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Мета. За допомогою ДНК-маркерів, що пов’язані з генами, які кодують β-тубулін у рослин, 
провести оцінку внутрішньовидового генетичного поліморфізму Ulmus pumila L. у Степовому 
Придніпров’ї та порівняти його з поліморфізмом цього виду в межах природного ареалу. Ме-
тод. Аналіз поліморфізму довжини інтронів генів β-тубуліну (ТBP-метод). Результати. При 
порівнянні електрофоретичних профілів, отриманих на основі ТВР-аналізу для U. pumila вста-
новлено, що рослини між собою мало відрізняються за кількістю виявлених ампліконів та 
характером їх розподілу. Половина виявлених у вибірках фрагментів належить до рідкісних. 
Середня кількість фрагментів (алелей) на локус (Ne), інформаційний індекс Шенона (I) та по-
казник вмісту поліморфної інформації (РІС) дорівнювали відповідно: 1,26, 0,27, 0,21, і виявилися 
нижчими, ніж у природної популяції, проаналізованій з використанням мікросателітних марке-
рів. Висновки. Рослини U. pumila, що зростають у Степовому Придніпров’ї за ТВР-маркерами 
мають менший рівень генетичної різноманітності, ніж було виявлено під час аналізу природ-
них популяцій за допомогою інших молекулярних маркерів. Серед можливих причин можуть 
бути характер (методика) створення та вік аналізованих деревостанів, а також природа ге-
нетичних маркерів, що були використані для аналізу генетичного поліморфізму виду.  

Ключові слова: ТBP-метод, інтрони, β-тубулін, Ulmus pumila, генетичне різноманіття. 

ступ. Інвазії чужорідних видів за межі їх первинних ареалів носять глобальний ха-
рактер, їх натуралізація і подальше розповсюдження може викликати екологічні 

катастрофи, небажані економічні та соціальні наслідки. На сьогодні біологічні інвазії ро-
зглядаються як «біологічне забруднення».  

Чужорідні організми, що успішно заселилися, можуть розмножуватися і поширю-
ватися в навколишньому середовищі, знищуючи аборигенні види, порушуючи структуру 
біотичних угруповань, часто з непередбачуваними й необоротними наслідками [1–3]. 
Це обумовлює особливу небезпеку біологічного забруднення і визначає специфіку за-
ходів боротьби. Такі заходи повинні носити переважно превентивний характер, тобто 
бути спрямованими на послаблення та стримування цього процесу [1]. Зростання інва-
зивності адвентивних видів створює додаткову загрозу для місцевої флори, а саме: 
зростання ризиків зникнення видів, зниження їх щільності; істотні зміни генетичної стру-
ктури популяцій нативних видів, філогенетичного і таксономічного різноманіття, проду-
ктивності екосистем. 

Не зважаючи на високий рівень присутності адвентивних рослинних видів у Сте-
повому Придніпров’ї, дотепер не приділено належної уваги системному вивченню про-
цесів, пов’язаних із зростанням ступеня інвазивності рослин у регіоні та його можливи-
ми наслідками.  
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Попередньо встановлено, що флуктуації 
регіональних температурних та інших кліматич-
них параметрів упродовж останніх десятиліть 
асоціюються, зокрема, зі збільшенням чисель-
ності популяцій деревних адвентивних рослин-
них видів та зростанням їх розповсюдження у 
природних і штучних місцезростаннях на тери-
торії регіону [4]. Тому вивчення механізмів роз-
витку інвазивності адвентивних рослинних видів 
на основі молекулярно-генетичних досліджень є 
актуальною проблемою, що очікує свого вирі-
шення. 

Ulmus pumila L. (в’яз приземкуватий) — є 
інвазивним видом в Україні й здатний до перех-
ресної гібридизації [1]. Досить агресивно він 
проявив себе і на території інших країн [5–7].  

В дослідженнях ряду авторів було показа-
но, що природна гібридизація між занесеними 
та близькими до них природними видами зу-
стрічається досить часто і може створити сер-
йозні проблеми збереження біорізноманіття [8, 
9]. Зокрема на території Італії зафіксовано між-
видові гібриди між U. pumila та U. minor [10]. 
Подальша гібридизація може призвести до ге-
нетичної асиміляції та можливих втрат родових 
таксонів [11, 12]. Гібридизація між видами також 
може стимулювати посилення інвазивності 
шляхом збільшення генетичної різноманітності 
та створення нових генотипів [8–13]. 

Більш повному розумінню мікроеволюцій-
них процесів, пов'язаних із адаптивними мож-
ливостями та інвазивністю рослинних видів 
сприятиме дослідження молекулярно-гене-
тичної структури популяцій. Раніше для встано-
влення генетичних взаємовідносин використо-
вували методи якісної фенетики, електрофорез 
білків з насіння, ізоферментний аналіз. Згодом 
поширення набули молекулярні маркери із за-
стосуванням полімеразної ланцюгової реакції 
(ПЛР), серед яких активно використовуються 
для потреб популяційної генетики мікросателітні 
повтори (SSR) [14]. В той же час, як джерело 
ДНК-поліморфізму все більшої популярності 
набувають інтрони. Встановлено, що інтрони 
беруть участь у численних важливих молекуля-
рних подіях — контролі експресії генів через 
механізм альтернативного сплайсингу та інших 
процесах [15–19]. Еволюція екзонних і інтронних 
послідовностей йде з різною швидкістю [20, 21], 
при цьому інтрони є гіперваріабельними ділян-
ками, і можуть мати різний нуклеотидний склад і 
довжину, навіть у межах однієї таксономічної 
одиниці. Таким чином доцільним є використан-

ня маркерних систем, що ґрунтуються на ви-
вченні поліморфізму інтронів, зокрема на полі-
морфізмі довжини інтронів генів β-тубуліну 
(ТВР, Tubulin Based Polymorphism) [22]. Остання 
вважається надійною, стабільно працюючою 
для різних видів вищих рослин, системою моле-
кулярно- генетичних маркерів.  

Мета роботи — за допомогою ТВР-аналізу 
дослідити генетичний поліморфізм дерев Ulmus 
pumila L. у Степовому Придніпров’ї та порівняти 
його з поліморфізмом цього виду в межах при-
родного ареалу.  

Матеріали та методи 

Для виділення ДНК та подальшої оцінки 
поліморфізму інтронів генів β-тубуліну викорис-
товували вегетативний матеріал (термінальні 
бруньки із фрагментами пагонів та листові пла-
стинки), зібранний із 20 дерев на кожній з трьох 
пробних ділянок U. pumіla (ПП2, ПП3, ПП4), які 
були закладені у Степовому Придніпров’ї.  

Ділянка ПП 2 (середній вік рослин — 14 ро-
ків): розташована в межах центральної частини 
с. Андріївка Новомосковського району Дніпро-
петровської області. Екземпляри U. pumila зрос-
тають вздовж ґрунтової та асфальтованої сіль-
ської дороги. Ділянка ПП 3 (середній вік рос-
лин — 7 років): зелені насадження знаходяться 
між навчальними корпусами студентського міс-
течка Дніпровського національного університету 
ім. Олеся Гончара м. Дніпро. Антропогенно-
трансформовані. На ділянці зростають Ulmus 
pumila L.та Ulmus minor Mill. Ділянка ПП 4 (се-
редній вік рослин — 10 років). Це відкрита діля-
нка прямокутної форми (приблизно 80 × 90 м) з 
розвинутим трав’яним покривом із рудерально-
степових та рудерально-лугових видів. Екземп-
ляри U. pumila зустрічаються по всій території 
(всього близько 100 екземплярів). 

Геномну ДНК екстрагували з вегетативного 
матеріалу ЦТАБ-методом [23]. Якість і кількість 
ДНК перевіряли за допомогою електрофорезу в 
1,5 % агарозному гелі і спектрофотометрично 
на біофотометрі «Eppendorf» з визначенням 
концентрації і ступеня забруднення ДНК. Зразки 
ДНК зберігали при -20 °С. ТВР-аналіз проводи-
ли згідно з Бревіаріo та ін. [24]. Послідовності 
праймерів, які зазначені в літературі [24], що 
дозволяють напрацьовувати інтронні ділянки 
генів β-тубуліну, були наступними: TBP-F: 
5 '-AACTGGGCBAARGGNCAYTAYAC-3'; 
TBP-R: 5'-ACCATRCAYTCRTCDGCRTTYTC-3'. 
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ПЛР проводили на ампліфікаторі Thermal 
Cycler 2720 («Applied Biosystems», США). Реак-
ційна суміш (об'ємом 10 мкл) містила п'ятикрат-
ний ПЛР буфер з сульфатом амонію, 2,5 ммоль 
MgCl2, 50 нг рослинної ДНК, 1μМ кожного з 
праймерів, 0,2мм кожного dNTPs, 0,5 од. Taq 
полімерази («Fermentas», Литва). Ампліфікацію 
проводили за наступним протоколом: початкова 
денатурація (94 °С) — 3 хв, 35 циклів ампліфі-
кації (денатурація 94 °С — 30 с, відпал прайме-
рів 55 °С — 40 с, подовження 72 °С — 1,5 хв), 
кінцеве подовження 72 °С — 8 хвилин, 15 °С — 
утримання [25]. 

Кожну ПЛР-реакцію проводили як мінімум в 
триразовій повторності з використанням нега-
тивного контролю, що дає можливість при по-
дальшому електрофоретичному аналізі виявити 
неспецифічні продукти ампліфікації. Продукти 
ПЛР (0,5 мкл) розділяли за допомогою елект-
рофорезу в 6 % неденатуруючому поліакрила-
мідному гелі в 1х ТВЕ-буфері [25] при 300 В 
протягом 4 годин разом з ДНК-маркером 
(O'Gene Ruler™ 100bp Plus DNA Ladder, ready-
to-use; «Fermentas», Литва). Візуалізацію фраг-
ментів проводили шляхом фарбування гелів 
нітратом срібла [26, 27]. Після електрофорезу і 
проявлення гель фотографували у видимому 
світлі та отримані зображення піддавали пода-
льшому аналізу. 

Аналіз зображень електрофоретичних гелів 
та визначення довжини відтворюваних і чітких 

фрагментів (бендів) визначали за допомогою 
програми GelAnalyzer: 

(http://www.gelanalyzer.com/).  
Рівень поліморфізму ТВР-маркерів оціню-

вали за допомогою показника PIC (Polymor-
phism Information Content) за формулою: 

 

де n — загальна кількість фрагментів, що були оцінені, fa частка 
випадків (рослин), у яких був відсутній і-й фрагмент, та fb частка 
рослин, у яких цей фрагмент був присутній [24, 28]. 

Результати та обговорення 

Аналіз ТВР локусів у 60 дерев Ulmus 
pumila загалом виявив 10 зон (рис. 1). При цьо-
му 9 з 10 — є поліморфними. Мономорфними 
для всіх зразків були зони з приблизною моле-
кулярною вагою 380 пар нуклеотидів (п.н.). Зона 
розподілу всіх чітких та відтворюваних фрагме-
нтів знаходиться в діапазоні від 380 п.н. до 450 
п.н. Вище цієї зони також спостерігаються 
окремі фрагменти, проте вони є досить нечітки-
ми і детектуються не кожного разу. При порів-
нянні електрофоретичних профілів інтронів 
генів β-тубуліну, отриманих на основі ТВР-
методу для U. pumila, можна відмітити, що 
рослини відрізняються незначно за кількістю 
ампліконів та їх розподілом і розмірами. 

 

Рис. 1. Електрофореграма з типовими ампліконами ділянок інтронів генів β-тубуліну дерев Ulmus pumila L.: М — маркер моле-
кулярної ваги. 
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Частоти фрагментів представлено на рис. 
2. Кумулятивна частота половини з них (5 фра-
гментів) складає менше 20 %. Найчастіше зу-
стрічаються фрагменти з приблизною довжи-
ною 380 п.н. (частота 100 %), 395 п.н. (частота 

складає від 55 % до 80 %) та 435 п.н. (частота 
складає від 90 % до 100 %). Отже, половина 
виявлених фрагментів відноситься до рідкісних 
(рис. 2а), а фрагмент довжиною 410 п.н. вияви-
вся унікальним для ділянки ПП4 (рис. 2б). 

 

 

                                                 а                                                                               б 

Рис. 2. Частоти фрагментів, отриманих за використання ТВР-маркерів у рослин Ulmus pumila L. 

Оцінка показників поліморфізму за ТВР-
маркерами, проведена для досліджених ділянок, 
виявила зниження кількості фрагментів на ділян-
ці ПП2 (Ne = 1,20), порівняно з ділянками ПП3 та 
ПП4 (Ne = 1,34 та 1,23, відповідно) (рис. 3). За 
інформаційним індексом Шенона також спостері-
гаються відмінності між ділянкою ПП2 (I = 0,22) і 
ділянками ПП3 та ПП4 (I = 0,33 та 0,26 відповід-
но). Оскільки ТВР належить до біалельних мар-
керів доцільно було використання показника 
вмісту поліморфної інформації (РІС) для оцінки 

генетичного різноманіття досліджених ділянок. 
Значення цього показника змінювалося наступ-
ним чином: найменше значення спостерігалося у 
рослин ділянки ПП2 (0,18), а найвище у рослин 
ділянки ПП3 (0,24). Для будь-якого біалельного 
маркера максимальна оцінка PIC становить 0,5 
[28]. В цілому значущих відмінностей у показни-
ках, що характеризують генетичний поліморфізм 
U. pumila на досліджуваних ділянках, не виявле-
но. Тобто, дерева суттєво не відрізнялися за 
ТВР-профілями.  

 

 

Рис. 3. Основні показники алельного різноманіття у рослин Ulmus pumila L. за ТВР-маркерами. 
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Слід зазначити, що рівень поліморфізму, 
оцінений за 15 мікросателітними локусами у 53 
дерев U. pumila з Китаю, виявився дещо вищим 
(Aе = 1,89, I = 0,56, He = 0,27) [5], але для да-
ного дослідження не вказано вік аналізованих 
дерев. Для популяцій U. glabra Huds., що зрос-
тають у сприятливих умовах Іберійського піво-
строва поліморфізм за 22 локусами також ви-
явився вищим (Ne = 1,711–2,803, I = 0,547–
1,047, He = 0,310–0,590) [29]. Той факт, що 
отримані в даному дослідженні оцінки нижчі 
порівняно із  рівнем генетичного різноманіття в 
вибірках Степового Придніпров’я, можна пояс-
нити віком аналізованих рослин. У Придніпров’ї 
аналізувалися молоді рослини (середній вік 7–
14 років), які не пройшли стадію добору. Не 
виключено, що серед цих рослин є немало 
гомозиготних генотипів, які з часом під дією 
зовнішніх факторів середовища, можуть бути 
еліміновані відбором на користь більш гетеро-
зиготних генотипів. Також менша генетична 
різноманітність вибірок за результатом аналізу 
з використанням ТВР-маркерів може бути по-
яснена більшою мінливістю мікросателітів у 
порівнянні з інтронами генів β-тубуліну.  

Подальший аналіз молекулярної варіанси 
(AMOVA) виявив незначні відмінності дослі-
джених рослин різних ділянок (рис. 4). Так у 
складі загальної генетичної гетерогенності ви-
ду за TBP-маркерами 96 % генетичного різно-
маніття U. pumila припадає на внутрішньовибі-
рковий поліморфізм, і лише 4 % складає між-
вибірковий. Наприклад, у дослідженні природ-
них популяцій U. glabra з Іберійського півостро-

ва міжпопуляційна мінливість склала значну 
частку — 34 %, а мінливість, пов’язана з внут-
рішньопопуляційною мінливістю склала — 
76 %, що, вірогідно, пов’язано із невеликою 
кількістю проаналізованих рослин в окремих 
популяціях і підвищенним впливом клонально-
го відновлення U. glabra на порушених ділян-
ках [30]. 

 

Рис. 4. Співвідношення міжвибіркової та внутрішньовибір-
кової генетичної мінливості вибірок Ulmus pumila L. 

Аналіз деревостанів U. pumila методом 
головних компонент не виявив високого ступе-
ню ординації вибірок в просторі головних ком-
понент (рис. 5). 

 

 

Рис. 5. Розташування вибірок Ulmus pumila L. в просторі перших двох головних компонент. 
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Таким чином, при використанні ТВР-ме-
тоду вставлено, що досліджені вибірки рослин 
U. pumila не мають помітної просторової струк-
тури. Її відсутність може свідчити про штучне 
походження дерев із різного насіннєвого мате-
ріалу. В цілому ж U. pumila у Степовому При-
дніпров’ї за дослідженими локусами характе-
ризується відносно низьким рівнем генетичної 
мінливості.  

Висновки 

Деревостани U. pumila, що зростають у 
Степовому Придніпров’ї за ТВР-маркерами 
мають менший рівень генетичної мінливості, 
ніж було виявлено під час аналізу природних 
популяцій за допомогою мікросателітних локу-
сів. Серед можливих причин можуть бути хара-
ктер (методика) створення та вік аналізованих 
деревостанів, а також природа генетичних ма-
ркерів, що були використані для аналізу гене-
тичного поліморфізму виду.  
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Purpose. Using DNA markers related to the genes 

encoding β-tubulin in plants, to evaluate the intraspecific 
genetic polymorphism of Ulmus pumila L. in the Steppe 

Prydniprov'yia and compare it with the polymorphism of 
this species within the natural range. Method. Analysis of 

the intron length of polymorphism of β-tubulin genes (TBP-
method). Results. It was established that the plants differ 

from each other slightly in terms of the number of identified 
amplicons and the nature of their distribution when 
comparing electrophoretic profiles obtained on the basis of 
the TBP analysis for U. pumila. Half of the fragments found 

in the samples are rare. The average number of fragments 
(alleles) on the locus (Ne), Shannon information index (I) 
and polymorphism information content value (РІС) 
amounted respectively: 1.26, 0.27, 0.21, and were lower 
than in natural populations, analyzed using microsatellite 
markers. Conclusions. U. pumila plants growing in the 

Steppe Prydniprov'yi for the TBP markers have a lower 
level of genetic diversity than was found during the 
analysis of natural populations using other molecular 
markers. Among the possible reasons may be the nature 
(methodology) of the creation and age of the tree stands 
examined, as well as the nature of the genetic markers 
used to analyze the genetic polymorphism of the species.  

Keywords: TBP-method, introns, β-tubulin, Ulmus 
pumila, genetic diversity. 
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