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Застосування методу полiморфiзму довжини

амплiфiкованих фрагментiв для аналiзу видiв i гiбридiв
роду гiркокаштан (Aesculus L.) з рiзною стiйкiстю

до каштанової мiнуючої молi (Cameraria ohridella

Deschka et Dimiĉ)

Проведено молекулярно-генетичнi дослiдження довжини амплiфiкованих рестрикцiйних
фрагментiв видiв i гiбридiв роду гiркокаштан з використанням трьох комбiнацiй прай-
мерiв у селективнiй полiмеразнiй ланцюговiй реакцiї. Встановлено характерний спектр
фрагментiв для кожного генотипу гiркокаштана з метою їх iдентифiкацiї. Виявлено
фрагменти-кандидати на роль маркера стiйкостi видiв i гiбридiв роду гiркокаштан до
каштанової мiнуючої молi.

У мiських урбанiзованих умовах зеленi каштановi насадження є унiкальним природним
фiльтром у доочищеннi атмосфери, води i грунту вiд промислових, побутових та сiльсько-
господарських забруднень. Вони формують ландшафти, виконують важливу екосферну
i естетичну функцiї, мають вагоме лiкувальне, архiтектурне та народногосподарське значе-
ння [1, 2]. Пiдраховано, що одне дерево гiркокаштана звичайного вiком 25–30 рокiв очищує
вiд автомобiльних вихлопних газiв 20 тис. м3 повiтря i не втрачає своєї декоративностi. Та-
кож доведено, що 1 га каштанових зелених насаджень за вегетацiйний перiод поглинає в се-
редньому 5,9–9,5 т вуглекислого газу i видiляє в атмосферу 4,3–6,9 т кисню [3]. Однак деякi
види рослин роду гiркокаштан поступово вичерпують свiй адаптивний потенцiал i нерiдко
гинуть вiд промислового забруднення полютантами, посухи, високих температур, хвороб
та шкiдникiв.

Нинi одним з найагресивнiших шкiдникiв, який уражує рослини гiркокаштана звичай-
ного в країнах Європи i в Українi, є каштанова мiнуюча мiль (Cameraria ohridella Deschka
et Dimiĉ) [4] — вид метеликiв, який належить до ряду лускокрилих (Lepidoptera) та родини
молей-строкаток (Gracillariidae). Гусеницi каштанової мiнуючої молi першого, другого i тре-
тього вiку проникають пiд кутикулу в шар клiтин верхнього епiдермiсу листка й живляться
лише соком, гусеницi четвертого та п’ятого вiку — тiльки тканинами палiсадної паренхiми
листкової пластинки рослин [4, 5]. За таких умов вiдбувається гальмування процесiв фото-
синтезу, енергозабезпечення, росту i розвитку, бiосинтезу хлорофiлу, фiтогормонiв, лiпiдiв,
надходження елементiв мiнерального живлення з кореневої системи в надземну, що при-
скорює старiння та зниження продуктивностi рослин гiркокаштана звичайного [1]. Нашi
попереднi дослiдження показують, що вiдмiни в типi живлення гусениць рiзного вiку зале-
жать вiд форми i розмiрiв мiн, активностi провiдних тканин, pH, кiлькiсного та якiсного
складу клiтинного соку, умов зволоження протягом вегетацiйного перiоду рослин.

Каштанова мiнуюча мiль — найнебезпечнiший, адвентивний i обмежено поширений iн-
вазiйний чужорiдний вид, для якого характерна наявнiсть достатньої кормової бази, вiдсут-
нiсть природних ворогiв та висока швидкiсть розселення ареалу, що завдає значної шкоди
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зеленим деревним насадженням гiркокаштана звичайного [5]. Стає очевидним, що значна
кiлькiсть видiв роду гiркокаштан, якi зростають у грунтово-клiматичних умовах України,
не витримує шкiдливого впливу каштанової мiнуючої молi, у результатi вiдбувається розхи-
тування спадковостi, що пов’язано з нестабiльнiстю геному рослин. З цiєї причини органiза-
цiя i функцiонування геному видiв та гiбридiв роду гiркокаштан залишаються недостатньо
дослiдженими. Це стримує ефективну селекцiю та застосування рiзноманiття генофонду
рослин для озеленення мiських територiй [6–8].

Ступiнь вивчення геному гiркокаштана звичайного обумовлений значною мiрою наяв-
нiстю широкого спектра генетичних маркерiв, побудованих на їх основi генетичних карт
та визначенiстю ДНК-послiдовностi геному конкретного виду рослин. Отже, пошук генети-
чних маркерiв є одним з найпрiоритетнiших завдань генетики i селекцiї видiв роду гiрко-
каштан. Останнiм часом широкого поширення набули ДНК-маркери, якi виявилися зруч-
ними, iнформативними i надiйними, причому дають змогу проводити порiвняльну оцiнку
за бажаними ознаками впродовж онтогенезу рослин. Застосування певного типу ДНК-мар-
керiв обумовлено ступенем вивчення геному рослин. У разi обмежених вiдомостей щодо
нуклеотидної послiдовностi найвиправданiшим є використання методу полiморфiзму дов-
жини амплiфiкованих фрагментiв (Amplified Fragment Length Polymorphism) [9]. Даний тип
ДНК-маркерiв не вимагає наявностi iнформацiї щодо ДНК-послiдовностi геному i дає змогу
з високою точнiстю оцiнювати вiдмiнностi мiж близькоспорiдненими органiзмами, прово-
дити їх iдентифiкацiю та паспортизацiю. Наразi застосування ДНК-маркерiв є перспектив-
ним для iдентифiкацiї окремих видiв, форм i гiбридiв роду гiркокаштан, якi можуть бути
тiсно зчепленi з генами продуктивностi, цiнних декоративних ознак, стiйкостi до хвороб,
шкiдникiв та стресових факторiв середовища, що робить їх незамiнними iнструментами
в селекцiї.

У зв’язку з вищесказаним вагомого значення набуває проблема пошуку маркерiв ге-
нiв стiйкостi видiв i гiбридiв рослин роду гiркокаштан до каштанової мiнуючої молi, що
потребує тривалого часу. Наявнi методи молекулярної бiологiї дають можливiсть iстотно
скорочувати етапи вiдбору i одержання найстiйкiших деревних рослин з необхiдними озна-
ками за рахунок використання генетичного маркера цiнного гена.

Нами проведено апробацiю методу полiморфних амплiфiкованих рестрикцiйних фраг-
ментiв ДНК, генотипування i пошук фрагментiв-кандидатiв на роль маркера гена стiйкостi
видiв та гiбриду рослин роду гiркокаштан до каштанової мiнуючої молi.

Об’єктами дослiдження були листки нестiйких до каштанової молi рослин гiркокаштана
звичайного (Aesculus hippocastaum L.) та гiркокаштана звичайного, форма Бауманi (A. hip-
pocastanum, f. Baumanii C.K. Schneid) i стiйких до каштанової молi рослин гiркокаштана
восьмитичинкового, або жовтого (A. octandra Marsh.), гiркокаштана червоного, або па-
вiї (A. pavia L.) та гiркокаштана гiбридного (A. hibrida D.C.) — (A. hippocastaum L. х
A. octandra Marsh.). Для аналiзу вiдбирали листки з нижнього, середнього i верхнього яру-
сiв рослин у фазу повного цвiтiння в 2008–2009 рр., якi зростають в екологiчно чистiй зонi
на територiї Нацiонального ботанiчного саду iм. М.М. Гришка НАН України.

Видiлення ДНК з тканин листкiв проводили за методом сорбцiї ДНК на сорбентi SiO2

[10].
Для одержання полiморфних амплiфiкованих фрагментiв необхiдною умовою є прове-

дення рестрикцiї геномної ДНК об’єкта, лiгування рестрикцiйних фрагментiв з адаптерами
(олiгонуклеотидами з вiдомою послiдовнiстю), пре-полiмеразної ланцюгової реакцiї (ПЛР)
з праймерами, якi комплементарнi до адапторiв з одним додатковим нуклеотидом на 3′-кiнцi
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та селективної ПЛР з обраними комбiнацiями праймерiв з трьома додатковими нуклеотида-
ми на 3′-кiнцi. Один з пари праймерiв, що застосовували в селективнiй ПЛР, був зв’язаний
з флуоресцентним барвником. Надалi отриманi амплiфiкованi фрагменти пiддавали фра-
гментарному аналiзу.

Як рестрикцiйнi ендонуклеази застосовували ферменти Есо RI i Mse I. Амплiфiкацiю
проводили у два етапи: на першому етапi використовували праймери з одним додатковим
нуклеотидом на 3′-кiнцi (Eco RI-basic, Mse I-basic), на другому — з трьома додатковими
нуклеотидами, з метою пiдсилення селективностi ПЛР. Наявнi такi послiдовностi адапторiв
i праймерiв:

E-adapter 1 5
′-CTC GTA GAC TGC GTA CC-3′

E-adapter 2 5
′-AAT TGG TAC GCA GTC TAC-3′

M-adapter 1 5
′-GAC GAT GAG TCC TGA G-3′

M-adapter 2 5
′-TAC TCA GGA CTC AT-3′

Eco RI-basic 5
′-GAC TGC GTA CCA ATT CA-3′

Mse I-basic 5
′-GAT GAG TCC TGA GTA AC-3′

Mse I-CAA 5
′-GAT GAG TCC TGA GTA ACC AA-3′

Mse I-CAC 5
′-GAT GAG TCC TGA GTA ACC AC-3′

Eco RI-AAC-FAM 5
′-FAM-GAC TGC GTA CCA ATT CAA AC-3′

Eco RI-AGC-FAM 5
′-FAM-GAC TGC GTA CCA ATT CAA GC-3′

Eco RI-AT-Tamra 5
′-Tamra-GAC TGC GTA CCA ATT CAA T-3′

Для селективної ПЛР нами застосовано три комбiнацiї праймерiв: I — Mse I-CAA+Eco
RI-AAC-FAM; II — Mse I-CAA + Eco RI-AGC-FAM; III — Mse I-CAA + Eсо RI-AT-Tаmra.

Оцiнку довжини отриманих фрагментiв здiйснювали за допомогою капiлярного електро-
форезу на генетичному аналiзаторi Applied Biosystems 3130, а аналiз даних — у програмi
Gene Mapper v3.7.

Вiдомо, що карiотип дослiджуваних видiв гiркокаштана мiстить 40 хромосом [11]. Ви-
користанi нами для селективної ПЛР комбiнацiї праймерiв виявили широкий спектр фраг-
ментiв ДНК. Зокрема, праймери з двома i трьома додатковими нуклеотидами на 3′-кiнцi
виявились придатними для даного карiотипу (рис. 1).

У проведених дослiдженнях зафiксовано спектр фрагментiв ДНК (табл. 1, 2, 3), серед
яких переважала значна кiлькiсть полiморфних, що цiлком достатньо для iдентифiкацiї
кожного з видiв рослин роду гiркокаштан. Загалом для трьох комбiнацiй праймерiв визна-
чено 75 фрагментiв, з яких 66 є полiморфними. Для I комбiнацiї праймерiв виявлено 20
фрагментiв (18 з яких полiморфнi), для II — 41 (35 з яких полiморфнi), для III — 14 (13
з яких полiморфнi). У даному випадку найiнформативнiшою виявилася комбiнацiя прай-
мерiв II (Mse I-CAA + Eco RI-AGC-FAM).

Для рослин гiркокаштана восьмитичинкового, або жовтого, за трьома комбiнацiями
праймерiв встановлено 28 фрагментiв (3, 21 i 4 для комбiнацiй I, II та III), гiркокашта-
на звичайного — 41 (10, 25 i 6), гiркокаштана звичайного, форма Бауманi — 42 (12, 20
i 10), гiркокаштана червоного, або павiї — 65 (17, 35 i 13) та гiркокаштана гiбридного —
41 (12, 21 i 8). Найiнформативнiшими застосованi комбiнацiї праймерiв виявилися для рос-
лин гiркокаштана червоного, або павiї. Вiдносно невелика кiлькiсть фрагментiв для рослин
гiркокаштана восьмитичинкового, або жовтого, вимагає добору iнформативнiших комбiна-
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Рис. 1. Електрофореграма видiв i гiбриду роду гiркокаштан з використанням комбiнацiї праймерiв Mse
I-CAА+Eco RI-AT-Tamra (III): 1 — гiркокаштан восьмитичинковий, або жовтий; 2 — гiркокаштан звичай-
ний; 3 — гiркокаштан червоний, або павiя; 4 — гiркокаштан звичайний, форма Бауманi; 5 — гiркокаштан
гiбридний (гiркокаштан звичайний × гiркокаштан восьмитичинковий, або жовтий)

цiй праймерiв за умов подальшого дослiдження даного виду, в якого не було зафiксовано
жодного видоспецифiчного фрагмента.

Для рослин гiркокаштана звичайного видоспецифiчними виявилися фрагменти завдовж-
ки 116 i 222 п. н. у комбiнацiї праймерiв II, водночас у гiркокаштана звичайного, форма
Бауманi, фрагмента завдовжки 222 п. н. не виявлено. Для гiркокаштана червоного, або
павiї, видоспецифiчними були фрагменти завдовжки 114, 132, 155, 162 i 310 п. н. для ком-
бiнацiї праймерiв I; 117, 169, 200, 228, 370 та 376 п. н. для комбiнацiї праймерiв II та 275
п. н. для комбiнацiї праймерiв III. Значна кiлькiсть видоспецифiчних фрагментiв у рослин
гiркокаштана червоного, або павiї, свiдчить про бiльшу генетичну вiдокремленiсть цього
виду вiд iнших, зокрема гiркокаштана восьмитичинкового, або жовтого, та гiркокаштана
звичайного, якi за спектром амплiфiкованих фрагментiв найподiбнiшi мiж собою.

У процесi експерименту нами видiлено послiдовностi ДНК, якi характернi лише для
стiйких до каштанової мiнуючої молi рослин видiв роду гiркокаштан. Це, наприклад, фраг-
менти завдовжки 96, 145 i 226 п. н. для комбiнацiї праймерiв II та 105 п. н. для комбiнацiї
праймерiв III. Отже, iснує висока iмовiрнiсть виявлення тiсно зчепленого маркера з геном
стiйкостi видiв роду гiркокаштан до каштанової мiнуючої молi. Однак у разi необхiдностi
можливим є застосування iнших комбiнацiй праймерiв з метою отримання бiльшої кiлькостi
полiморфних фрагментiв та пiдвищення ймовiрностi виявлення тiсно зчепленого маркера
стiйкостi рослин до каштанової мiнуючої молi. Подальша стратегiя пошуку генетичного
маркера передбачає отримання гiбридних поколiнь роду гiркокаштан та оцiнку зчепленостi
полiморфних фрагментiв з геном стiйкостi.

Таким чином, нами проведено молекулярно-генетичнi дослiдження довжини амплiфi-
кованих рестрикцiйних фрагментiв для видiв i гiбриду роду гiркокаштан з використанням
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Таблиця 1. Спектр амплiфiкованих рестрикцiйних фрагментiв, виявлених для комбiнацiї праймерiв Mse I-CAA + Eco RI-AAC-FAM (I)

Види та гiбрид роду гiркокаштан Алелi, п. н.

Гiркокаштан восьмитичинковий,
або жовтий 51 55 79
Гiркокаштан звичайний 51 55 58 65 71 74 77 79 94 119
Гiркокаштан червоний,
або павiя 51 55 65 67 71 77 79 83 86 94 114 125 132 155 162 239 310
Гiркокаштан звичайний,
форма Бауманi 51 55 58 67 71 74 77 79 86 94 119 125
Гiркокаштан гiбридний
(гiркокаштан звичайний ×

× гiркокаштан восьмитичинковий,
або жовтий) 51 55 58 67 71 74 77 83 86 94 119 239
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Таблиця 2. Спектр амплiфiкованих рестрикцiйних фрагментiв, виявлених для комбiнацiї праймерiв Mse I-CAA + Eco RI-AGC-FAM (II)

Види та гiбрид роду гiркокаштан Алелi, п. н.

Гiркокаштан восьмитичинковий,
або жовтий 52 54 57 60 67 70 77 86 89 92 96 100 108
Гiркокаштан звичайний 52 54 57 60 64 67 70 73 75 77 80 81 86 89 92 100 108
Гiркокаштан червоний, або павiя 54 57 60 64 67 70 72 73 75 77 80 92 96 100 105 108
Гiркокаштан звичайний,
форма Бауманi 54 57 64 67 70 72 73 75 77 80 81 86 89 92 100 105
Гiркокаштан гiбридний
(гiркокаштан звичайний×
× гiркокаштан восьмитичинковий,
або жовтий) 52 54 57 60 64 70 72 75 77 81 92 96 100 105

Гiркокаштан восьмитичинковий,
або жовтий 133 137 140 142 145 147 226 232
Гiркокаштан звичайний 113 116 119 122 133 137 147 222
Гiркокаштан червоний, або павiя 113 117 119 122 133 137 140 142 145 147 150 157 169 200 226 228 232 370 376
Гiркокаштан звичайний,
форма Бауманi 116 142 147 150
Гiркокаштан гiбридний
(гiркокаштан звичайний×
× гiркокаштан восьмитичинковий,
або жовтий) 116 133 137 145 147 157 226

160
IS

S
N

1
0
2
5
-6

4
1
5

R
epo

rts
o
f
th

e
N

a
tio

n
a
l
A
ca

d
em

y
o
f
S
cien

ces
o
f
U

kra
in

e,
2
0
1
1
,
№

2



Таблиця 3. Спектр амплiфiкованих рестрикцiйних фрагментiв, виявлених для комбiнацiї праймерiв Mse I-CAА + Eco RI-AT-Tamra (III)

Види та гiбриди гiркокаштана звичайного Алелi, п. н.

Гiркокаштан восьмитичинковий, або жовтий 75 98 105 143
Гiркокаштан звичайний 63 75 78 85 98 141
Гiркокаштан червоний, або павiя 72 75 78 85 98 105 141 143 193 199 234 253 275
Гiркокаштан звичайний, форма Бауманi 63 72 75 78 85 98 105 141 234 253
Гiркокаштан гiбридний (гiркокаштан звичайний×
× гiркокаштан восьмитичинковий, або жовтий) 63 72 78 85 98 105 193 199
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трьох комбiнацiй праймерiв у селективнiй ПЛР. У результатi виявлено характерний спектр
фрагментiв для кожного з п’яти генотипiв роду гiркокаштан, який придатний для їх iденти-
фiкацiї. Визначено також фрагменти-кандидати на роль молекулярного маркера стiйкостi
видiв i гiбриду рослин роду гiркокаштан до каштанової мiнуючої молi.
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The method of amplified fragment length polymorphism and its

application to the analysis of species and hybrids of Aesculus L. with

different resistances to Cameraria ohridella Deschka et Dimiĉ

The molecular-genetic research of the amplified fragment length polymorphism (AFLP) of species
and hybrids of Aesculus L. have been done. The representative spectrum of fragments for each
genotype of Aesculus L. has been explored. The fragment-candidate to a molecular marker of the
resistance of species and hybrids of Aesculus L. to Cameraria ohridella Deschka et Dimiĉ has been
proposed.
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