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Мета. Метою роботи була оцінка можли-

вості використання поліморфізму довжини І-го 

та ІІІ-го інтронів генів актину для генотипуван-

ня рослин на прикладі різних сортів льону-

довгунця. Методи. Проаналізовано 16 сортів 

льону-довгунця української селекції. Полімера-

зну ланцюгову реакцію (ПЛР) проводили з ви-

користанням власноруч розроблених видоспе-

цифічних праймерів до І-го та ІІІ-го інтронів 

генів актину льону. Продукти реакції розділяли 

за допомогою електрофорезу в 6 %-ному поліа-

криламідному гелі з подальшою візуалізацією 

шляхом забарвлення нітратом срібла. Резуль-

тати. У результаті оцінки поліморфізму дов-

жини І-го та ІІІ-го інтронів генів актину отри-

мано видоспецифічні ДНК профілі 16-ти сортів 

льону-довгунця, які містили цільові амплікони 

інтронів. За І-м інтроном генів актину виявлено 

7 алельних фенотипів (РІС=0,62), а за ІІІ-м ін-

троном – 3 алельні фенотипи (РІС=0,32). Вищий 

рівень поліморфізму у вибірці сортів льону-

довгунця виявлено під час дослідження полі-

морфізму довжини І-го інтрону генів актину. 

Висновки. Оцінка поліморфізму І-го та ІІІ-го 

інтронів генів актину дозволяє генотипувати та 

отримувати ДНК-профілі сортів льону-

довгунця, що демонструє доцільність подаль-

шого використання обох підходів для молеку-

лярно-генетичного аналізу рослин. 

Ключові слова: інтрони генів, поліморфізм 

довжини, гени актину, льон-довгунець (Linum 

usitatissimum L.). 

 

На сьогодні оцінка поліморфізму довжини 

інтронів генів (Intron Length Polymorphism, ILP) 

стає все більш вживаним інструментом у сучас-

них популяційно-генетичних та селекційних 

дослідженнях [1]. Універсальність ILP-маркерів 

дозволяє успішно використовувати їх для гено-

типування, диференціації та вивчення генетич-

ної різноманітності рослин на різних таксономі-

чних рівнях. Виявлення поліморфізму довжини 

інтронів генів рослин передбачає підбір ПЛР-

праймерів, які в процесі ампліфікації будуть 

відпалюватися на ділянках екзонів, що кодують 

білкові продукти та, як наслідок, характеризу-

ються значною консервативністю [1, 2]. ILP-

маркери є кодомінантними, високо відтворюва-

ними, нейтральними та стабільними маркерами, 

що дозволяють швидко отримувати легко інтер-

претовані результати у вигляді специфічних 

ДНК-профілів досліджуваних видів [1, 2]. На 

сьогодні опубліковані дані, які підтверджують 

високу ефективність таких ДНК-маркерних сис-

тем у порівнянні з широко розповсюдженими 

SSR-маркерами [3–6].  

На сьогодні вже розроблені та впрова-

джені ILP-маркерні системи, які базуються на 

оцінці поліморфізму довжини інтронів генів 

ключових цитоскелетних білків, які є високон-

сервативними. Зокрема, найбільшої популярно-

сті набув запропонований Д. Бревіаріо та спі-

вавт. метод оцінки поліморфізму довжини ін-

тронів генів β-тубуліну рослин (Tubulin-Вased 

Рolymorphism, TBP) [7]. ТВР-маркери апробо-

вано на різних видах рослин, серед яких пред-

ставники родів Rosa L., Brassica L., Lotus L., 

Eleusine Gaertn., Coffea L. [8], пшениця, яч-

мінь [9], льон [5] тощо. Окрім цього, опубліко-

вані дані щодо створення та впровадження но-

вих ILP-маркерів, які дозволяють оцінити полі-

морфізм довжини інтронів генів інших видів 

тубуліну – α- та γ-тубуліни [10, 11]. 

Нещодавно для розробки нової перспек-

тивної ILP-маркерної системи було обрано гени 

іншого високонсервативного цитоскелетного 

білка – актину (основного білка мікрофіламен-

тів). Для цього було використано оцінку полі-

морфізму довжини ІІ-го інтрону гена актину, що 

вже вдало застосовано у ході молекулярно-

генетичного аналізу льону-довгунця, томату та 

картоплі [6, 12, 13] тощо. Зважаючи на це, ме-

тою нашої роботи була оцінка можливості ви-

користання поліморфізму довжини І-го та ІІІ-го 

інтронів генів актину для ДНК-профілювання та 
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генотипування рослин на прикладі сортів льону-

довгунця (Linum usitatissimum L.). 

 

Матеріали і методи 

Матеріалом для дослідження слугували 

16 сортів льону-довгунця української селекції, 

люб’язно наданих Інститутом луб’яних культур 

НААН України, а саме такі сорти: Есмань, Сі-

верський, Глухівський ювілейний, Глобус, Гла-

зур, Гладіатор, Чарівний, Глінум, Зоря 87, Ка-

меняр, Міандр, Журавка, Надія, Рушничок, Іва-

нівський та Вручий. Для оцінки поліморфізму 

довжини І-го та ІІІ-го інтронів генів актину льо-

ну-довгунця здійснено дизайн та синтез 2 пар 

вироджених видоспецифічних праймерів: 

Act_Lus_1in_F: CAG CCM CTH GTY TGY 

GAC AAT GG; 

Act_ Lus_1in_R: CCA THC CRA CCA TYA 

CRC CRG TGT;  

та 

Act_ Lus_3in_F: ATT GCW GAY MGD 

ATG AGC AAR GA; 

Act_Lus_3in_R: AAG CAC TTC CTG TGR 

ACR ATB GA. 

Ампліфікацію фрагментів ДНК проводи-

ли за допомогою полімеразної ланцюгової 

реакції (ПЛР) на ампліфікаторі Thermal Cycler 

2720 («Applied Biosystems», США). Реакційна 

суміш об’ємом 10 мкл містила п’ятикратний 

ПЛР буфер із сульфатом амонію, 2,5 ммоль 

MgCl2, 50 нг рослинної ДНК, 1 мкМ кожного з 

праймерів, 0,2 ммоль кожного дНТФ, 0,5 од. 

Taq полімерази («Fermentas», Литва). Для ви-

явлення поліморфізму довжини І-го та ІІІ-го 

інтронів генів актину використали такий про-

токол ампліфікації: початкова денатурація 

(95°С) – 3 хв, 40 циклів ампліфікації (денату-

рація 95°С – 45 с, відпал праймерів 67°С (для 

пари Act_Lus_1in) та 62°С (для пари Act_ 

Lus_3in) – 45 с, подовження 72°С – 1 хв), кін-

цеве подовження 72°С – 7 хвилин, 15°С – 

утримання. 

Подальше розділення ПЛР-продуктів 

здійснювали за допомогою електрофорезу в 

6 %-ному неденатуруючому поліакриламідно-

му гелі в 1Х ТВЕ-буфері. Візуалізацію фрагме-

нтів проводили за допомогою забарвлення ніт-

ратом срібла [14]. Зображення аналізували в 

програмі GelAnalyzer 

(http://www.gelanalyzer.com/). ДНК-профілі, 

отримані за використання ДНК-маркерів, які 

базуються на оцінці поліморфізму довжини 

інтронів генів актину, обраховували для кожної 

пари праймерів, беручи до уваги лише чіткі та 

відтворювані фрагменти, та визначали значення 

PIC (Рolymorphism Іnformation Сontent) за фор-

мулою: 

 
де pi – частота i-го алельного фенотипу у вибір-

ці, n – загальна кількість різних алельних фено-

типів у вибірці.  

Варто зазначити, що під час розрахунку 

PIC замість частот алелів використовували по-

казник частоти алельних фенотипів. Це 

пов’язано зі складністю визначення частот але-

лів під час обрахунку фрагментів, які утворю-

ються в результаті використання маркерної 

системи, заснованої на оцінці поліморфізму 

довжини інтронів генів актину. 

 

Результати та обговорення 

У попередній роботі нами опубліковані 

дані щодо біоінформаційного пошуку генів ак-

тину, закодованих у геномі льону-довгунця [15]. 

Результати оцінки особливостей екзон-інтронної 

структури 15-ти відібраних генів актину льону 

свідчать про те, що більшість їх мають 4 консе-

рвативні ділянки – екзони та 3 гіперваріабельні 

– інтрони. Загалом отримані дані дозволили 

розробити ефективну ДНК маркерну систему, 

що дає можливість оцінювати поліморфізм дов-

жини ІІ-го інтрону генів актину та яка на сього-

дні успішно апробована для дослідження різних 

генотипів льону-довгунця на між- та внутріш-

ньосортовому рівнях [6, 13].  

На сучасному етапі роботи, використову-

ючи послідовності відомих генів актину льону-

довгунця, ми розробили вироджені праймери 

для оцінки поліморфізму І-го та ІІІ-го інтронів 

генів актину льону. Результати аналізу полімор-

фізму довжини І-го інтрону генів актину у різ-

них сортів льону-довгунця представлені на 

рис. 1. На електрофореграмі продемонстровані 

ДНК-профілі, що містять амплікони І-го інтрону 

генів актину, які утворилися під час ампліфікації 

з використанням створених авторами видоспе-

цифічних ПЛР-праймерів Act_Lus_1in. Фрагме-

нти інтронів актину візуалізували в широкому 

діапазоні довжин – від 228 п. н. до 1200 п. н. 

Загалом на рис. 1 можна ідентифікувати чотири 

різні зони ампліконів, серед яких у трьох вияв-

лено поліморфізм І-го інтрону генів актину. В 

зоні 1, розташованій найнижче, візуалізувалося 

по три чіткі фрагменти інтронів для кожного 

http://www.gelanalyzer.com/
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проаналізованого зразка льону-довгунця. Сорт 

Глазур (рис. 1, зразок 6) містив унікальний амп-

лікон довжиною близько 210 п. н. (позначений 

стрілкою), в той час як усі інші зразки льону 

мали фрагмент І-го інтрону довжиною 230 п. н. 

Середня смуга ампліконів у зоні 1 виявилася 

мономорфною, представленою фрагментом до-

вжиною 238 п. н., а верхня смуга має два фраг-

менти інтронів актину з довжинами 243 п. н. та 

241 п. н. 

У зоні 2 візуалізувалося по два фрагменти 

інтронів генів актину для кожного сорту льону-

довгунця. Поліморфізм спостерігався лише в 

нижній смузі фрагментів, яка містить амплікони 

з довжинами близько 460 п. н. (сорт Вручий), 

465 п. н. та 469 п. н. (сорт Глобус та Зоря 87). 

Для кожного зразка характерна наявність двох 

фрагментів у зоні 3 (в діапазоні довжин від 754 

до 898 п. н), серед яких виявлений поліморфізм. 

Більшість сортів льону мали амплікони з інтро-

нами генів актину довжиною приблизно 

770 п. н., а сорти Рушничок, Вручий, Сіверський 

та Чарівний (рис. 1, зразки 4, 7, 12, 14) мали 

фрагменти довжиною 754 п. н., що вирізняє їх 

серед інших сортів. У верхній смузі, в діапазоні 

від 800 до 900 п. н., також виявлено два  амплі-

кони довжиною близько 880 п. н. (у більшості 

сортів льону-довгунця) та 898 п. н. (для сортів 

Рушничок, Сіверський та Чарівний (рис. 1, зраз-

ки 4, 12, 14)). У зоні 4, розташованій у верхній 

частині електрофореграми, містяться два моно-

морфні фрагменти інтронів генів актину в діапа-

зоні довжин від 1000 до 1200 п. н.  

 

 

 
Рис. 1. Електрофореграма з ампліконами І-го інтрону генів актину в досліджуваних сортів льону-

довгунця. 1 – Глобус, 2 – Надія, 3 – Гладіатор, 4 – Рушничок, 5 – Міандр, 6 – Глазур, 7 – Вручий, 8 – Іванівський, 

9 – Глухівський ювілейний, 10 – Журавка, 11 – Каменяр, 12 – Сіверський, 13 – Зоря 87, 14 – Чарівний,  

15 – Есмань, 16 – Глінум. М – маркер молекулярної маси O’GeneRuler™ 100 bp Plus DNA Ladder (Fermentas).  

1–4 – зони розподілу ампліконів (з правого боку рисунка). Стрілками позначені унікальні амплікони з І-им ін-

троном генів актину.  
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Таким чином, за результатами оцінки 

отриманих ДНК-профілів усіх 16-ти сортів льо-

ну-довгунця української селекції, що містять 

фрагменти інтронів генів актину, виявлено сім 

різних алельних фенотипів. Унікальні алельні 

фенотипи мають сорти льону Глобус, Вручий, 

Зоря 87, Чарівний та Глінум. Значення РІС дорі-

внює 0,65. Загалом оцінка поліморфізму довжи-

ни І-го інтрону генів актину дозволила охарак-

теризувати досліджувану вибірку сортів льону 

за цим молекулярно-генетичним маркером як 

високополіморфну. 

Результати аналізу поліморфізму довжини 

ІІІ-го інтрону генів актину у різних сортів льо-

ну-довгунця представлені на рис. 2. Вони свід-

чать про можливість отримання специфічних 

ДНК-профілів кожного сорту льону-довгунця, 

які містять амплікони з інтронами генів актину. 

Утворені фрагменти візуалізувалися в широкому 

діапазоні від 280 п. н. до 1200 п. н. Загалом на 

електрофореграмі наявні чотири зони з ампліко-

нами інтронів генів актину, серед яких у двох 

зонах спостерігається наявність поліморфізму.  

Перша зона ампліконів має довжину фра-

гментів 280–350 п. н. Кожен проаналізований 

сорт льону-довгунця в цій зоні містить по 

4 фрагменти з інтронами генів актину. Окрім 

того, сорти Журавка та Сіверський (рис. 2, зона 

1, зразки 10, 12) мають унікальні «додаткові» 

амплікони довжиною приблизно 340 п. н. (на 

рис. 2 позначені стрілками), які вирізняють 

ДНК-профілі цих сортів льону-довгунця серед 

інших. Зона ампліконів 2 містить два фрагмен-

ти, які виявилися ідентичними у всіх дослідже-

них сортів льону-довгунця. В діапазоні від 400 

до 505 п. н. шість ідентичних для всіх зразків 

фрагментів з інтронами генів актину формують 

зону ампліконів 3. В зонах 2 та 3 поліморфізму 

довжини інтронів виявлено не було. В зоні амп-

ліконів 4, яка знаходиться у верхній частині 

рис. 2, візуалізується  приблизно по вісім фраг-

ментів з інтронами генів актину довжиною від 

695 до 1100 п. н. У сорту льону-довгунця Глу-

хівський ювілейний (рис. 2, зразок 9) виявлений 

унікальний амплікон довжиною приблизно 

981 п. н., що вирізняє цей сорт серед інших.  
 

 
Рис. 2. Електрофореграма з ампліконами ІІІ-го інтрону генів актину в досліджуваних сортів льону-

довгунця: 1 – Глобус, 2 – Надія, 3 – Гладіатор, 4 – Рушничок, 5 – Міандр, 6 – Глазур, 7 – Вручий, 8 – Іванівський, 

9 – Глухівський ювілейний, 10 – Журавка, 11 – Каменяр, 12 – Сіверський, 13 – Зоря 87, 14 – Чарівний,  

15 – Есмань, 16 – Глінум. М – маркер молекулярної маси O’GeneRuler™ 100 bp Plus DNA Ladder (Fermentas).  

1–4 – зони розподілу ампліконів (з правого боку рисунка). Стрілками позначені унікальні амплікони ІІІ-го ін-

трону генів актину.  
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Загалом проведене генотипування 16-ти 

сортів льону-довгунця української селекції з 

використанням маркерної системи, яка базуєть-

ся на оцінці поліморфізму довжини ІІІ-го інтро-

ну генів актину, дозволило виявити три різні 

алельні фенотипи. Унікальний алельний фено-

тип має сорт Глухівський ювілейний (рис. 2, 

зразок 9). У сортів Журавка та Сіверський 

(рис. 2, зразки 10, 12) визначено однакові алель-

ні фенотипи, що вирізняє ці сорти серед усіх 

інших. ДНК-профілі 13-ти сортів льону-

довгунця виявилися ідентичними та мали одна-

ковий алельний фенотип. Надалі встановлено, 

що значення РІС для сортів льону-довгунця за 

цим видом маркерів становить 0,32, що характе-

ризує проаналізовану вибірку сортів льону-

довгунця як низькополіморфну. 

Загалом у результаті проведеної роботи 

вперше вдалося оцінити поліморфізм довжини 

І-го та ІІІ-го інтронів генів актину у різних сор-

тів льону-довгунця. Видоспецифічні ДНК-

маркери дозволили отримати чіткі та відтворю-

вані ДНК-профілі для кожного сорту. Оцінка 

поліморфізму довжини І-го інтрону генів актину 

дозволила виявити сім різних алельних феноти-

пів у 16-ти проаналізованих сортів льону. Про-

демонстровано високий рівень поліморфізму 

(РІС=0,65) за цим ДНК-маркером. Водночас 

встановлено три алельні фенотипи за ДНК-

маркерами, що враховують поліморфізм довжи-

ни ІІІ-го інтрону генів актину, а рівень полі-

морфізму за цим маркером охарактеризований 

як невисокий. Загалом кожен з інтронів дозво-

лив отримати специфічні ДНК-профілі сортів 

льону-довгунця української селекції. 

Порівнюючи результати аналізу полімор-

фізму довжини І-го та ІІІ-го інтронів генів акти-

ну з раніше опублікованими даними щодо оцін-

ки поліморфізму довжини ІІ-го інтрону [13] у 

різних сортів льону-довгунця, доцільно зазначи-

ти безперечну інформативність усіх трьох під-

ходів та можливість використання їх в подаль-

ших генетичних дослідженнях як окремо, так і 

разом.  

 

Висновки 

На підставі результатів аналізу поліморфі-

зму довжин І-го та ІІІ-го інтронів генів актину 

вивчено генетичне різноманіття сортів льону-

довгунця української селекції, отримано специ-

фічні ДНК-профілі для кожного сорту. Встанов-

лено, що більш високий рівень поліморфізму у 

вибірці досліджених сортів виявлено під час 

оцінки поліморфізму довжини І-го інтрону генів 

актину. Продемонстрована інформативність та 

доцільність подальшого використання полімор-

фізму І-го та ІІІ-го інтронів генів актину для 

аналізу різних генотипів льону та його близьких 

родичів. 
Робота виконана в рамках проекту «Ство-

рення молекулярно-генетичних маркерів для дифере-

нціації різних генотипів рослин на основі вивчення 

поліморфізму інтронів генів їх цитоскелетних біл-

ків» цільової комплексної міждисциплінарної про-

грами наукових досліджень НАН України «Молеку-

лярні та клітинні біотехнології для потреб медици-

ни, промисловості та сільського господарства» на 

2015–2019 рр. 

Щиро вдячні Інституту луб’яних культур 

НААН України (м. Глухів) за надані сорти льону-

довгунця української селекції. 
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Ist AND IIIrd INTRON LENGTH POLYMORPHISM OF ACTIN GENES AS A TOOL FOR FLAX DNA-

PROFILING 

Aim. The purpose of the work was to evaluate the possibility of using the polymorphism of the Ist and IIIrd introns of 

actin genes for DNA plant genotyping using flax varieties as model. Methods. 16 varieties of Ukrainian flax were ana-

lyzed. PCR was conducted using self-developed species-specific primers for the Ist and IIIrd introns of flax actin genes. 

DNA fragments were separated by electrophoresis in a 6% polyacrylamide gel and visualized by silver stains. Results. 

As a result of the evaluation of the Ist and IIIrd intron length polymorphism of actin genes, the species-specific DNA 

profiles of 16 flax varieties containing the target amplicons were obtained. The 7 allele phenotypes (PIC = 0.62) were 

detected for the Ist introns of the actin genes, and 3 allelic phenotypes (PIC = 0.32) for the IIIrd intron of actin genes. 

The highest level of polymorphism in the flax varieties was detected by evaluating the Ist intron length polymorphism 

of actin genes. Conclusions. Evaluation of the polymorphism of the Ist and IIIrd introns of actin genes allows genotyp-

ing and obtaining DNA profiles of flax varieties, which demonstrates the feasibility of further using both approaches for 

molecular genetic analysis of plants. 

Keywords: gene introns, length polymorphism, actin genes, flax (Linum usitatissimum L.). 
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