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Мета. Ділянка міжгенного спейсера 

(МГС) 5S рДНК є зручним інструментом для 

з’ясування питань, пов’язаних із еволюцією 

геному і систематикою вищих рослин. Мета. 
Дослідження нуклеотидної послідовності МГС 
генів 5S рРНК деяких видів секцій Cruciata і 

Chondrophyllae, а також вивчення особливостей 

організації цієї ділянки шляхом порівняльного 

аналізу з іншими представниками роду 

Gentiana. Методи. Полімеразна ланцюгова реа-

кція, клонування, секвенування, біоінформатич-

ний аналіз. Результати. Визначено і проаналі-

зовано нуклеотидну послідовність клонованих 

ділянок МГС видів G. laciniata, G.cruciata та G. 
dahurica. Встановлено наявність типових регу-

ляторних елементів у ділянках термінатора і 
зовнішнього промотора гена 5S рРНК. На осно-

ві порівняльного аналізу виділено дві групи 

видів, які суттєво відрізняються за організацією 

цієї ділянки геному. Одна з них включає G. as-
clepiadea і види секцій Gentiana, Ciminalis і Cal-
athianae, а друга – види секцій Cruciata і Pneu-
monanthe. G. laciniata (sect. Chondrophyllae) 
відрізняється за послідовністю МГС від видів 

обох груп. Висновки. Результати групування 

таксонів загалом узгоджуються із уявленнями 

про систематику роду і свідчать, що ділянка 

МГС 5S рДНК може бути зручним маркером 

для дослідження питань еволюції й систематики 

видів роду. 
Ключові слова: Gentiana, міжгенний спей-

сер 5S рДНК, молекулярна організація, філоге-

нія. 
 
Секція Cruciata Gaudin – це одна з 15 сек-

цій субкосмополітного роду Gentiana родини 

Gentianaceae [1]. Вона включає 21 вид рослин, 
поширених у помірній зоні Євразії, з центром 

найбільшого різноманіття в Західному Китаї і 
Гімалайському регіоні. З цих видів 16 зустріча-

ються в Китаї [1]. Найпоширеніший і єдиний 

європейський вид секції – G. cruciata зрідка 

знаходять у лісостеповій і степовій зонах Украї-

ни, часто – у Прикарпатті й у Криму [2]. 
Види секції є дуже подібними за анатомо-

морфологічними і екологічними ознаками. Ци-

тогенетичні дослідження представників секції 

показали, що основне хромосомне число в них 

становить 13 (x = 13) [3]. Це свідчить також і 

про цитогенетичну стабільність цієї секції. Пе-

реважна кількість видів є диплоїдами з 

2n = 2x = 26 включно із дослідженим нами 

G. dahurica (табл.). Деякі види є тетраплоїдами з 

2n = 4x = 52. Зокрема така кількість хромосом 

описана для G. cruciata (табл.) із різних частин 

ареалу, а також для G. macrophylla, G. straminea, 
G. tibetica і G. waluiewii [3, 4]. У G. cruciata 
знайдено лише тетраплоїдні рослини. Кілька 

інших тетраплоїдних видів є регіонально симпа-

тричними з диплоїдними видами в Західному 

Китаї [3]. 
Секція Chondrophyllae Bunge включає 158 

видів і представляє найбільшу секцію роду 

Gentiana L. Це субкосмополітна секція, яка має 

найбільше різноманіття в Азії (154 види), особ-

ливо в гірських районах Південно-Західного 

Китаю, де знайдено 88 видів [1]. 
В Європі поширені три види: G. boryi 

Boiss., G. pyrenaica L., G. laciniata [4]. Для 

G. boryi наводять хромосомні числа 2n = 20 і 26; 
для G. pyrenaica – 2n = 26 [5]. G. boryi Boiss. 
ендемічний для Іспанії, а G. pyrenaica L. знай-

дений у Східних Піренеях, Карпатах, Південно-
Західній Болгарії і Західній Азії [1]. 

G. laciniata Kit. ex Kanitz. – східнокарпат-

ський ендемічний високогірний вид [2]. Цей вид 

тривалий час вважався синонімом G. pyrenaica, 
до якого дуже подібний за анатомо-
морфологічними ознаками [6]. Проте на сьогод-

ні за даними The World Flora Online вважається 
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окремим видом [7]. Значення хромосомних чи-

сел для G. laciniata в літературі відсутні. Ми 

припускаємо, що оскільки G. laciniata дуже бли-

зький до G. pyrenaica, то теж має хромосомне 

число 2n = 26 (табл.). 
Для європейських видів секції 

Chondrophyllae відомі два значення хромосом-

них наборів – 2n = 20 і 26, тоді як для інших 

(неєвропейських) видів секції – широкий діапа-

зон диплоїдних наборів хромосом: 2n = 12, 14, 
18, 20, 24, 26, 36, 38, 40, 44, 48, 60, 96–98 [4]. Це 

свідчить про каріотипову варіабельність її пред-

ставників. Це також вказує на можливу штуч-

ність об’єднання видів з різними хромосомними 

числами в одну секцію. Тому обсяг цієї секції 

постійно переглядають і виділяють деякі таксо-

ни в окремі секції [1, 8, 9]. 
Для систематики таких складних таксонів 

як рід Gentiana, доцільним є використання мо-

лекулярно-генетичних маркерів. Такі дослі-

дження проводилися для видів роду Gentiana. 
Зокрема широкого використання набули хлоро-

пластні послідовності та ділянки внутрішніх 

транскрибованих спейсерів (ВТС) 35S рибосом-

ної ДНК [10–12]. Проте, дані таких досліджень 

можуть давати суперечливі результати, що обу-

мовлено значними відмінностями у швидкості 
еволюції цих ділянок геному. Залучення додат-

кових типів молекулярних маркерів, як, напри-

клад, ділянки міжгенного спейсера (МГС) 5S 

рДНК, може дозволити краще зрозуміти філоге-

нію окремих таксонів роду Gentiana. На жаль, 

нуклеотидну послідовність МГС 5S рДНК нара-

зі вивчено лише у деяких представників п’яти 

секцій (Gentiana, Calathianae Froel., Ciminalis, 
Monopodiae і Pneumonanthe (Gled.) Gaudin) [13–

17]. МГС 5S рДНК видів секцій Cruciata і 

Chondrophyllae до цього не вивчався. 
Метою роботи було дослідження нуклео-

тидної послідовності міжгенного спейсера генів 

5S рРНК видів секцій Cruciata і Chondrophyllae, 
а також вивчення особливостей організації цієї 

ділянки шляхом порівняльного аналізу з іншими 

представниками роду Gentiana. 
 
Матеріали і методи 
Матеріалом для дослідження слугували 

рослини трьох видів тирличів – G. dahurica і 

G. cruciata, які відносять до секції Cruciata, а 

також G. laciniata із секції Chondrophyllae. Зра-

зок G. cruciata взятий у природному заповідни-

ку «Медобори» (Тернопільська обл., Україна). 
Зразок G. dahurica люб’язно наданий к. б. н. 

Голубенко А. В. із колекції рослин Ботанічного 

саду ім. Академіка О. В. Фоміна КНУ. Зразок G. 
laciniata зібраний на горі Бребенескул (хребет 

Чорногора) у Карпатському біосферному запо-

віднику (Івано-Франківська обл., Україна). Для 

порівняльного аналізу використали також пос-

лідовності МГС 5S рДНК видів роду Gentiana з 

інших секцій, визначені нами раніше [15–17], а 
також взяті з бази даних GenBank (табл.). 

ДНК виділяли з сухої листкової тканини 

за методикою з використанням ЦТАБ-буфе-
ру [18]. Ділянку 5S рДНК, яка містила МГС, 

ампліфікували методом полімеразної ланцюго-

вої реакції (ПЛР) з використанням пари прайме-

рів p5S1 (5’– ATG CAA GCT TGA CCT CCT 
GGG AAG TCC –3’) і p5S2 (5’– GCA TAA GCT 
TGC GGA GTT CTG ATG GG –3’), специфічних 

до кодувальної ділянки. 
Ампліфікацію проводили в термоциклері 

Techne Prime (Cole-Parmer, United States). Реак-

ційна суміш для проведення ПЛР об’ємом 20 

мкл містила: 20 нг ДНК, 0,2 мМ dNTP, 1,25 U 

Taq-полімерази, 0,25 мкМ праймера, 1×ПЛР-
буфер з 1,5 мM MgCl2. Ампліфікацію проводили 

в наступному режимі: 1 цикл 95°С – 3 хв; 3 цик-

ли (95°С – 30 с, 54°С – 30 с, 72°С – 30 с); 25 

циклів (94°С – 20 с, 55°С – 20 с, 72°С – 25 с); 1 

цикл 72°С – 5 хв. 
Отримані ПЛР-продукти розділяли за до-

помогою електрофорезу в агарозному гелі, вирі-

зали та очищали від агарози з використанням 

набору реагентів Silica Bead DNA Gel Extraction 
Kit («MBI Fermentas», Литва). Виділені фрагме-

нти ДНК після гідролізу HindIII ендонуклеазою 

рестрикції лігували в плазміду pUC18. Отримані 

плазмідні конструкції клонували в E. coli. Ви-

значення послідовності клонованих фрагментів 

ДНК проводили із використанням зворотного 

М13-праймера у GATC-Biotech (Нідерланди). 
Вирівнювання отриманих послідовностей 

проводили з використанням алгоритму MUS-
CLE з подальшим уточненням вручну й аналі-

зом у програмі Unipro UGENE [19]. Філогенети-

чну дендрограму будували за допомогою он-

лайн додатку W-IQ-TREE [20] методом макси-

мальної правдоподібності з використанням GTR 

моделі заміщення і 1000 реплікацій для оцінки 

бутстреп-підтримки. 
 
Результати та обговорення 
Шляхом клонування у плазмідному век-

торі ампліфікованих методом ПЛР фрагментів 

ДНК, які містили МГС 5S рДНК, фланкований 
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ділянками кодувальної частини гена, було виді-

лено по кілька клонів для кожного з дослідже-

них видів тирличів, частина з яких була викори-

стана для секвенування. Результати порівняль-

ного аналізу отриманих послідовностей пред-

ставлено у таблиці. Довжина МГС варіювала у 

межах 333–500 п. н. Найменший розмір МГС 

характерний для G. laciniata (333 п. н.), а найбі-

льший – для G. acaulis (500 п. н.). У інших видів 

з різних секцій довжина МГС була біля 400 п. н. 

Внаслідок однонуклеотидних інсерцій / делецій 

розмір клонованих МГС одного виду відрізняв-

ся на 1–2 нуклеотиди (G. cruciata і G. dahurica). 
G. laciniata вирізнявся з-поміж інших видів та-

кож найменшим відсотком GC-пар – 37 %. Най-

більшим цей показник був у G. verna subsp. pon-
tica – 47 %. У решти видів цей показник колива-

вся у межах 40–44 %. 
Вирівнювання і порівняльний аналіз нук-

леотидних послідовностей МГС 5S рДНК видів 

різних секцій роду Gentiana показали, що ділян-

ки з найбільшою гомологією розташовані на 

початку, в середині та в кінці спейсера 

(рис. 1, А). Це зумовлено тим, що в цих ділян-

ках знаходяться функціональні елементи, необ-

хідні для регуляції транскрипції. Так на 5’-кінці 

МГС досліджених представників роду Gentiana, 
як і в інших видів рослин, міститься оліго-dT 
послідовність довжиною 5–9 нуклеотидів, яка 

виконує функцію ділянки термінації транскрип-

ції (рис. 1, Б). На 3’-кінці МГС, що передує ко-

дувальному регіону гена 5S рРНК, у положенні 

-29 – -27 п. н. розташована АТ-багата ділянка 

(ТАТА-бокс). Показано, що у Arabidopsis thalia-
na ця ділянка є місцем ініціації транскрип-
ції [21]. Водночас, на відміну від A. thaliana й 

інших видів деяких родин покритонасінних 

рослин у більшості представників роду 

Gentiana, за виключенням G. lacianata і G. dahu-
rica, в позиції -13 п. н. замість консервативного 

GC-елемента знаходиться динуклеотид AC, 
оточений АТ-багатою послідовністю, розташо-

ваною за ТАТА-боксом. У позиції -1 у всіх ви-

дів Gentiana знаходиться ще один консерватив-

ний нуклеотид С, описаний раніше для 

A. thaliana [21]. 
 
Таблиця. Досліджені види роду Gentiana, характеристики їхніх послідовностей МГС 5S рДНК і 

хромосомні числа 

Секція Вид Клон 
GenBank 
ACC No 

Довжина 
МГС, п. н. 

GC, % 
Хромосомне 

число (2n) 

Chondrophyllae G. laciniata Glac5S_1 PP514368 333 37 26* [5] 

Cruciata G. cruciata Gcru5S_1 PP514362 410 41 52 [3, 4] 

  Gcru5S_2 PP514363 409 41  

  Gcru5S_3 PP514364 408 42  

  Gcru5S_4 PP514365 408 42  

 G. dahurica Gda_da5S_1 PP514366 413 44 26 [3, 4] 

  Gda_da5S_2 PP514367 412 43  

Pneumonanthe G. рneumonanthe  OR863281 371 42 26 [4] 

Calathianae G. verna subsp. 
pontica 

 EF626768 391** 47 28 [4] 

Ciminalis G. acaulis  OR863272 500 40 36 [4] 

Gentiana G. lutea  OR863273 399 41 40 [4] 

*** G. asclepiadea  OR863274 408 41 36 [4] 

Примітки: * – наведено число хромосом для G. pyrenaica, синонімом якого довгий час вважали вид G. laciniata; ** – 
вказано довжину послідовності повного МГС, оскільки у послідовності, представленій у Genbank, відсутні останні 20 п. н.; 
*** – приналежність G. asclepiadea до однієї з секцій роду має суперечливий характер і не визначена остаточно. 
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Рис. 1. Порівняльний аналіз структури МГС 5S рДНК видів роду Gentiana. А. Схематичне зображення 

вирівнювання повних послідовностей. Виділено ділянки, наявні у окремих груп видів (Ins 1 та Ins 2). І та ІІ – 
перша і друга групи видів (відповідно), виокремлені залежно від наявності інсерцій. Б. Нуклеотидна послідов-

ність консервативних ділянок в області термінатора і зовнішнього промотора. Позначено функціональні елеме-

нти. Фонове забарвлення використане для виділення консервативних нуклеотидів у послідовності: світло-сірим 

– нуклеотиди ідентичні у ≥60 %, темно-сірим – у ≥80 %, чорним – у 100 % послідовностей. 
 
Між описаними вище консервативними 

частинами МГС знаходяться варіабельні. Їхня 

міжвидова мінливість зумовлена наявністю двох 

протяжних інсерцій (Ins 1 і Ins 2) (рис. 1, А). 

Перша поліморфна ділянка довжиною понад 

250 п. н. розташована після термінатора транск-

рипції. Наявність інсерції тут характерна для 

другої групи видів, до якої входять G. verna, G. 
acaulis, G. lutea і G. asclepiadea. Слід зазначити, 

що у G. acaulis у цій ділянці (44–203 п. н.) роз-

ташована дуплікація мотиву довжиною 80 п. н., 
завдяки чому МГС 5S рДНК цього виду є най-

довшим з-поміж досліджених. Подібну дупліка-

цію іншого мотиву довжиною 52 п. н., розташо-

ваного на початку МГС, виявлено також і у G. 
рneumonanthe і видів секції Cruciata. Друга ва-

ріабельна ділянка довжиною понад 150 п. н. 

нуклеотидів розташована перед зовнішнім про-

мотором. У ній розміщена інсерція Ins 2, яка 

характерна для першої групи видів, до складу 

якої входять G. cruciata, G. dahurica і G. 
рneumonanthe. Водночас, останній вид відрізня-

ється від видів секції Cruciata розташованою в 

області (422–460 п. н.) делецією протяжністю 39 
п. н. Серед досліджених видів вирізняється G. 
laciniata, МГС 5S рДНК якого істотно відрізня-
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ється за організацією від решти видів. Зокрема у 

нього, як і у видів першої групи, відсутня ділян-

ка Ins 1, а ділянка Ins 2 відмінна від інших видів 

за послідовністю і має меншу довжину (рис. 1, 
А). 

На філогенетичній дендрограмі, побудо-

ваній за алгоритмом максимальної правдоподі-

бності на основі вирівнювання послідовностей 

МГС гена 5S рРНК, види згрупувалися у два 

кластери (рис. 2). До першого кластера увійшли 

види секції Cruciata – G. cruciata і G. dahurica 
(рівень ідентичності послідовностей МГС яких 

між собою становить 91–96 %,), а також G. 
pneumonanthe (секція Pneumonanthe) і G. 
laciniata (секція Chondrophyllae). Причому най-

більш віддалений від представників інших сек-

цій G. laciniata також попав до цього кластеру. 
Рівень ідентичності МГС цього виду і видів з 

першої групи становив 38–40 %, а з другої гру-

пи – 10–14 %. Рівень ідентичності МГС G. 
pneumonanthe і видів секції Cruciata дорівнював 

77 %, а з МГС видів інших секцій з другої групи 

– 19–26 %. Другий кластер сформували види з 

другої групи: G. acaulis (секція Ciminalis), G. 
lutea (секція Gentiana), G. verna (секція Calathi-
anae) і G. asclepiadea. Приналежність останньо-

го до однієї з секцій роду має суперечливий 

характер і не визначена остаточно. Рівень іден-

тичності МГС видів другої групи коливався в 

межах від  % для G. acaulis і G. verna до 79 % 
для G. lutea та G. asclepiadea. 

Узагальнюючи дані кластеризації видів 

роду Gentiana на основі нуклеотидної послідов-

ності МГС 5S рДНК (рис. 2), слід зазначити, що 

таксони групуються відповідно до їхнього по-

ходження з двох центрів видоутворення (Європа 

і Азія) [1]. Так, наприклад, до першого кластера 

увійшли види, які хоча й зростають у Європі (G. 
cruciata, G. pneumonanthe, G. laciniata), але від-

носяться до секцій, представники яких пошире-

ні переважно в Азії. Другий кластер сформували 

види, що входять до «європейських» секцій 

роду, представники яких зустрічаються перева-

жно в Європі. До цього кластеру також відно-

ситься G. asclepiadea, який у минулому відно-

сили до секції Pneumonanthe, але наразі його 

таксономічне положення залишається невизна-

ченим остаточно. Слід відзначити, що для видів, 

які увійшли до першого кластера і відносяться 

до «азійських» секцій роду Gentiana (Cruciata, 
Chondrophyllae, Pneumonanthe), характерним є 

хромосомне число 2n = 2x = 26, або, як у випад-

ку G. cruciata, його тетраплоїдний варіант 

2n = 4x = 52. Для видів з другого кластера, т. зв. 

«європейських» секцій, хромосомні числа ста-

новили 2n = 28–40 (табл.). 
Отримані дані свідчать про те, що еволю-

ція послідовності МГС гена 5S рРНК дослідже-

них азійських і європейських видів роду Gentia-
na з двох різних центрів походження цих рослин 

відбувалася незалежно в різних напрямках 

впродовж тривалого періоду, наслідком чого 

стала їхня значна дивергенція за цією ознакою. 

Крім того, у досліджених видів відмічається 

тенденція до збільшення довжини міжгенного 

спейсера: лише в одного виду (G. laciniata) вона 

становить 333 п. н., у решти – близько 400 п. н., 

а в G. acaulis взагалі 500 п. н. Одним з механіз-

мів збільшення довжини МГС є дуплікація про-

тяжних (50–80 п. н) ділянок, розташованих на 

початку МГС. 

 

  
Рис. 2. Філогенетична дендрограма видів роду Gentiana, побудована на основі нуклеотидної послідовно-

сті МГС 5S рДНК за алгоритмом максимальної правдоподібності (maximum likelihood). Цифри біля вузлів пока-

зують значення бутстреп-підтримки, розраховані у відсотках для 1000 реплікацій. *** – приналежність 

G. asclepiadea до однієї з секцій роду має суперечливий характер і не визначена остаточно. 
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Висновки 
Аналіз нуклеотидної послідовності між-

генного спейсера генів 5S рРНК трьох видів 

тирличів, а саме G. dahurica і G. cruciata з секції 

Cruciata, а також G. laciniata із секції 

Chondrophyllae показав, що в цілому досліджені 

клони окремих видів характеризуються високим 

рівнем ідентичності (92–96 %), а також мають 

типову для інших видів роду організацію цієї 

ділянки, до складу якої входять консервативні 

регуляторні елементи транскрипції. На основі 

порівняння організації нуклеотидних послідов-

ностей МГС цих і досліджених раніше видів з 

різних секцій роду Gentiana, а також результатів 

кластеризації можна виділити дві групи видів, 

які суттєво відрізняються за організацією МГС. 

Одна з них включає G. asclepiadea та види сек-

цій Gentiana, Ciminalis і Calathianae, а друга – 
види секцій Cruciata і Pneumonanthe. G. lacini-

ata з секції Chondrophyllae відрізняється за пос-

лідовністю МГС від видів з обох груп. Резуль-

тати групування таксонів загалом узгоджуються 

із загальними уявленнями про систематику роду 

і свідчать про те, що ділянка МГС 5S рДНК 

може бути зручним маркером для дослідження 

питань еволюції і систематики видів роду Genti-
ana. 
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5S rDNA INTERGENIC SPACER OF SOME SPECIES OF CRUCIATA AND CHONDROPHYLLAE 
SECTIONS AND ITS APPLICATION IN TAXONOMY OF GENUS GENTIANA 
Aim. The 5S rDNA intergenic spacer (IGS) region is a convenient tool for studying genome evolution and systematics 
of higher plants. The aim was to investigate the nucleotide sequence of 5S rDNA in some species of the sections 
Cruciata and Chondrophyllae, as well as to study the peculiarities of this region organisation by comparative analysis 
with other Gentiana species. Methods. Polymerase chain reaction, cloning, sequencing, bioinformatic analysis. Results. 
The cloned IGS regions of G. laciniata, G. cruciata and G. dahurica were sequenced and analysed. Typical regulatory 
elements were found in the regions of terminator and external promoter of 5S rRNA gene. Based on the comparative 
analysis, two groups of species were distinguished that differ significantly in the organisation of this region. One 
includes G. asclepiadea and species of the sections Gentiana, Ciminalis and Calathianae, and the other includes species 
of the sections Cruciata and Pneumonanthe. G. laciniata (sect. Chondrophyllae) differs in the IGS organization from 
species of both groups. Conclusions. The results of taxon grouping are generally consistent with the genus systematics 
and indicate that 5S rDNA IGS region can be a convenient tool for studying evolution and systematics of the genus. 
Keywords: Gentiana species, 5S rDNA intergenic spacer, molecular organization, phylogeny. 


