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изотипы β-тубулина [12]. Праймеры, подобран-
ные к этим консервативным участкам, позволяют 
амплифицировать I-й интрон β-тубулина, являю-
щийся более вариабельным и менее консерва-
тивным участком в генах β-тубулина по сравне-
нию с экзонными последовательностями за счет 
разной скорости эволюции этих двух элементов 
[8, 10, 11].

На сегодняшний день различные виды и ге-
нотипы льна активно исследуются с помощью 
анонимных последовательностей, например, 
SSR, ISSR, RAPD [5, 6, 8, 13]. Вместе с тем мар-
керы, основанные на изучении последовательно-
стей конкретных генов, в частности генов тубу-
линов, до сих пор еще не использовались. Поэ-
тому целью работы стало оценить возможность 
использования ТВР-метода для молекулярно-ге-
нетической дифференциации различных видов 
льна.

Материалы и методы
Материалом для исследования служили 

виды льна-долгунца L. usitatissimum, льна мно-
голетнего L. perenne L., льна-кудряша L. humile 
Mill. (L. humile cv. Орфей и L. humile cv. Эврика), 
льна узколистного L. angustifolium Huds. и льна 
двулетнего L. bienne Mill.

Геномную ДНК экстрагировали из пророст-
ков с помощью бромида цетилтриметиламмо-
ния [14]. Качество и количество ДНК проверяли 
с помощью электрофореза в 1,5 %-ном агарозном 
геле и спектрофотометрически на биофотометре 
«Eppendorf». Образцы ДНК хранили при –20оС. 
ТВР-анализ проводили согласно Bardini et al. 
[11]. Последовательности использованных прай-
меров [11] приведены ниже:
TBP-F: 5’– AACTGGGCBAARGGNCAYTAYAC – 3’;
TBP-R: 5’– ACCATRCAYTCRTCDGCRTTYTC – 3’.

ПЦР осуществляли с помощью амплифика-
тора Thermal Cycler 2720 («Applied Biosystems», 
СшА). Реакционная смесь (объемом 10 мкл) 
состояла из: десятикратного буфера для 
ПЦР, содержащего сульфат аммония 200 мМ, 

лен культурный (Linum usitatissimum L.) – 
древнейшее сельскохозяйственное растение, ши-
роко используемое в различных отраслях про-
мышленности [1], является одной из пяти основ-
ных масличных культур мира и считается третьей 
по величине прядильной культурой. История 
возделывания льна как технической культуры 
насчитывает уже многие тысячи лет, и недав-
ние исследования позволили обнаружить следы 
льняных волокон в пещерах Грузии еще перио-
да палеолита (30 тыс. лет тому назад) [2]. Будучи 
однолетним самоопыляемым травянистым рас-
тением, лен является модельным видом для изу-
чения волокнистых растений [2, 3]. 

Анализ видового и генотипического разно-
образия является ключевым компонентом для 
эффективного использования генетических ре-
сурсов льна [4]. Важным инструментом для од-
нозначной и быстрой идентификации видов и 
генотипов является фингерпринтинг, основан-
ный на использовании молекулярных маркеров 
[5]. Для генотипирования сельскохозяйственных 
культур используют различные системы молеку-
лярных маркеров, которые различаются распре-
делением по геному, уровнем выявляемого поли-
морфизма, специфичностью или универсально-
стью [5, 6]. Одной из сравнительно новых систем 
генотипирования является метод, основанный на 
использовании полиморфизма длины интронов 
генов β-тубулина (tubulin-based polymorphism – 
TBP) [7, 8]. ТВР-метод основывается на том, что 
в связи с ключевой ролью α- и β-тубулина, со-
ставляющих основу микротрубочек [9], последо-
вательности их экзонов, в частности β-тубулина, 
довольно консервативны у всех эукариотических 
организмов. У растений почти все гены β-тубу-
лина имеют сходную организацию: два интрона, 
расположенные в четко фиксированных локусах 
в пределах экзонов (исключение – гены β-тубу-
лина у кукурузы ZeamaTUB1 и риса OryzaTUB2, 
в которых присутствует только первый интрон) 
[10, 11]. Длина первого интрона может варьи-
ровать между генами, кодирующими различные 
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Результаты и обсуждение
Дифференцирующая способность ТВР-ме-

тода была проверена на пяти видах льна, а 
именно: L. usitatissimum, L. perenne, L. humile, 
L. angustifolium и L. bienne. Однако сразу необ-
ходимо отметить, что таксономия рода Linum L. 
и по сей день остается неоднозначной. Ряд авто-
ров некоторые из приведенных выше видов счи-
тают подвидами L. usitatissimum или рассматри-
вают L. angustifolium и L. bienne как один вид. 
На рис. 1А представлена электрофореграмма с 
результатами анализа различных образцов льна 
с помощью ТВР-метода. Результаты электрофо-
ретического анализа свидетельствуют о том, что 
основная зона распределения фрагментов нахо-
дится в диапазоне от 400 п.н. до 1900 п.н. Все-
го было зафиксировано 46 амплифицирован-
ных фрагментов различной длины, однако 17 из 
них являются уникальными, встречаясь толь-
ко у вида L. perenne. При совместном рассмо-
трении образцов L. humile (cv. Эврика и cv. Ор-
фей), L. usitatissimum, L. angustifolium и L. bienne 
зафиксировано 29 различных фрагментов, из ко-
торых 16 являются полиморфными с приблизи-
тельным размером ампликонов 400 п.н., 457 п.н., 
460 п.н., 480 п.н., 670 п.н., 690 п.н., 795 п.н., 
800 п.н., 815 п.н., 1030 п.н., 1080 п.н., 1130 п.н., 
1600 п.н., 1700 п.н., 1865 п.н. При сравнении всех 
образцов, за исключением L. perenne, значение 
PIC составило 0,210.

Образец L. perenne значительно отличает-
ся от других анализируемых видов. Для него ха-
рактерен набор фрагментов размером 407 п.н., 
415 п.н., 440 п.н., 457 п.н., 480 п.н., 515 п.н., 
530 п.н., 580 п.н., 595 п.н., 680 п.н., 690 п.н., 
710 п.н., 760 п.н., 795 п.н., 810 п.н., 820 п.н., 
940 п.н., 1070 п.н., 1080 п.н., 1150 п.н., 1180 п.н., 
1350 п.н., 1470 п.н., 1570 п.н., 1865 п.н. При этом 
две трети фрагментов являются уникальными 
для этого образца (17 полос), и лишь 8 фрагмен-
тов (размером 457 п.н., 480 п.н., 580 п.н., 690 п.н., 
760 п.н., 795 п.н., 1080 п.н., 1865 п.н.) схожи с 
остальными образцами. Очевидно, это объясня-
ется тем, что L. perenne является более удален-
ным родственником исследуемых видов, что 
подтверждается высокими различиями в морфо-
логии и экологии данного вида. Значение PIC для 
L. perenne составило 0,323. Среднее значение PIC 
во всех случаях составляет около 0,3 (0,266), что 
сопоставимо, например, с оценками, полученны-
ми для eleusine Gaertn. [22], и является достаточ-
но высоким значением. 

2,5 ммоль MgCl2, 50 нг растительной ДНК, 
1 мкМ каждого из праймеров, 200 мкМ каждо-
го дНТФ, 0,5 ед. Taq полимеразы («Fermentas», 
литва). Амплификацию проводили в соответ-
ствии со следующим протоколом: начальная де-
натурация (94°С) – 3 мин, 35 циклов амплифика-
ции (денатурация 94°С – 30 с, отжиг праймеров 
55°С – 40 с, элонгация 72°С – 1,5 мин), заверша-
ющая элонгация 72°С – 8 мин, 15 °С – удержа-
ние [10]. Каждую ПЦР проводили как минимум 
в двукратной повторности с использованием от-
рицательного контроля (не содержащего ДНК).

Продукты амплификации (образец объемом 
0,4 мкл) разделяли с помощью электрофореза в 
6 %-ном неденатурирующем полиакриламид-
ном геле в 1хТВе-буфере [14] при 360 В в тече-
ние 4 часов с последующим окрашиванием ни-
тратом серебра [15, 16]. Цифровые фотографии 
гелей анализировали с использованием програм-
мы GelAnalyzer [17]. Размер воспроизводимых и 
наиболее четких фрагментов (полос) определяли, 
используя ДНК-маркер (O’Gene Ruler™ 100bp 
Plus DNA Ladder, ready-to-use; «Fermentas», лит-
ва).

если результаты электрофореза амплико-
нов совпадали, то учитывали все полосы. В тех 
случаях, когда результаты отличались, проводи-
ли повторную амплификацию и учитывали лишь 
сходные полосы для двух последовательных 
ПЦР. Коэффициент сходства Нея и ли [18] меж-
ду генотипами определяли при помощи програм-
мы FreeTree [19] на основе наличия/отсутствия 
амплифицированных фрагментов у проанализи-
рованных образцов. Значения сходства были ис-
пользованы для кластерного анализа и построе-
ния филогенетических древ с применением ме-
тода невзвешенных парногрупповых средних 
(UPGMA). Результаты кластеризации оцени-
вали на основе 1000 бутстрепов [20]. Получен-
ные дендрограммы визуализировали с помощью 
программы FigTree [18]. Уровень полиморфиз-
ма маркеров оценивали по среднему значению 
Polymorphism Information Content (PIC), рассчи-
тываемого по формуле:

( )2 2
1

1
n

ai bii
f f

PIC
n

=
− −

= ∑ ,

где n – общее количество фрагментов, fa – частота 
образцов, в которых отсутствовал i-й фрагмент, 
fp – частота образцов, в которых присутствовал 
i-й фрагмент [21].
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метода ТВР, позволяют однозначно идентифици-
ровать изученные виды рода Linum.  

Выводы
В результате проведенного анализа уста-

новлено, что метод, основанный на оценке дли-
ны первого интрона генов β-тубулина, является 
источником полезной информации для генети-
ческой дифференциации растений рода Linum. 
С помощью TBP-метода можно достаточно чет-
ко дифференцировать различные виды льна, ха-
рактеризующиеся уникальными паттернами ам-
пликонов на электрофореграммах. Показано, что 
ТВР-метод представляет собой удобную и на-
дежную систему молекулярных маркеров, для 
которой не требуется предварительной информа-
ции о конкретной последовательности интронов 
генов β-тубулина. Метод может быть применен 
в молекулярно-филогенетическом анализе видов 
рода Linum.

Коэффициент сходства Нея и ли колеблется 
от минимум 0,046 у пары образцов L. perenne и L. 
bienne до максимум 0,923 у пары L. usitatissimum 
и L. bienne, обладающих наиболее схожим набо-
ром ампликонов. Данные фингерпринтинга вов-
леченных в анализ образцов использованы для 
отражения закономерностей генетической диф-
ференциации видов на основе кластерного ана-
лиза методом UPGMA (рис. 1Б). Из полученной 
дендрограммы видно, что все образцы льна отли-
чаются по ТВР профилю.

Анализируемые образцы дифференци-
руются следующим образом: L. perenne и 
L. angustifolium выделяются в отдельные вет-
ви дерева со 100 % бутстреп поддержкой, к ним 
примыкает L. humile cv. Орфей с бутстреп под-
держкой 52 %, затем L. humile cv. Эврика (57 % 
поддержка), а L. bienne и L. usitatissimum образу-
ют одну общую группу (75 % будстреп поддерж-
ка). Таким образом, результаты проведенного 
исследования, выполненного с использованием 

Рис. 1. А – Электрофореграмма с ампликонами интронов генов β-тубулина изученных представителей рода 
Linum L.; м – ДНК-маркер; 1–7 (в верхней части рисунка) – номера образцов: 1 – L. bienne ; 2 – L. angustifolium; 
3 – L. usitatissimum; 4 – L. humile cv. Эврика; 5 – L. perenne; 6 – L. humile cv. Орфей; Б – UPGMA дендро-
грамма, основанная на полиморфизме длин интронов генов β-тубулина у исследованных представителей рода 

Linum L.
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STUDYING OF INTRON LENGTH POLYMORPHISM OF β-TUBULIN GENES IN PLANTS OF 
GENUS linuM L.
aim. Fingerprinting with molecular markers allows to carry out precise and rapid species identification. Tubulin-Based-
Polymorphism (TBP) was originally introduced as a novel method for assaying genetic diversity in plants. In this 
connection, testing of this method in genetic research of plants of the genus Linum L. is very promising. Methods. The 
CTAB-method for the isolation of DNA, PCR amplification with specific primers, electrophoretic analysis under non-
denaturing polyacrylamide gel and staining by silver nitrate method were used. results. Genetic polymorphism of flax 
species was described on the basis of TBP. It was found that the number of the amplicons that correspond the introns 
of β-tubulin genes can be varied from 400 bp to 1900 bp. The mean PIC value was about 0.3. Conclusions. Obtained 
data show that the intron length polymorphism method has a good ability to differentiate all studied species of flax. This 
information may be useful for the further genetic analysis of Linum L.
Keywords: molecular markers, β-tubulin, Linum L., ТВР (tubulin base polymorphism).


