнаружены у трех из семи 
исследуемых клеточных линий, может свидетель- 
ствовать об относительно высокой частоте события 
транспозиции в ДНК трансформированных клеточ- 
ных линий. В исследуемых локусах, фланкирован- 
ных LTR ретротранспозона SIRE-1, нами не выяв- 
лено точечных мутаций в сайтах связывания с 
праймером и/или делеций, которые могли бы при- 
водить к исчезновению ампликона в ДНК- профи- 
лях ПЦР. 

Следует отметить, что в литературе была описа- 
на транспозиционная активность ретротранспозо- 
нов Tos17 у трансгенных растений риса [4] и Tag1 у 

арабидопсиса [17]. Авторы также отмечают отсут- 
ствие такой активности у контрольных форм. Хотя 
использованный нами метод не позволяет непо- 
средственно выявить транскрипционную и транс- 
позиционную активность ретротранспозонов, одна- 
ко он может быть быстрым и эффективным инст- 
рументом исследования изменений генома при ге- 
нетической трансформации и подтверждения 
транспозиции МГЭ. 

Таким образом, нами проведен молекулярно- 
генетический анализ трансгенных клеточных ли- 
ний мягкой пшеницы с использование IRAP ПЦР с 
праймером к LTR последовательности ретротранс- 
позона SIRE 1. У трех трансформированных линий 
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- LТ2, LТ6 и LТ7 обнаружено появление новых, от- 
носительно высокомолекулярных (длиной более 
1000 п.н.) ампликонов, что свидетельствует о 
транспозиции данного мобильного генетического 
элемента. Поскольку эти фрагменты отсутствовали 
в спектрах продуктов амплификации ДНК кон- 
трольного нетрансформированного каллуса, это 
дает основания считать индукцию транспозиции 
SIRE 1 связанной с геномным стрессом, вызванным 
встраиванием чужеродной ДНК (векторной конст- 
рукции pAHC25) или стрессом непосредственно 
связанным с процессом трансформации (микропо- 
ранение, культивирование на селективных средах). 
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By IRAP PCR with primers to LTR of SIRE 1 retrotransposon, at the three transformed lines showed the emergence 
of new, relatively high (more than 1000 bp) amplicons, which indicating of the TE transposition. As new DNA frag- 
ments were detected in three of seven studied lines and were absent in the control callus, it may indicate that the in- 
duction of transposition SIRE 1 may be due to genomic stress, caused by inserting foreign DNA (plasmid pAHC25) 
or stress associated with the transformation process (mechanical wounding, cultivation on selective media). 
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