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Проаналізовано алельний склад гліадинкодувальних локусів мутантних рослин
Triticum aestivum L., індукованих техногенним забрудненням навколишнього се-
редовища. Виявлено молекулярно-генетичні зміни в блоках компонентів алелів
локусів Gli-1B, Gli-1D, Gli-2A, Gli-2B, Gli-2D, Gli-2-1A. Найбільшим
поліморфізмом за алельним складом характеризувався локус Gli-2D 6-ї гомео-
логічної групи хромосом. Незважаючи на значні зміни у морфології й тривалості
періоду вегетації досліджуваних мутантів, частина з них за основними гліадин-
кодувальними локусами мала однаковий генотип із вихідним сортом, що потре-
бує додаткових молекулярно-генетичних досліджень для встановлення механізмів
індукування у рослин видимих спадкових змін.
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кери, гліадинкодувальні локуси.

В умовах нинішньої ситуації широкомасштабного забруднення навко-
лишнього середовища, яке характеризується багатокомпонентним скла-
дом, комплексною динамікою потрапляння, розподілу та взаємодії ток-
сикантів у середовищах і живих організмах, отримати коректні оцінки їх
генетичних наслідків лише за результатами інструментального аналізу
стало практично неможливим. Значно підвищити ефективність визна-
чення мутагенної активності чинників природного середовища можна
шляхом розробки й використання на практиці чутливих і надійних методів
біотестування. Вони дають змогу встановити рівень небезпеки існуючо-
го забруднення для геному живих організмів і доповнюють інструмен-
тальні методи аналізу проб ґрунту, води, донних відкладів, повітря дани-
ми про інтегральну генотоксичність з урахуванням усієї сукупності
взаємодій досліджуваних чинників [7, 21]. Методи біоіндикації й
біотестування для оцінювання активності фізичних і хімічних мутаген-
них забруднювачів мають бути швидкими у виконанні, низьковитрат-
ними, методично простими [2, 20, 22].

Об’єктами особливої уваги і вивчення на сьогодні стали віддалені
генетичні наслідки комбінованого впливу мутагенів забруднених тери-
торій на біоту. Значні можливості у вивченні цієї проблеми відкривають-
ся в разі використання біологічного контролю на основі цитогенетичних
методів аналізу та обліку видимих спадкових морфологічних змін окре-
мих організмів і цілих популяцій [23]. Цитогенетичні методи досліджен-
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ня з початку ХХ ст. широко використовують для оцінювання му-
таційних подій у соматичних клітинах рослинних і тваринних ор-
ганізмів, а з 1986 р. метод визначення частоти хромосомних аберацій був
прийнятий у рекомендаціях МАГАТЕ як офіційний метод біологічної
дозиметрії [1, 10, 29].

Деякі дослідники вважають, що хромосомні перебудови можуть
слугувати опосередкованим показником генних мутацій. Однак на сьо-
годні виявлено речовини, за дії яких на живі організми позитивна коре-
ляція між рівнями хромосомних аберацій і генних мутацій не спос-
терігається [13], тому тестом мутагенності речовин на організменому
рівні є видимі мутації. Один із їх видів — хлорофільні мутації, на думку
багатьох дослідників [5, 11, 30], можуть слугувати самостійним показни-
ком ефективності мутагенної дії того чи іншого чинника. Оскільки у
пшениці частота хлорофільних мутацій низька, їх можна використовува-
ти лише як попередній тест для оцінювання дії мутагену, а для отриман-
ня вичерпної інформації потрібен повний аналіз усіх видимих мутацій-
них подій [13, 14]. Однак досі залишається недостатньо дослідженим
питання ідентифікації генів, що контролюють цілу низку ознак озимої
м’якої пшениці. Водночас окремі з них — регуляторні гени — здатні кон-
тролювати експресію десятків генів, тому одна-єдина мутація в послідо-
вності гена, який контролює транскрипційний фактор, може призводи-
ти до значних змін фенотипу [6].

Для вивчення проблемних питань мутаційної мінливості рослин
необхідні детальні молекулярно-генетичні дослідження, які були впрова-
джені в лабораторну практику в 1970-х роках. Білкові маркери відіграли
значну роль у вивченні генетики сільськогосподарських рослин і гене-
тичних наслідків радіаційного забруднення навколишнього середовища
внаслідок аварії на Чорнобильській АЕС [4, 8, 28]. Проте з відкриттям
полімеразної ланцюгової реакції (ПЛР) та переходом на ДНК-маркери їх
практичне застосування значно скоротилося. Недоліками білкових мар-
керів можна вважати порівняно низький поліморфізм, який вони забез-
печують, і залежність компонентного складу ізоферментів від стадії роз-
витку рослин та їх фізіологічного стану. Однак для злакових культур,
зокрема для пшениці, найзручнішими маркерами залишаються запасні
білки ендосперму, електрофоретичний спектр яких унікальний для кож-
ного виду, сорту, лінії, не залежить від умов вирощування, тривалості
зберігання зерна [19, 31], а їх мінливість, що зумовлена низьким тиском
природного добору, є зручним інструментом дослідження особливостей
молекулярних механізмів генетичної відповіді на зовнішні стреси [12].

Стабільність гліадинкодувальних локусів дає змогу використовува-
ти процеси формування генетичної мінливості й генетичної різно-
манітності пшениці, оцінювати генетичну варіабельність та її динаміку в
часі, проводити моніторинг генетичної мінливості. Деталізований дво-
вимірний електрофорез дає можливість ідентифікувати у зерновому про-
теомі щонайменше 3 тис. білків. Оцінка ж зернового протеому за
аналізом транскриптів прогнозує існування 8—10 тис. білків [26]. У
зв’язку з цим із використанням електрофоретичних спектрів гліадинів
теоретично можна виділити й ідентифікувати більш як мільйон гено-
типів [15, 36]. Білки є первинними продуктами генів, які можуть марку-
вати власне сам ген, хромосому і геном, а також вид, сорт чи лінію, що
включають цей ген [18]. Оскільки гени розміщуються в різних локусах
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хромосом і в цілому утворюють геном, за білковими маркерами іден-
тифікованих генів можна отримати інформацію про генотип рослини і
встановити молекулярні механізми індукування видимих мутацій.

Метою досліджень був аналіз алельного складу гліадинкодувальних
локусів мутантних рослин озимої пшениці, індукованих техногенним за-
брудненням навколишнього середовища.

Методика

Об’єктами дослідження обрано мутантні рослини озимої м’якої пшениці
(Triticum aestivum L.) сортів Альбатрос одеський і Зимоярка, індуковані
в 2011—2013 рр. радіонуклідними забрудненнями ґрунту ближньої зо-
ни відчуження Чорнобильської АЕС та хвостосховища «Сухачівське,
секція 1»; забрудненнями ґрунту іонами важких металів (за 5 км від Бур-
штинської ТЕС, у межах промислових зон ЗАТ «Луганські акумулятори»,
поблизу вул. Б. Хмельницького м. Костянтинівки); пестицидами (схови-
ще заборонених і непридатних для використання пестицидів с. Джурин,
старий яблуневий сад Інституту зрошуваного садівництва ім. М.Ф. Си-
доренка НААН України м. Мелітополь); токсичними відходами (полігон
токсичних відходів ТОВ «Оріана Галев» м. Калуш).

Електрофорез гліадинів ендосперму зерна проводили за методом
ISTA в модифікації Поперелі [16] в 10 %-му поліакриламідному гелі
(ПААГ) в кислому середовищі (рН 4,0) за наявності 7 М сечовини з ви-
користанням гліцин-оцтового буферу. В 1 л буферу містилось 4 мл оц-
тової кислоти і 0,4 г гліцину. Для отримання розчину гліадину подрібне-
не зерно вміщували в пробірку типу Еппендорф місткістю 1,5 мл і
додавали 250 мкл 70 %-го розчину етанолу. Вміст пробірки інтенсивно
перемішували й екстрагували протягом 12 год.

Перед нанесенням на гель 50 мкл спиртового розчину гліадину з
кожної пробірки переносили в чисту пробірку, додавали 50 мкл розчи-
ну, в 1 л якого містилось 0,5 моль оцтової кислоти, 8 моль сечовини і
0,001 % піроніну Y. 20—25 мкл отриманої суміші вносили в кишені,
сформовані на пластинці ПААГ. Електрофорез проводили протягом 30 хв
за напруги 150 В, потім упродовж 4—5 год — за напруги 500 В. Гелі фар-
бували протягом 8 год сумішшю барвника Кумасі R-250, ацетону, оцто-
вої та трихлороцтової кислот. Надлишок фарби відмивали водопровід-
ною водою.

Алелі гліадинкодувальних локусів ідентифікували відповідно до
символіки позначень Поперелі [16].

Результати та обговорення

Найвищий стан генетичного поліморфізму за алельним складом серед
світового сортименту пшениці встановлено для гліадинкодувальних ло-
кусів Gli-1 i Gli-2. Генетична варіабельність за цими локусами має най-
ширші межі серед усіх відомих на сьогодні та вивчених білкових і фер-
ментних систем. Лише за електрофоретичним складом гліадинів у
світовій колекції майже не трапляються сорти пшениці, які б були абсо-
лютно ідентичними [17, 33]. Гліадини, що містяться в зерні пшениці, є
гетерогенними білками, які знаходяться у формі мономерного ланцюга,
формують близько 50 % білка зерна і за молекулярною масою в поліак-
риламідному гелі мають 4 різні форми (-гліадин, -гліадин, -гліадин,
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-гліадин) [17]. Усі гліадини вважаються мономерами, хоча в них мо-
жуть бути дисульфідні зв’язки (-гліадин), а також внутрішньоланцюгові
дисульфідні зв’язки [34, 35].

На основі електрофореграм гліадинкодувальних локусів було іден-
тифіковано блоки компонентів алелів гліадинів 16 мутантних рослин
пшениці м’якої озимої сорту Альбатрос одеський і 4 мутантів сорту Зимо-
ярка. Ідентифікацію мутантних зразків здійснено на основі гліадинкоду-
вальних локусів Gli-1A, Gli-1B, Gli-1D, Gli-2A, Gli-2B, Gli-2D, Gli2-1A
(таблиця). Незважаючи на значні зміни в морфології й тривалості
періодів вегетації мутантів, частина з них за гліадинкодувальними локу-
сами мала однаковий генотип із вихідним сортом. Так, спектри запасних
білків мутантних зразків сорту Альбатрос одеський № 168/15 (низько-
рослий, пізньостиглий), № 266/15 (середньоранній), № 373/15 (високо-
рослий, відсутність воскової поволоки), № 513/15 (високорослий, інтен-
сивний ріст, середньоранній), № 591 (низькорослий, скверхедний
колос), № 628/15 (напівкарлик), № 705/15 (напівкарлик, щільний
циліндричний колос) були ідентичні спектрам вихідного сорту: Gli-1A4,
Gli-1B1, Gli-1D4, Gli-2A4, Gli-2B2, Gli-2D3, Gli-2-1A3. За електрофоре-
тичним спектром гліадинів не відрізнялись від вихідної форми мутанти
сорту Зимоярка № 1000/15 (спельтоїдний остистий колос, пізньостиг-
лий) і № 1021/15 (антоціанові колоскові луски): Gli-1A5, Gli-1B4, Gli-
1D1, Gli-2A1, Gli-2B1, Gli-2D2, Gli-2-1A1. Відсутність у досліджуваних
зразків мутацій за основними локусами, що контролюють синтез
гліадинів, може бути пов’язана з можливістю їх виникнення в інших
гліадинкодувальних локусах (Gli-5A, Gli-5B, Gli-6 (Gli-6A), Gli-7 (Gli-
7D)) [32] чи локусах, які кодують низькомолекулярні і високомолеку-
лярні глютеніни [24]. Аналогічні результати, отримані в результаті моле-
кулярно-генетичного вивчення сомаклональних ліній пшениці, що
різнилися за значними морфологічними змінами, продуктивністю і стро-
ками дозрівання [3], автори пояснили можливістю внеску у формування
фенотипу сомаклонів епігенетичної мінливості. За даними автора праці
[18], зміни можуть стосуватися генетичних факторів генної експресії, що
регулюють накопичення білка в зерні пшениці.

Гени гліадинів мають універсальні структурні особливості: наявність
повторюваного домену чи доменів та одного або двох поліглутамінових
доменів. Такі домени складаються з великої кількості тринуклеотидних
повторень САА або САG, що кодують глутамін [25]. Повторення трип-
летів у поліглутаміновому домені утворюють внутрішньогенні мікроса-
теліти. Як відомо, мікросателітні послідовності можуть спричинювати
проходження нерівного кросинговеру, а також проковзування полімера-
зи при реплікації, що є основним джерелом мутацій у мікросателітних
локусах [27]. Такі мутації можуть зумовлювати зміни у послідовностях
гліадинових генів, що виражається в їх поліморфізмі [12]. У низці
досліджених мутантів, індукованих техногенним забрудненням навколиш-
нього середовища, виявлено мутації в окремих локусах генів запасних
білків. У мутантних зразків сорту Альбатрос одеський у переважній
більшості спадкові зміни стосуються компонентів блоків алелів гліадин-
кодувального локусу Gli-2D (рисунок, а). Зокрема у мутантів № 416/15
(високорослий, скверхедний колос із деформованими остями) і №
511/15 (високорослий, пізньостиглий, довгий колос, листок, що стир-
чить) виявлено алель Gli-2D2; у зразка № 873/15 (довгий нещільний ко-
лос) — алель Gli-2D4; у мутантів № 893/15 (високорослий, інтенсивний
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ріст, пізньостиглий, відсутність воскової поволоки, нещільний колос),
№ 965/15 (напівостистий скверхедний колос, інтенсивний ріст) та №
967/15 (напівостистий довгий нещільний колос, інтенсивний ріст, серед-
ньоранній) ідентифіковано алель Gli-2D1. Серед досліджуваних зразків
сорту Зимоярка в мутанта № 3906/14 (напівостистий нещільний колос)
(див. рисунок, б) виявлено алель Gli-2D3.

409

АНАЛИЗ ГЛИАДИНКОДИРУЮЩИХ ЛОКУСОВ

ISSN 2308-7099. Физиология растений и генетика. 2017. Т. 49. № 5

Генетичні формули за гліадинкодувальними локусами мутантів озимої пшениці, індукованих
техногенним забрудненням навколишнього середовища

Генотип за гліадинкодувальними локусамиСелек-
ційний
номер

Походження мутанта Gli-1A Gli-1B Gli-1D Gli-2A Gli-2B Gli-2D Gli-2-1A

Альбатрос одеський

2955/15 Вихідний сорт
(контроль)

4 1 4 4 2 3 3

173/15 5 км від
Бурштинської ТЕС

4 1 4 4 2 3 1

168/15 Те саме 4 1 4 4 2 3 3

266/15 «    « 4 1 4 4 2 3 3

308/15 «    « 4 1 4 4 2 3 1

373/15 Сховище, с. Джурин 4 1 4 4 2 3 3

416/15 Те саме 4 1 4 4 2 2 3

511/15 «    « 4 1 1 1 2 2 3

513/15 «    « 4 1 4 4 2 3 3

591/15 Сховище ТОВ «Оріана
Галев», м. Калуш

4 1 4 4 2 3 3

628/15 Те саме 4 1 4 4 2 3 3

687/15 «    « 4 1 4 3 1 3 3

705/15 «    « 4 1 4 4 2 3 3

873/15 Рекультивована ділянка
сховища ТОВ «Оріана

Галев», м. Калуш

4 1 4 4 2 4 3

893/15 Те саме 4 1 4 4 2 1 1

965/15 Яблуневий сад,
м. Мелітополь

4 1+3 4 4 2 1 3

967/15 с. Чистогалівка 4 1 4 4 2 1 3

Зимоярка

2975/15 Вихідний сорт
(контроль)

5 4 1 1 1 2 1

3906/14 Яблуневий сад,
м. Мелітополь

5 1 1 1 1 3 1

7148/13 Хвостосховище
«Сухачівське, секція 1»

5 4 1 3 2 2 1

1000/15 вул. Б. Хмельницького,
м. Костянтинівка

5 4 1 1 1 2 1

1021/15 ЗАТ «Луганські
акумулятори»

5 4 1 1 1 2 1



Деякі мутанти відрізнялись від вихідного сорту мутаціями блоків
алелів одразу кількох локусів запасних білків. У переважній більшості
вони стосувались гліадинкодувальних локусів 6-ї гомеологічної групи
хромосом. Так, зразки № 511/15 і № 687/15 сорту Альбатрос одеський
включають мутантні алелі відповідно Gli-1D1, Gli-2A1, Gli-2D2 тa Gli-
2A3, Gli-2B1. У мутантної форми № 965/15, що характеризується інтен-
сивним ростом і напівостистим скверхедним колосом, разом зі зміною в
локусі Gli-2D в гліадиновому спектрі в межах локусу Gli-1B виявляється
гетерозиготність (1+3). Мутації відразу в кількох гліадинкодувальних локу-
сах виявлено також і в мутантів сорту Зимоярка. Зокрема зразок № 3906/14
(напівостистий нещільний колос) відрізнявся від вихідного сорту на-
явністю алелів Gli-1B1, Gli-2D3, а зразок № 7148/13 (скверхедний ости-
стий колос) — наявністю алелів Gli-2A3, Gli-2B2.

Нарівні з гліадинкодувальним локусом Gli-1A виявлено локус Gli-
2-1A, який локалізується також в 1А хромосомі [9]. Генотипи окремих
мутантних зразків, такі як № 173/15 (короткий щільний колос, широкий
листок) та № 308/15 (низькорослий, короткий скверхедний колос, пізньо-
стиглий), відрізняються від рослин вихідного сорту Альбатрос одеський за
локусом Gli-2-1A i включають алель Gli-2-1A1, а мутант № 893/15 одно-
часно включає алелі Gli-2D1, Gli-2-1A1.

Отже, в результаті електрофоретичного вивчення запасних білків
мутантних зразків пшениці м’якої озимої, що індуковані хронічним
впливом техногенних мутагенних чинників навколишнього середовища,
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Електрофореграми гліадинів зерна мутантних рослин озимої пшениці сортів Альбатрос
одеський (а) та Зимоярка (б), індукованих техногенним забрудненням навколишнього
середовища:

1 — контроль; 2 — № 173/15 (Gli-2-1A1); 3 — № 308/15 (Gli-2-1А1); 4 — № 416/15 (Gli-2D2); 5 —
№ 511/15 (Gli-1D1, Gli-2A1, Gli-2D2); 6 — № 687/15 (Gli-2A3, Gli-2B1); 7 — № 873/15 (Gli-2D4); 8 —
№ 893/15 (Gli-2D1, Gli-2-1A1); 9 — № 965/15 (Gli-1B1+3, Gli-2D1); 10 — № 967/15 (Gli-2D1); 11 —
№ 3906/14 (Gli-1B1, Gli-2D3); 12 — № 7148/13 (Gli-2A3, Gli-2B2)

1     2       3     4     5    6    7     8     9      10      1     11   12

а                                              б



виявлено молекулярно-генетичні зміни в блоках компонентів алелів
гліадинкодувальних локусів Gli-1B, Gli-1D, Gli-2A, Gli-2B, Gli-2D,
Gli-2-1A. Найбільшим поліморфізмом за алельним складом характеризу-
вався локус Gli-2D 6-ї гомеологічної групи хромосом. Найменшу
кількість алельних варіацій ідентифіковано в гліадинкодувальному ло-
кусі Gli-1D 1-ї гомеологічної групи хромосом. Відсутність генетичних
змін у локусі Gli-1A досліджуваних мутантних зразків пшениці може
свідчити про його низьку мутабільність в умовах техногенного забруд-
нення природного середовища. Незважаючи на значні зміни у морфо-
логії й тривалості періодів вегетації досліджуваних мутантів, частина з
них за основними гліадинкодувальними локусами мала однаковий гено-
тип із вихідним сортом, що потребує додаткових молекулярно-генетич-
них досліджень для встановлення механізмів індукування у рослин ви-
димих спадкових змін.
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АНАЛИЗ ГЛИАДИНКОДИРУЮЩИХ ЛОКУСОВ МУТАНТНЫХ РАСТЕНИЙ
ОЗИМОЙ ПШЕНИЦЫ, ИНДУЦИРОВАННЫХ ТЕХНОГЕННЫМ ЗАГРЯЗНЕНИЕМ
ЕСТЕСТВЕННОЙ СРЕДЫ

Р.А. Якимчук

Институт физиологии растений и генетики Национальной академии наук Украины, Киев

Проанализирован аллельный состав глиадинкодирующих локусов мутантных растений
Triticum aestivum L., индуцированных техногенным загрязнением окружающей среды. Вы-
явлены молекулярно-генетические изменения в блоках компонентов аллелей локусов Gli-
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1B, Gli-1D, Gli-2A, Gli-2B, Gli-2D, Gli-2-1A. Наибольшим полиморфизмом по аллельно-
му составу характеризовался локус Gli-2D 6-й гомеологической группы хромосом. Несмо-
тря на значительные изменения в морфологии и длительности периода вегетации исследу-
емых мутантов, часть из них по основным глиадинкодирующим локусам имела
одинаковый генотип с исходным сортом, что требует дополнительных молекулярно-гене-
тических исследований для установления механизмов индуцирования у растений видимых
наследственных изменений.

ANALYSIS OF GLIADIN-ENCODING LOCI IN MUTANT PLANTS OF WINTER
WHEAT, INDUCED BY TECHNOGENIC CONTAMINATION OF NATURAL
ENVIRONMENT

R.A. Yakymchuk

Institute of Plant Physiology and Genetics, National Academy of Sciences of Ukraine
31/17 Vasylkivska St., Kyiv, 03022, Ukraine

The analysis of allelic composition of gliadin-encoding loci of mutant plants of Triticum aestivum
L., induced by technogenic contamination of natural environment, was made. Molecular-genetic
changes in the blocks of allele components of loci Gli-1B, Gli-1D, Gli-2A, Gli-2B, Gli-2D, Gli-
2-1A were found. Locus Gli-2D of the 6th homeologous chromosome group is characterized with
the highest polymorphism as to allelic composition. Despite serious changes in morphology and
the duration of vegetation period of the studied mutants, some of them have the same as an ini-
tial variety genotype by the main gliadin-encoding loci, which requires additional molecular-genet-
ic research to define the induction mechanisms of visible inherited changes in plants.

Key words: Triticum aestivum L., technogenic contamination, mutations, protein markers, gliadin-
encoding loci.
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