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ОПОВІДІ
НАЦІОНАЛЬНОЇ 
АКАДЕМІЇ  НАУК
УКРАЇНИ

БІОЛОГІЯ

Оцінка поліморфізму довжини інтронів генів (intron length polymorphism (ILP)) як новий 
підхід для вивчення генетичного різноманіття рослин набуває все більшого практичного 
застосування [1—4]. Універсальність, відтворюваність та інформативність ILP­маркерів да­
ють змогу проводити ДНК­профілювання та генотипування рослин з ефективністю, яка по­
рівнюється із застосуванням мікросателітних (SSR)­маркерів [5—8]. Однією з надійних 
ILP­маркерних систем, яка набуває все більшого поширення, є метод оцінки довжини ін­
тронів тубуліну (tubulin based polymorphism (ТВР)), запропонований Д. Бревіаріо зі спів­
авт. у 2004 р. [9]. Цей метод дає можливість оцінити поліморфізм довжини інтронів генів 
β­тубуліну — однієї із субодиниць тубуліну, який формує мікротрубочки в клітинах усіх 
еукаріотичних організмів. У результаті апробування ТВР­маркерів нами було продемон­
стровано ефективність їх застосування в молекулярно­генетичному аналізі диких та куль­
турних злаків [10, 11], видів та сортів льону [7, 12] тощо. 

Зважаючи на той факт, що інший цитоскелетний білок — актин, який формує мікрофі­
ламенти, є ще більш висококонсервативним, ніж β­тубулін, нами була запропонована і вже 
експериментально охарактеризована ILP­маркерна система, яка дає змогу оцінити полі­
морфізм довжини інтронів саме генів актину [8]. У попередніх роботах вже було показано 
можливість застосування цієї системи для молекулярно­генетичного аналізу представни­
ків роду Linum L. та родини пасльонових (Solanaceae) [8, 13]. Виходячи з цих результатів 
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бу ло поставлено мету здійснити генотипування та ди­
ференціацію сортів пшениці (Triticum aestivum L. ), яч­
меню (Hordeum vulgare L.) та рису (Oryza sativa L.), як 
цінних сільськогос подарських культур, що належать 
до злаків, за допомогою оцінки поліморфізму інтронів 
генів актину. 

Усього в роботі досліджено 7 сортів ярої пшениці 
(T. aestivum), 29 сортів ячменю (H. vul gare) та 6 сортів 
рису посівного (O. sativa). Геномну ДНК виділяли з 
проростків за допо могою методу із використанням це­
тилтриметиламонію броміду (ЦТАБ) [14]. Для оцінки 
поліморфізму інтронів генів актину попередньо були розроблені та синтезовані виродже­
ні праймери для полімеразної ланцюгової реакції (ПЛР), які дають можливість оцінити 
поліморфізм довжини ІІ інтрону генів актину у рослин: ActIn_F: 5′­TGG CAT CAY ACN 
TTY TAC AAY GA­3′; ActIn_R: 5′­CCM CCA CTT DAG VAC RAT GTT­3′ [8].

Протокол проведення ПЛР був таким: початкова денатурація (95 °С) — 3 хв; 40 циклів 
ампліфікації (денатурація (95 °С) — 45 с, відпал праймерів (59 °С) — 45 с, елонгація (72 °С) — 
1 хв); кінцева елонгація: 72 °С — 7 хв, 10 °С — утримання. Продукти ПЛР розділяли, ви­
користовуючи електрофорез в 6 %­му неденатуруючому поліакриламідному гелі в ТВЕ­
буфері [14].

Використання для ампліфікації інтронів генів актину універсальних ПЛР­праймерів 
дало змогу отримати видоспецифічні ДНК­профілі та генотипувати досліджувані сорти 
пшениці (рис. 1). Фрагменти ДНК, які містили інтрони генів актину, розподілялися в діа­
пазоні від 600 до 1500 п. н. Загалом більшість утворених фрагментів ДНК виявилися мо­
номорфними, однак на рис. 1 відмічено три поліморфні зони (виділено прямокутниками). 
У сорту Х 12 (зразок 4) відсутній фрагмент ДНК завдовжки близько 676 п. н., що вирізняє 
ДНК­профіль цього сорту пшениці серед усіх інших. Поліморфна смуга спостерігається в 
межах від 900 до 1000 п. н., де містяться фрагменти ДНК з довжиною близько 932 та 964 п. н. 
Ще одна поліморфна зона візуалізується у межах 1139—1204 п. н.

У більшості проаналізованих сортів пшениці, а саме Черемшина, Елегія, Етюд, Retown 
та Недра (зразки 1—3, 5, 6), виявлено лише один фрагмент завдовжки близько 1139 п. н. Для 
сорту Х 12 (зразок 4) спостерігається фрагмент завдовжки близько 1204 п. н., а для сорту 
Selkirk (зразок 7) відмічена поява одночасно двох фрагментів (1139 та 1204 п. н.), що виріз­
няє саме цей сорт пшениці серед усіх інших. Загалом у проаналізованих сортів пшениці ви­
явлено чотири різні алельні фенотипи, з яких унікальні алельні фенотипи мали сорти Х 12 
та Selkirk. Значення РІС становило 0,69, що свідчить про досить високий рівень полі­
морфізму в даній вибірці сортів пшениці.

Рис. 1. Електрофореграма з ампліконами інтронів генів акти­
ну у різних сортів пшениці (T. aestivum L.) (прямокутниками 
позначені зони, що містять поліморфні фрагменти з інтронами 
генів актину): 1 — Черемшина; 2 — Елегія; 3 — Етюд; 4 — Х 12; 
5 — Retown; 6 — Недра; 7 — Selkirk (Канада); М — ДНК­
маркер 
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У подальшому за допомогою оцінки поліморфіз­
му довжини інтронів генів актину було проведене ге­
нетичне профілювання сортів ячменю (H. vulgare). 
Результати аналізу свідчать про стабільне утворення 
ДНК­профілів зі специфічними фрагментами ДНК, 
що містять інтрони генів актину (рис. 2). 

Загалом для кожного проаналізованого сорту яч­
меню характерним є утворення трьох фрагментів. 
Утворені амплікони, що містять інтрони генів актину, 
розподілялися в межах від 700 до 1000 п. н. Довжина 
мономорфних фрагментів ДНК становила близько 

769 та 884 п. н. Поліморфізм довжини інтронів виявлений лише в межах верхньої смуги 
фрагментів. Для більшості проаналізованих сортів ячменю були характерні амплікони роз­
міром близько 938 п. н. Це стосується, насамперед, сортів Медікум 46, Одеський 18, Южний, 
Нутанс 106, Південний, Гетьман тощо. У сортів Паллідум 32, Одеський 9, Одеський 14, 
Степовий, Престиж та інших виявлено фрагмент ДНК завдовжки 908 п. н. За результатами 
аналізу сортової вибірки ячменю встановлено наявність двох різних алельних фенотипів. 
Значення РІС становило 0,43, що свідчить про достатній рівень поліморфізму в проаналізо­
ваній вибірці сортів ячменю.

Також нами проведено аналіз поліморфізму довжини інтронів генів актину у шести 
сортів рису посівного (O. sativa) української селекції та одного з підвидів рису, а саме O. 

Рис. 2. Електрофореграма з ампліконами інтронів генів актину у досліджених сортів ячменю (H. vul gare L.) 
(прямокутниками позначені зони, що містять поліморфні фрагменти з інтронами генів актину): 1 — 
Паллідум 32; 2 — Медікум 46; 3 — Одеський 9; 4 — Одеський 14; 5 — Одеський 18; 6 — Южний; 7 — Степовий; 
8 — Нутанс 106; 9 — Південний; 10 — Гетьман; 11 — Оболонь; 12 — Чудовий; 13 — Чарівний; 14 — 
Чорноморець; 15 — Нутанс 244; 16 — Славутич; 17 — Одеський 70; 18 — Нутанс 518; 19 — Незалежний; 
20 — Едем; 21 — Престиж; 22 — Одеський 131; 23 — Ітиль; 24 — Одеський 82; 25 — Одеський 69; 26 — 
Одеський 36; 27 — Романтик; 28 — Тайфун; 29 — Одеський 115; М — ДНК­маркер

Рис. 3. Електрофореграма з ампліконами інтронів генів ак­
тину у рису посівного (Oryza sativa): 1 — O. sativa japonica; 
2 — YIP­4970; 3 — YIP­4558; 4 — Лазурит; 5 — Віконт; 6 — 
Преміум; 7 — Консул; М — ДНК­маркер
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sativa japonica (рис. 3). У всіх проаналізованих зразках рису посівного амплікони, що 
містять ін трони генів актину, варіювали в діапазоні від 500 до 1200 п. н. (див. рис. 3). Роз­
міри фрагментів ДНК мали довжину близько 560, 708, 770, 840, 963 та 1191 п. н. Усі дос­
ліджувані сорти рису виявилися генетично гомогенними за даним видом ДНК­маркерів, 
оскільки не було ви значено жодної поліморфної зони та охарактеризований лише один 
алельний фенотип.

Отже, у результаті генетичного профілювання і генотипування сортів таких злаків, як 
пшениця, ячмінь та рис, проведеного шляхом оцінки поліморфізму довжини інтронів ге­
нів актину, отримано чіткі ДНК­профілі кожного з проаналізованих сортів. Кількість 
алельних фенотипів у вибірках сортів пшениці, ячменю та рису становила чотири, два та 
один відповідно. Загалом поліморфізм довжини інтронів генів актину виявлений у сортах 
пшениці та ячменю, які були охарактеризовані як генетично гетерогенні. Водночас, сор ти 
рису вия вилися генетично однорідними за даним видом ДНК­маркерів. Таким чином, оцін­
ка поліморфізму довжини інтронів генів актину може бути використана як додатковий ін­
струмент для генетичного профілювання та диференціації сортів злакових культур.
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Поліморфізм довжини інтронів генів актину як ефективний засіб генетичного профілювання злакових...
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ПОЛИМОРФИЗМ ДЛИНЫ ИНТРОНОВ ГЕНОВ АКТИНА 
КАК ЭФФЕКТИВНЫЙ СПОСОБ ГЕНЕТИЧЕСКОГО 
ПРОФИЛИРОВАНИЯ ЗЛАКОВЫХ (POACEAE L.) 

Впервые проведено генетическое профилирование различных генотипов злакових культур (пшеницы, яч­
меня и риса) путем оценки полиморфизма длины интронов генов актина. Обнаружены различия между 
сортами пшеницы, ячменя, а выборка сортов риса охарактеризована как генетически мономорфная. По­
казана возможность использования оценки полиморфизма длины интронов генов актина для проведения 
молекулярно­генетического анализа представителей семейства злакових, являющихся типичными одно­
дольными.

Ключевые слова: гены актина, полиморфизм длины интронов, генетическое профилирование, злаки.
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INTRON LENGTH POLYMORPHISM OF ACTIN GENES 
AS THE EFFICIENT TOOL FOR AN GENETIC PROFILING 
OF SELECTED CEREALS FROM THE GRASS (POACEAE L.) FAMILY

The genetic profiling of wheat, barley and rice varieties was carried out by evaluating the intron length poly­
morphism of the actin genes for the first time. The differences were found between the wheat and barley varieties, 
and a sample of rice varieties was characterized as genetically monomorphic. In general, the possibility of using 
the assessment of  the intron length polymorphism of the actin genes for the molecular genetic analysis of the 
grass family (Poaceae L.) has been proved.

Keywords: actin genes, intron length polymorphism, genetic profiling, Poaceae L.


