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Мета. Верифікація можливості викорис-

тання методу оцінки поліморфізму довжини ін-

тронів генів γ-тубуліну у генетичних дослі-

дженнях рослин на прикладі арабідопсису.  

Методи. Використовували метод оцінки полі-

морфізму довжини інтронів генів γ-тубуліну. 

Ампліфіковані фрагменти ДНК фракціонували 

за допомогою електрофорезу у неденатуруючо-

му поліакриламідному гелі. Смуги ДНК детек-

тували шляхом фарбування нітратом срібла.  

Результати. За допомогою оцінки поліморфіз-

му довжини інронів генів γ-тубуліну вперше 

було проаналізовано модельну рослину різушку 

Таля. Під час ампліфікації з виродженими 

праймерами у всіх зразків утворювались амплі-

кони довжиною 520 п. н. та 555 п. н. За допомо-

гою підібраних специфічних до арабідопсису 

праймерів до другого інтрону генів γ-тубуліну 

вдалося виокремити декілька зразків, які відріз-

няються за своїм ДНК-профілем. Висновки. 

Встановлено, що запропонований метод може 

бути застосований у молекулярно-генетичних 

дослідженнях рослин. При цьому розроблені 

специфічні праймери до інтронів генів γ-

тубуліну, ймовірно, можуть бути використані як 

для дослідження арабідопсису, так і для спорід-

нених видів рослин. Використання вироджених 

праймерів може стати у нагоді  під час дослі-

дження рослин, для яких відсутня інформація 

щодо структури їх геному. 

Ключові слова: молекулярно-генетичні 

маркери, поліморфізм довжини інтронів, γ-тубу-

лін, арабідопсис (A. thaliana). 

 

На сьогодні ДНК-маркери є незамінним 

інструментом у сучасній генетиці та селекції 

рослин. Вони дозволяють проводити масштабні 

дослідження організації геномів, мінливості і 

стабільності, їх еволюційного розвитку то-

що [1]. Саме тому пошук нових, більш ефектив-

них і зручних маркерних систем для проведення 

молекулярно-генетичного аналізу продовжує 

бути надзвичайно актуальним. Досить новим 

підходом, який набуває все більшого практич-

ного застосування, є оцінка поліморфізму дов-

жини інтронів генів (Intron Length 

Polymorphism, ILP). Універсальність, відтворю-

ваність та інформативність ILP-маркерів дозво-

ляє проводити ДНК-профілювання та генотипу-

вання широкого спектра організмів [2–7]. Най-

більш вдалими та надійними варіантами ILP-

методу є оцінка поліморфізму довжини інтронів 

генів і β-тубуліну (Tubulin Based Polymorphism, 

ТВР) та актину (Actin Based Polymorphism, 

ABP) [8–11]. Ці гени належать до 

«housekeeping» генів цитоскелетних білків, тому 

для їх білкових продуктів та, відповідно, екзонів 

характерна висока консервативність в усіх еука-

ріотичних організмів (на відміну від інтронів, 

які є гіперваріабельними ділянками та можуть 

мати різну довжину) [12, 13].  

До основних структурних білків мікрот-

рубочок також відноситься γ-тубулін, дуже не-

обхідний для процесу нуклеації мікротрубо-

чок [14]. Його амінокислотна послідовність є 

високонсервативною серед філогенетично різ-

них організмів. Саме тому нами був запропоно-

ваний метод, що ґрунтується на вивченні полі-

морфізму довжини інтронів генів γ-тубу-

ліну [15], адже він має бути більш легким у ви-

користанні, тому що зазвичай γ-тубулін пред-

ставлений у геномі двома паралогічними гена-

ми, що значно спрощує подальший аналіз отри-

маних результатів. Однак метод оцінки полі-

морфізму довжини інтронів генів γ-тубуліну ще 

потребує перевірки ефективності застосування 

для генотипування та диференціювання рослин. 

Для подальшого вирішення цього питання нами 

було використано модельний рослинний об’єкт 

– Arabidopsis thaliana (L.) Heynh., геном якого 

повністю сиквеновано та анотовано. Тому ме-

тою роботи було провести верифікацію ефекти-

вності методу оцінки поліморфізму довжини 

інтронів генів γ-тубуліну для молекулярно-
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генетичного аналізу рослин на прикладі арабі-

допсису. 

 

Матеріали і методи 

Експериментальним матеріалом слугува-

ли проростки A. thaliana дикого типу 

(Columbia). Геномну ДНК екстрагували за до-

помогою модифікованого ЦТАБ-методу [16]. 

Якість і кількість ДНК перевіряли за допомогою 

електрофорезу в 1,5 %-ному агарозному гелі і 

спектрофотометрично на біофотометрі 

«Eppendorf» із визначенням концентрації та 

ступеня забруднення ДНК.  

Полімеразну ланцюгову реакцію (ПЛР) 

проводили в ампліфікаторі Thermal Cycler 2720 

(«Applied Biosystems», США). Реакційна суміш 

об’ємом 10 мкл містила п’ятикратний ПЛР бу-

фер із сульфатом амонію, 2,5 ммоль MgCl2, 50 

нг рослинної ДНК, 1 мкМ кожного з праймерів, 

0,2 мм кожного дНТФ, 0,5 од. Taq полімерази. 

Вироджені праймери для оцінки поліморфізму 

довжини інтронів генів γ-тубуліну були запро-

поновані нами раніше [15]. Дизайн інших прай-

мерів здійснювали за допомогою подвійного 

вирівнювання та програми PrimerBlast 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/ primer-blast/). 

Послідовності всіх праймерів наведені нижче у 

табл. 1. 

Ампліфікацію проводили за таким прото-

колом: початкова денатурацiя (94 °С)  - 5 хв; 35 

циклів амплiфiкацiї (94°С – 1 хв, 57-5 °С – 1 хв, 

72°С – 2 хв); кiнцеве подовження за 72°С протя-

гом 7 хв, утримання за 15°С. Продукти ампліфі-

кації розділяли за допомогою електрофорезу в 

6 %-ному неденатуруючому поліакриламідному 

гелі в 1х ТВЕ-буфері [17]. Візуалізацію фрагме-

нтів ДНК проводили шляхом фарбування нітра-

том срібла [18]. Після електрофорезу гель фото-

графували у видимому світлі. Аналіз зображень 

електрофоретичних гелів проводили в програмі 

GelAnalyzer (http://www.gelanalyzer.com/). Дов-

жину відтворюваних і чітких бендів визначали, 

використовуючи ДНК-маркер (O’Gene Ruler™ 

100bp Plus DNA Ladder, ready-to-use; 

«Fermentas», Литва).  

 

Результати та обговорення 

Відомо, що в геномі A. thaliana наявні два 

гени γ-тубіліну (U02069 та U03990 (GenBank)). 

Було здійснено біоінформатичний аналіз екзон-

інтронної структури цих анотованих послідов-

ностей γ-тубуліну (табл. 2). На рис. 1 продемон-

стровано, що послідовності генів γ-тубуліну A. 

thaliana складаються з 10 консервативних екзо-

нів та 9 варіабельних інтронів. 

Результати проведеного електрофоретич-

ного аналізу фрагментів ДНК, отриманих із ви-

користанням вироджених праймерів до інтронів 

генів γ-тубуліну, свідчать про те, що під час ам-

пліфікації утворюються амплікони довжиною 

приблизно 520 п. н. та 555 п. н. (рис. 2), що уз-

годжується з біонформатичними даними. 

 

Таблиця 1. Опис використаних праймерів 

Назва 

праймерів 

Праймери (5’- 3’) 
Т, °С 

F R 

TUG 

(вироджені) 

GAYGTBTTYTTTTAC

CARGCKGA 

GAGTTGTARGGYTG

GACRAC 
59 

TUG1+2_1int 

(до 1-го інтрону обох ізо-

типів) 

TTCTCGAG-

GACTTCGCTACTC 

CACATCTTTTCTAT-

CACCTCCC 
58 

TUG1+2_2int 

(до 1-го інтрону обох ізо-

типів) 

CTTTGCCACTCTATT

GCTGG 

AGTCTCCAACAAAT

AAGATCCC 
57 

TUG1_2 int 

(специфічні до 2-го ін-

трону ізотипу-1) 

TGGTTATCACCAGGG

GAAGG 

CTTCTTGCTGTAGCG

ATCATTC 
58 

TUG2_2 int 

(специфічні до 2-го ін-

трону ізотипу-2) 

GTGGATATCACCAA

GGGAAAG 

CCAACTTCTTGCTAT

AACGATC 
57 

 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nuccore&id=U02069
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nuccore&id=U03990
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Таблиця 2. Характеристика інтронів генів γ-тубуліну у A. thaliana 

Назва гена  

γ -тубуліну 

Довжина 1-го 

інтрону (п.н.) 

Довжина 2-го ін-

трону (п.н.) 

Довжина очікуваного продукту 

ПЛР, п. н./праймер 

AT3G61650_TUG1 175 104 

500-600/TUG 

218/TUG1+2_1in 

163/TUG1+2_2in 

280/ TUG1_2in 

AT5G05620_TUG2 118 88 

500-600/TUG 

161/TUG1+2_1in 

147/ TUG1+2_2in 

267/ TUG2_2in 

 

 
Рис. 1. Екзон-інтронна структура 2 генів γ-тубуліну A. thaliana. 

 

 
Рис. 2. Молекулярні профілі A. thaliana, отримані за допомогою вироджених праймерів до інтронів генів 

γ-тубуліну: 1-12 – номери зразків; К – контроль, М – ДНК-маркер «100bp Ladder». 

 

Оскільки під час використання виродже-

них праймерів не було виявлено відмінностей у 

більшості досліджених зразків, для більш гли-

бокого аналізу поліморфізму довжини інтронів 

генів γ-тубуліну у A. thaliana було підібрано дві 

пари неспецифічних праймерів до першого та 

другого інтронів обох генів. У результаті аналі-

зу за допомогою праймерів до першого інтрону 

генів γ-тубуліну виявлено, що у всіх зразках 

утворюються фрагменти ДНК довжиною 161 

п.н. та 218 п. н. (рис. 3А). У ході застосування 

праймерів до другого інтрону генів γ-тубуліну 

було виявлено, що характерним є утворення 

фрагментів довжиною 147 п. н. та 163 п. н. 

(рис. 3Б). Однак у зразків № 1 та № 11 детекту-

ється лише один фрагмент ДНК (147 п. н.), який 

за результатами попереднього біоінформатич-

ного аналізу відповідає продукту ампліфікації 

другого ізотипу γ-тубуліну з цим праймером. 

Можливо, у цих зразків дещо відрізняється пос-

лідовність гена TUG1, тому використані прай-

мери не відпалюються і, відповідно, не утворю-

ється продукт реакції. 

Надалі з метою більш детального вивчен-

ня зразків A. thaliana, можливого пояснення від-

сутності фрагмента у двох зразках та, найголов-

ніше, відбору найбільш ефективних праймерів 

для диференціації зразків арабідопсису було 

використано дві пари специфічних праймерів до 

другого інтрону генів TUG1 та TUG2. Аналізу-

вали лише другий інтрон генів γ-тубуліну, адже 

під час підбору вироджених праймерів було 

встановлено, що саме фланкуючі його ділянки 

екзонів є найбільш консервативними серед різ-

них рослин. Результати електрофоретичного 

аналізу фрагментів ДНК, які містять другий ін-

трон гена TUG1, свідчать про те, що в ході ПЛР 

утворюється фрагмент довжиною 280 п. н. 

(рис. 3 В). При цьому зразки №1 та №11 знову 

відрізняються від інших та мають фрагмент до-

вжиною 278 п. н. Тому можна припустити, що у 

другому інтроні цих зразків наявна невелика 

делеція, яка і відрізняє їх від більшості дослі-

джених зразків.  
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Рис. 3. Молекулярні профілі A. thaliana, отримані під час ПЛР із праймерами до першого інтрону обох 

генів γ-тубуліну (А), другого інтрону обох генів γ-тубуліну (Б), другого інтрону гена TUG1 (В) та до другого 

інтрону гена TUG2 (Г): 1–12 – номери зразків; К – контроль, М – ДНК-маркер «100bp Ladder». Прямокутником 

позначені поліморфні фрагменти ДНК. 

 

За результатами електрофоретичного ана-

лізу фрагментів ДНК, які містять другий інтрон 

гена TUG2, встановлено, що для більшості зраз-

ків характерним є наявність фрагмента довжи-

ною 290 п. н. (рис. 3 Г). Довжина утвореного 

фрагмента ДНК відрізняється від біоінформати-

чно передбаченої – 267 п. н. Однак це можна 

пояснити тим, що інтрони є гіперваріабельними 

ділянками і тому, напевно, відрізняються у сик-

венованого (представленого в базах даних) та 

досліджуваних нами зразків. Важливо, що зраз-

ки №1 та №11 також відрізняються від інших та 

мають фрагмент довжиною приблизно 288 п. н.  

Таким чином, у випадку A. thaliana більш 

інформативними виявилися специфічні прайме-

ри до інтронів генів γ-тубуліну. Однак виро-

джені праймери, ймовірно, можуть самостійно 

або в поєднанні з іншими генетичними марке-

рами використовуватися в молекулярно-

генетичних дослідженнях інших видів рослин.  

 

Висновки 

Загалом у цьому дослідженні за допомо-

гою оцінки поліморфізму довжини інтронів ге-

нів γ-тубуліну вперше вдалося виявити певний 

поліморфізм довжини інтронів  у досліджених 

зразків різушки Таля. Розроблена система може 

стати у нагоді в популяційній генетиці під час 

дослідження природних популяцій цього виду, 

адже про них є не так багато інформації, а такі 

дослідження розширюють уявлення про значен-

ня потоку генів в еволюції видів. Ймовірно, що 

розроблені специфічні праймери до інтронів 

генів γ-тубуліну можуть бути використані не 

лише для дослідження арабідопсису, а й спорід-

нених видів родини Хрестоцвітих, адже гени γ-

тубуліну є висококонсервативними. Викорис-

тання вироджених праймерів може стати у на-

годі за молекулярно-генетичних досліджень ро-

слин, для яких відсутня інформація щодо струк-

тури їх геному. 
Робота виконана за підтримки Національної 

академії наук України, в рамках гранта для молодих 

учених за науково-дослідною роботою «Впрова-

дження методу оцінки поліморфізму довжини ін-

тронів генів γ-тубуліну для молекулярно-генетичної 

диференціації рослин» (2019-2020 рр.). 
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γ-TUBULIN GENE INTRON LENGTH POLYMORPHISM OF ARABIDOPSIS THALIANA 

Aims. Verification of the possibility of using the γ-tubulin gene intron length polymorphism method in genetic studies 

of plants on the example of Arabidopsis thaliana. Methods. The γ-tubulin gene intron length polymorphism evaluating 

method was used. Amplified fragments DNA were fractionated by electrophoresis in non-denaturing polyacrylamide 

gel. DNA bands were detected using silver nitrate staining. Results. Arabidopsis was first time analyzed using the γ-

tubulin gene intron length polymorphism method. During amplification with degenerate primers 2 amplicons (520 bp 

and 555 bp) were formed in all samples. However, using selected arabidopsis-specific primers for the second intron of 

the γ-tubulin genes, it was possible to find several samples that differ in their DNA profile. Conclusions. It is estab-

lished that the proposed method can be used in molecular genetic studies of plants. Moreover, the developed specific 

primers for γ-tubulin gene introns can probably be used both for the study of Arabidopsis and related species. The use 

of degenerate primers can be useful in the study of plants for which there is no information about their genome. 

Keywords: molecular-genetic markers, intron length polymorphism, γ-tubulin, A. thaliana. 

https://doi.org/10.1016/S1673-8527(08)60133-2
https://www.researchgate.net/deref/http%3A%2F%2Fdx.doi.org%2F10.1111%2Fpbr.12230?_sg%5B0%5D=8z4TFlCmNLaCtnG4L1FxapPIrWEMHVTX9jECUvsEYr_QhYHzvy32KWJ366ybSFLClI6ygqTIgRcFg2HyvSWozPhdsg.xLWt9-iV-41ClEIIgaSDnj9Uc2Zx-z66-HCPNp_A_Q-d8-zObF21sMbuebByRk3PxG_uSTYOHmHNhJ4QZ0M2uw
https://www.researchgate.net/deref/http%3A%2F%2Fdx.doi.org%2F10.1139%2Fg03-132?_sg%5B0%5D=ZY-Z0hvBXAaWs3Ox4kcNXKlJeyIgXu9rzdEN0c_DK-t7hE_Jiv52M-kGm7OWsZMedHU35x7xh8ocUwyCT8X-37I8DA.yVNiO4sjnfD2wDkkyTHudQtZNkkUjjmCMpPwLXcVC2-4vrRrnp0A6D8tij6EXMYz2e1KSNYpzq1FT5gotZdnjA
https://doi.org/10.3103/S0095452718010115
https://doi.org/10.3103/S0095452718010115
https://www.researchgate.net/deref/http%3A%2F%2Fdx.doi.org%2F10.1007%2F7089_2007_160?_sg%5B0%5D=6FTDYH4JIEoWbfdgf53_6siTrrNT6Vfcj03UYZPFo5KwWgQhh2HSYQZMVCumnAIlC1TL-u5emCO4DjtEwEjZxmbQxA.UtvDBqEiYSIUUbjGv9qClwdznzRhV0nX8r8NMNCWdPoVyzD5tAoAfeBJlneMSrcTc3e_CwKkOe8CnyBKIfzsgQ

