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Studying of molecular-genetic heterogeneity of white cabbage collection on a basis polymerasic 

chain reaction with arbitrary primers. DNA-polymorphism of an experimental material is estimated. 
DNA-fingerprinting has allowed to carry out clustering of white cabbage samples and to select poly-
morphic groups of genotypes for using in hybridization. 

Введение. Успех селекционной работы в 
значительной степени определяется не только 
использованием эффективных методов и схем 
селекционного процесса, наличием соответ-
ствующего исходного материала, но и степе-
нью его генетической изученности. Это позво-
ляет целенаправленно использовать сортовое 
разнообразие и подбирать комбинации скре-
щивания, что имеет первостепенное значение 
для повышения эффективности рекомбинаци-
онной селекции.  

Развитие новых технологий улучшения 
качества и продуктивности растений во мно-
гом зависит от прогресса в исследовании по-
лиморфизма макромолекул. Более эффективно 
дискриминировать генотипы позволяют ДНК-
маркеры, так как они охватывают большую 
часть генома, включая структурную и не-
структурную зоны. Для исследований геном-
ной организации селектируемых форм в на-
стоящее время используют методы ПЦР-
анализа [1–3]. 

ПЦР-технология, основанная на амплифи-
кации участков ДНК, фланкированных олиго-
нуклеотидными затравками, широко использу-
ется в различных направлениях исследований, 
в том числе генетике растений. С помощью 
методов ПЦР конструируют генетические кар-
ты, проводят генотипирование и анализ струк-
туры популяций, картируют локусы количест-
венных признаков, маркируют признаки [4, 5]. 
Различным аспектам применения ДНК-тех-
нологий посвящен ряд обзоров [1, 6]. 

Кооперативное использование ДНК- мар-
керов c методами классической генетики по-
вышает разрешающую способность экспери-
мента, а выявление сцепления между молеку-
лярными маркерами и характером проявления 
признака(ов) способно в значительной степени 
повысить эффективность отбора в селекции, 
при этом сократив экономические затраты. В 
связи с эти в прогрессивных странах ведется 
маркерсопутствующая селекция, где объеди-
нены усилия селекционеров и молекулярных 
биологов [7]. 

В основе метода ПЦР лежит способность 
фермента ДНК-полимеразы осуществлять на-

правленный синтез комплементарной цепи ДНК 
по имеющейся матрице одноцепочечной ДНК, 
наращивая олигонуклеотидную затравку (прай-
мер), комплементарную участку этой матрицы. 
Каждая из вновь синтезированных копий ДНК 
может служить матрицей для новых копий ДНК 
в последующих циклах амплификации. 

Наиболее простым и доступным является ис-
пользование метода полимеразной цепной реак-
ции с произвольными праймерами (RAPD – Ran-
dom Amplified Polymorphic DNA), позволяющий 
анализировать некодирующие участки структур-
ных генов и последовательности ДНК, отноше-
ние которых к структурным генам, как правило, 
неизвестно [8]. Метод отличается высокой тех-
нологичностью и возможностью проследить од-
новременно вариабельность большого числа ло-
кусов, что особенно ценно для генетического 
типирования линий и сортов растений. 

Благодаря простоте и надежности метод ис-
пользуется для решения ряда задач при создании 
селекционно-значимых форм в биотехнологии и 
селекции. RAPD-анализ широко применяется 
для идентификации и паспортизации (сортов, 
линий, видов, клонов), установления филогене-
тических взаимоотношений между различными 
группами организмов, изучения генетического 
разнообразия популяций [9].  

Целью настоящей работы было изучение мо-
лекулярно-генетической гетерогенности коллек-
ции капусты белокочанной белорусской селекции.  

Материалы и методы. Объектом исследо-
вания служили 20 линий капусты белокочанной: 
Er-5, Ep7ms, Br, Khar-4, Upt-8, Ant-1, Meg-S2, 
Rd8S2, Tr-6, Rus-5, Dt-46, I-34, Cm-3, Sf-1, Par-4, 
Par-9, Sus-1, Et-1, Dn-26, Et-3 из коллекции Ин-
ститута овощеводства. 

Использовали методы полимеразной цеп-
ной реакции с произвольными праймерами 
(RAPD PCR).  

ДНК выделяли из 7-дневных этиолирован-
ных проростков, гомогенизированных в лизи-
рующем буфере, содержащем 0,05М ЭДТА; 
0,1М трис-НСl рН 8.0; 0,5М NaCl; 1,25% SDS. 
Депротеинизировали смесью фенол – хлоро-
форм, ДНК осаждали этанолом и растворяли до 
концентрации 10 нг/мкл.  
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Для полимеразной цепной реакции исполь-
зовали 10-членные произвольные праймеры, 
синтезированные по аналогам фирмы Operon 
Technology (OPA-01, OPA-02,OPA-03, OPA-20, 
OPA-06, OPB-01, OPW-01, OPW-02, OPW-04, 
OPW-05, OPW-06, OPW-08, OPW-11, OPW-13, 
OPW-15, OPK-08, OPT-08, OPW-09, OPW-10, 
OPW-15, P 336, P 37, P 46, P 53). Полимераз-
ную цепную реакцию проводили в амплифика-
торе «Bio-Rad».  

Реакционная смесь для проведения RAPD 
PCR объемом 20 µl содержала: 0,2 mМ каждого 
dNTP, 10 pM праймера, 2,5 mМ MgCl2, 10 ng 
ДНК, 0,15 ед. Taq-полимеразы в 1х буфере. 

Генетические дистанции рассчитывали по 
Nei (Nei and Li, 1979):  
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где Nxy – число полиморфных фрагментов об-
разца x и y; Nx – число фрагментов образца x; 
Ny – число фрагментов образца y. 

Условия реакции амплификации:  
– первая денатурация – 94°С 4 мин;  
– 1–5 циклов – 94°С 1 мин, 35°С 2 мин, 

72°С 2 мин;  
– 40 циклов – 94°С 1 мин, 38–42°С  

1,40 мин, 72°С 2 мин;  
– заключительная элонгация – 72°С 6 мин.  
Продукты амплификации разделяли в 1,8%-

ном агарозном геле и фотодокументировали. 
Кластеризацию экспериментального мате-

риала осуществляли методом UPGMA с помо-
щью программного пакета Treeconw (version 
1.3b). Достоверность проведенной кластериза-
ции оценивали на основе bootstrap-анализа.  

Результаты и их обсуждение. При про-
ведении RAPD PCR с ДНК 30 образцов ка-
пусты белокочанной из коллекции РУП «Ин-
ститут овощеводства» все праймеры эффек-
тивно обеспечивали синтез наборов ампли-
конов, число которых варьировалось от 2 до 
13 в зависимости от праймера (рис. 1, 2). Ос-
новная зона распределения фрагментов рас-
полагалась в диапазоне от 200 до 1300 п. н. 
Общее количество различных по молекуляр-
ной массе ампликонов, генерируемых ам-
плификацией участков  

ДНК с произвольными праймерами, у ана-
лизируемых линий составило 208, из них 33 по-
лиморфны (15,8%). Полиморфные фрагменты 
расценивали как единичные RAPD-локусы. Рас-
сматривали присутствие-отсутствие продуктов 
амплификации.  

Анализ внутримолекулярной гетероген-
ности ДНК позволил дискриминировать ге-
нотипы образцов капусты белокочанной. На 
основании анализа фрагментов, генерируе-
мых в результате полимеразной цепной реак-
ции, проведена оценка генетических взаимо-
отношений между образцами коллекции не-
взвешенным парногрупповым методом 
UPGMA (рис. 3).  

В результате выделено два субкластера со 
сложной иерархией. В первый субкластер во-
шли линии Er-5, Ep7ms, Br, Har-4, Upt-8, Ant-1, 
Meg-S2, Rd8-S2, Tr-6, Rus-5, причем пары Er-5 и 
Ep7ms, Upt-8 и Ant-1, Tr-6 и Rus-5 образовали 
общие кластеры с удалением GD = 0,2. Второй 
субкластер составили парные кластеры линий 
Dt-46 и I-34, Cm-3 и Sf-1, Par-4 и Par-9, Sus-1 и 
Et-1. Селекционные образцы Et-3 и Dn-26 обра-
зовали внешние ветви с максимальным удале-
нием (GD) 0,42 и 0,38 соответственно. 

 

 
Рис. 1. Фингерпринтинг амплификации с праймером ОРB-20 

 

 
Рис. 2. Фингерпринтинг амплификации с праймером ОРА-01 
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Рис. 3. Древовидная кластеризация образцов капусты белокочанной,  
построенная на основе невзвешенного парногруппового метода (UPGMA) 

Выводы. Полученные данные позволили 
выделить полиморфные группы, которые 
можно рекомендовать для использования в 
гетерозисной селекции (межгрупповые скре-
щивания – субкластеры I-II), а также линии Et-
3 и Dn-26 как наиболее генетически удаленные 
для использования в качестве одного из ком-
понентов скрещивания с группами I и II. 
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