
 
 
 

УДК 631.529:631.52:636.086.3:633.8 https://doi.org/10.7124/FEEO.v26.1247 

ISSN 2415-3826 (Online), ISSN 2219-3782 (Print). Фактори експериментальної еволюції організмів 2020. Том 26  87 

БЛЮМ Р. Я.
1,2

, РАБОКОНЬ А. М.
2
, ПІРКО Я. В.

2©
 

1 ННЦ «Інститут біології та медицини» Київського національного університету імені Тараса Шев-

ченка, 

Україна, 03022, м. Київ, просп. Академіка Глушкова, 2, е-mail: blume.rostislav@gmail.com 
2
 Інститут харчової біотехнології та геноміки НАН України, 

Україна, 04123, м. Київ, вул. Осиповського, 2а, е-mail: cellbio@cellbio.freenet.viaduk.net 

blume.rostislav@gmail.com 

 

ПОЛІМОРФІЗМ ДОВЖИНИ ІНТРОНІВ β-ТУБУЛІНУ У ФОРМ var. glabra ТА var. laxa 

ПЕКІНСЬКОЇ КАПУСТИ (Brassica rapa ssp. pekinensis) 
 

                                                                                                                                                                                                     
© БЛЮМ Р. Я., РАБОКОНЬ А. М., ПІРКО Я. В. 

Мета. Основною метою цього дослі-

дження було визначення генетичних дистанцій 

у різних генотипів капусти пекінської (Brassica 

rapa ssp. pekinensis) та визначення відмінностей 

між формами var. glabra та var. laxa. Методи. 

Проведено молекулярно генетичний аналіз ге-

нотипів пекінської капусти за допомогою мето-

ду оцінки поліморфізму довжини інтронів β-

тубуліну (TBP). Результати. Визначено моле-

кулярні профілі різних генотипів пекінської ка-

пусти (B. rapa ssp. pekinensis). Кількість амплі-

фікованих фрагментів інтронів β-тубуліну знач-

но варіювала: від 12 до 24 для кожного геноти-

пу. На основі отриманих результатів було побу-

довано дендрограму, що відображає генетичні 

дистанції між дослідженими зразками. Виснов-

ки. В межах проведеного дослідження було 

проаналізовано 7 генотипів B. rapa ssp. 

pekinensis, отриманих із генетичних банків IPK 

(Гатерслебен) та Crop Research Institute (Прага). 

На основі одержаних результатів було виявлено, 

що систематичний розподіл на форми var. gla-

bra та var. laxa не підтверджується молекуляр-

но-генетичними методами, зокрема TBP, а різ-

ниця між популяціями або сортами є більш зна-

чущою.  

Ключові слова: Brassicaceae, Brassica rapa 

ssp. pekinensis, ILP, TBP, пекінська капуста, по-

ліморфізм довжини інтронів β-тубуліну. 

 

Родина Хрестоцвітих Brassicaceae (Cruci-

ferae) охоплює велику кількість економічно ва-

жливих олійних, харчових та кормових культур. 

Серед них вирізняються рослини роду Brassica, 

які привертають до себе велику увагу завдяки 

їхній здатності витримувати достатньо низькі 

температури, що надзвичайно важливо для ви-

рощування в умовах Європи та Північної Аме-

рики. Найбільш економічно значущими є: Bras-

sica napus (ріпак), B. oleracea (капуста городня), 

B. campestris (syn. B. rapa subsp. oleifera, сурі-

пиця), B. nigra (чорна гірчиця), B. carinata (абіс-

синська гірчиця) and B. juncea (гірчиця сарепт-

ська) [1]. Водночас деякі види родини Хрестоц-

вітих, зокрема рижій посівний (Camelina sativa), 

мають надзвичайний потенціал як джерела олії 

для виробництва біопалив, а також можуть слу-

гувати платформою для метаболічної інжене-

рії [2–4].  

Деякі культури, наприклад, капуста пекін-

ська (B. rapa ssp. pekinensis), мають значне по-

ширення як харчові овочеві культури. Також 

цей вид характеризується наявністю АА геному 

Хрестоцвітих, який є одним з батьківських ге-

номів ріпака (ААСС) [5]. Раніше було з’ясовано, 

що B. napus та B. rapa можуть гібридизуватися 

природним шляхом [6–8]. Більше того, раніше 

нами було виявлено, що тифон (B. rapa ssp. olei-

fera f. biennis × (B. rapa ssp. rapifera × B. rapa 

ssp. pekinensis)) – гібрид, отриманий на основі 

пекінської капусти, рапіфери (руво) та суріпиці 

– може слугувати як цінною олійною сирови-

ною для виробництва біопалив, так і кормовою 

культурою [9-12]. Тому оцінка поліморфізму B. 

rapa ssp. pekinensis з різноманітних популяцій є 

важливою науковою задачею, що дозволить 

оцінити наявні генетичні ресурси названої куль-

тури. З цією метою нами був використаний ме-

тод оцінки поліморфізму довжини інтронів  

β-тубуліну (Tubulin-Based Polymorphism, TBP). 

Цей метод ґрунтується на тому факті, що через 

надзвичайно важливу функцію β-тубуліну пос-

лідовності екзонів його генів є досить консерва-

тивними в усіх еукаріотичних організмів, на 

відміну від більш варіабельних інтронів [13, 14]. 

Цей метод виявив свою придатність до застосу-

вання на різних родинах рослин [15]. Саме тому 

в цьому дослідженні нами було здійснено гене-

тичних ресурсів B. rapa ssp. pekinensis за допо-

могою методу TBP. 
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Матеріали і методи 

Для досліджень було використано насіння 

різних генотипів пекінської капусти (B. rapa ssp. 

pekinensis), отриманих з Institute of Plant 

Genetics and Crop Plant Research (IPK) (Гатерс-

лебен, Німеччина) та з Crop Research Institute 

(Прага, Чеська Республіка). Назви та системати-

чне положення використаних у дослідженні ге-

нотипів наведені у табл. 1. 

ПЛР проводили за допомогою ампліфіка-

тора Thermal Cycler 2720 («Applied Biosystems», 

США). Реакційна суміш (об’ємом 10 мкл) була 

взята з набору Phire Plant Direct PCR Master Mix 

(Thermo Scientific, США), після чого в суміш 

вносили рослинний матеріал (шматок листка з 

проростка насінини). Ампліфікацію проводили 

відповідно до такого протоколу: початкова де-

натурація (94°С) – 3 хв, 40 циклів ампліфікації 

(денатурація 94°С – 30 с, відпал праймерів 55°С 

– 40 с, елонгація 72 °С – 1,5 хв), завершальна 

елонгація 72°С – 8 хв, 15°С – утримання [13]. 

Продукти ампліфікації розділяли за допомогою 

електрофорезу в 6 %-ному неденатуруючому 

поліакриламідному гелі в 1х ТВЕ-буфері [16] з 

подальшим фарбуванням нітратом срібла [17]. 

Цифрові фотографії гелів аналізували з викори-

станням програми Gel Analyzer 

(gelanalyzer.software.informer.com/1.0/). Розмір 

відтворюваних і найбільш чітких фрагментів 

визначали, використовуючи ДНК-маркер 

(O’Gene Ruler ™ 100bp Plus DNA Ladder, ready-

to-use; «Fermentas», Литва). Рівень поліморфіз-

му оцінювали за середнім значенням 

Polymorphism Information Content (PIC), що роз-

раховується за формулою: 

Sij = 2Nij/(Ni+Nj), де 

Nij – кількість алелів, наявних в i-тому та 

j-тому генотипах, 

Ni – кількість алелів, наявних у i-тому ге-

нотипі, 

Nj – кількість алелів, наявних у j-тому ге-

нотипі, 

i, j = 1, 2, … [18, 19]. 

Ампліфікацію фрагментів здійснювали 

щонайменше двічі. Наявність амплікону певно-

го розміру оцінювали за бінарною ситемою: 1 – 

наявний, 0 – відсутній. Генетичні дистанції між 

генотипами були визначені за допомогою про-

грами Free Tree [20] на основі розрахованих ко-

ефіцієнтів Нея та Лі [21] і стандартних генетич-

них дистанцій Нея [22], що в свою чергу розра-

ховувалися на основі наявності/відсутності амп-

ліконів різної молекулярної маси. Розраховані 

значення подібності були використані для здій-

снення кластерного аналізу та побудови дендро-

грами за методом UPGMA. Результати класте-

ризації оцінювали на основі 1000 бутстрепів за 

допомогою згаданої вище програми [23]. Візуа-

лізація фінальних дендрограм здійснювалася за 

допомогою програми FigTree v1.4.2 

(http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree).  

 

Результати та обговорення 

Нами було досліджено 7 генотипів пекін-

ської капусти (B. rapa ssp. pekinensis) різного 

походження. Молекулярні профілі для кожного 

генотипу, отримані за допомогою методу TBP, 

наведені на рис. 1. Цільовими фрагментами 

вважалися амплікони розмірами від 290 п. о. до 

1500 п. о. Під час аналізу результатів амплікони 

більших розмірів не враховувалися, оскільки є 

ризик того, що поява фрагментів, більших від 

1500 п. о., може виникати внаслідок напрацю-

вання неспецифічних продуктів ПЛР, що часто 

не відтворюються за повторних експеримен-

тів [24].

 

Таблиця 1. Зразки B. rapa ssp. pekinensis, використані у дослідженні, та їхнє походження 

№ Форма Колекція Назва зразка Код зразка 
Місце по-

ходження 

1 - 
Crop Research Institute, 

Prague-Ruzyne 
Granaat 09H2700165 Нідерланди 

2 var. glabra IPK-Gatersleben Zwaans Cantoner BRA 130 Нідерланди 

3 var. glabra IPK-Gatersleben Jaegerkohl BRA 467 Швейцарія 

4 var. glabra IPK-Gatersleben Granat BRA 1614 Нідерланди 

5 var. laxa IPK-Gatersleben - BRA 1600 США 

6 var. laxa IPK-Gatersleben Santong BRA 214 Німеччина 

7 var. laxa IPK-Gatersleben - BRA 2324 Китай 
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Кількість ампліконів інтронів β-тубуліну 

була достатньо великою та значно варіювала – 

від 12 до 24 фрагментів для кожного генотипу. 

Наразі кількість ізотипів β-тубуліну для B. rapa 

ssp. pekinensis невідома, однак раніше було 

встановлено, що в інших Хрестоцвітих, зокрема 

таких, як Arabidopisis thaliana, число ізотипів 

становить 9, а у C. sativa – 20 [25]. Також рані-

ше було охаратеризовано сімейство генів б-

тубуліну у B. rapa ssp. pekinensis та була встано-

влена їхня інтрон-екзонна структура [26]. Отже, 

існує можливість для характеристики генетич-

ного різноманіття B. rapa ssp. pekinensis за до-

помогою методу поліморфізму інтронів б-

тубуліну, однак TBP як метод є достатньо апро-

бованим та вже продемонстрував свою ефекти-

вність у генотипуванні рослин різних видів [15, 

24, 27]. 

 

 
Рис. 1. Молекулярні профілі різних форм B. 

rapa ssp. pekinensis. M – маркер молекулярної маси; 1 

- 09H2700165; 2 - BRA 130; 3 - BRA 467; 4 - BRA 

1614; 5 - BRA 1600; 6 - BRA 214; 7 - BRA 2324. 

 

Молекулярна маса ампліфікованих фраг-

ментів суттєво різнилася у всіх досліджених 

зразках. Однак варто відмітити, що у ділянках 

довжиною приблизно 360–380, 390–440 та 480–

490 п. о. кількість ампліконів була або подіб-

ною, або такою, що відповідала за розмірами 

лише одному з двох ампліконів (BRA 1600). Це 

може свідчити про гомо- та гетерозиготний стан 

алелей відповідних тим чи іншим ізотипам β-

тубуліну. 

На основі отриманих нами даних були об-

раховані коефіцієнти Нея та Лі, ґрунтуючись на 

які була побудована дендрограма, що відобра-

жає генетичні дистанції між дослідженими ге-

нотипами. Як видно з рис. 2, кладограма поділя-

ється на дві глобальні гілки, в одній з яких зна-

ходиться B. rapa ssp. pekinensis var. laxa (BRA 

2324, Китай) та генотип 09H2700165, який, 

швидше за все, також відноситься до форми var. 

laxa. Ці зразки є також одними з найбільш поді-

бних за молекулярними профілями. В іншій 

(верхній) гілці розташовуються генотипи 

переважно європейського походження та один із 

США. Група BRA 214- BRA 467- BRA 130 

представлена двома формами var. glabra та од-

нією var. laxa. Такі зразки хоча й відносяться до 

різних сортів, але походять з достатньо близько 

розташованих країн Західної Європи (Нідерлан-

ди, Німеччина, Швейцарія).  

Варто зазначити, що зразки BRA 1600 та 

BRA 1614 відносяться до окремої субклади, хо-

ча і є представниками різних форм. Також ціка-

во, що обидва генотипи (09H2700165 та BRA 

1614) походять із Нідерландів і, найбільш імові-

рно, походять від одного вихідного сорту Gra-

naat або Granat (залежно від написання). Однак 

тривале підтримання цього генотипу в умовах 

різних генетичних банків призвело до того, що 

ці зразки генетично суттєво відрізняються один 

від одного і, швидше за все, більше не належать 

до одного сорту. Додаткові дослідження з ін-

шими маркерними системами дозволили б оста-

точно підтвердити таке припущення. Також фо-

рми var. glabra та var. laxa не розділяються на 

рис. 2 на окремі групи. Більше того, відмінності 

у молекулярних профілях між генотипами 

більш значні, ніж між формами (рис. 1). В окре-

мих джерелах [5] ці форми взагалі не розрізня-

ються, а їх таксономічне положення ідентифіку-

ється як B. rapa ssp. pekinensis. Встановлені ге-

нетичні дистанції можуть слугувати потужним 

інструментом для селекційного вдосконалення 

пекінської капусти, що дозволило б отримати 

гетерозисні лінії на основі описаних найбільш 

генетично віддалених гомозигот. Раніше ефек-

тивність такого підходу була описана та дове-

дена для B. rapa ssp. pekinensis [28]. 
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Рис. 2. Дендрограма, побудована на основі даних поліморфізму інтронів β-тубуліну в різних підвидів 

B. rapa ssp. pekinensis. 

 

Висновки 

У межах нашого дослідження було про-

аналізовано 7 генотипів B. rapa ssp. pekinensis, 

отриманих з генетичних банків з IPK (Гатерсле-

бен) та Crop Research Institute (Прага). За допо-

могою методу поліморфізму інтронів  

β-тубуліну було проведено молекулярне гено-

типування цих зразків та встановлено генетичні 

дистанції між ними. На основі отриманих ре-

зультатів виявлено, що систематичний розподіл 

на форми var. glabra та var. laxa не підтверджу-

ється молекулярно-генетичними методами, а 

різниця між популяціями або сортами є більш 

значущою. З урахуванням кількості одержаних 

ампліконів на молекулярно-генетичних профі-

лях (12-24) можна припустити, що B. rapa ssp. 

pekinensis може мати близько 12 ізотипів β-

тубуліну або й більше. Однак таке припущення 

не остаточне та потребує додаткових дослі-

джень. Також можна зробити висновок, що го-

мозиготами за найбільшою кількістю ізотипів β-

тубуліну є зразки 09H2700165, BRA 130, BRA 

2324. Цей факт, як і визначені генетичні диста-

нції, може бути використаний для подальшої 

селекційної роботи з отримання більш продук-

тивних ліній B. rapa ssp. pekinensis або виграш-

них гетерозисних комбінацій. 
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β-TUBULIN INTRON LENGTH POLYMORPHISM AMONG FORMS var. glabra AND var. laxa OF NAPA 

CABBAGE 

Aim. Main aim of this research was identification of genetic distances between different genotypes of napa cabbage (B. 

rapa ssp. pekinensis) and diversity identification in var. glabra and var. laxa forms. Methods. Molecular genetic 

analysis of napa cabbage genotypes was conducted out using method of β-tubulin intron length polymorphism (TBP). 

Results. Molecular profiles of different napa cabbage (B. rapa ssp. pekinensis) genotypes were identified. Number of 

amplified β-tubulin intron fragments was significantly varying – from 12 to 24 for each genotype. Basing on obtained 

results a dendrogram was built, which shows genetic distances among studied accessions. Conclusions. In present study 

7 genotypes of B. rapa ssp. pekinensis were analyzed, received from IPK (Gatersleben) and Crop Research Institute 

(Prague) gene banks. Basing on obtained results it was established that systematic diversification of two forms var. gla-

bra and var. laxa is not being confirmed by molecular genetic methods, such as TBP, and in this case, genetic differ-

ence between populations and cultivars was more significant. 

Keywords: Brassicaceae, Brassica rapa ssp. pekinensis, ILP, TBP, napa cabbage, β-tubulin intron length 

polymorphism. 
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