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Завдяки унікальній будові гени 5S рРНК 

використовують для вивчення еволюції геному, 

а також в якості молекулярного маркера. Ме-

тою роботи було вивчення ділянки міжгенного 

спейсера (МГС) генів 5S рРНК виду Gentiana 
macrophylla Pall. Методи. Біоінформатичний 

аналіз нуклеотидних послідовностей МГС 

5S рДНК, знайдених пошуком у референтному 

геномі G. macrophylla. Результати. Встановле-

но, що в геномі G. macrophylla більшість генів 
5S рРНК кількістю близько 460 копій розташо-

вані на 7-й хромосомі у вигляді тандемних по-

вторів. За довжиною та послідовністю ділянки 

МГС всі повтори можна розділити на 4 класи. 
Серед них 84% складають повтори, які за нук-

леотидною послідовністю подібні до МГС 

5S рДНК двох інших видів секції Cruciata. МГС 

рибосомних повторів всіх класів містить типові 
для 5S рДНК інших квіткових рослин регулято-

рні елементи транскрипції. Відмінності між 

класами обумовлені наявністю дуплікацій діля-

нок різної довжини, розташованих на початку 

МГС. Такий механізм еволюції МГС за рахунок 

дуплікації фрагменту, розташованого на почат-

ку спейсера, знайдений нами раніше і в інших 

видів тирличів. Висновки. Отримані дані свід-

чать про існування в геномі G. macrophylla різ-

них варіантів повторів 5S рДНК, що може ство-

рювати підґрунтя для забезпечення генетичної 

пластичності. 
Ключові слова: Gentiana macrophylla Pall., 

міжгенний спейсер, 5S рДНК, молекулярна ор-

ганізація, мінливість. 
 
Gentiana macrophylla Pall. – типовий 

представник секції Cruciata Gaudin роду Gentia-
na (Gentianaceae). Ареал цього виду простяга-

ється від Сибіру до Центрального Китаю. Це 

багаторічна трав’яниста рослина, що зростає 
переважно в помірній кліматичній зоні [1,2]. Як 

й інші тирличі, цей вид має важливе фармаколо-

гічне значення, здавна входить до китайської 

традиційної медицини. Його коріння містить 

деякі гіркі сполуки, які широко використову-

ються для лікування різноманітних захворю-

вань, таких як діабет, апоплексія, параліч, рев-

матизм тощо [3–5]. Зважаючи на важливе зна-

чення Gentiana macrophylla для китайської ме-

дицини, нещодавно було проведено повногено-

мне сиквенування і зібрано референтний геном 

цього виду [6]. 
У геномі вищих еукаріотів гени 5S рРНК 

зазвичай організовані у вигляді масивів тандем-

них повторів, кожен з яких складається з висо-

коконсервативної транскрибованої ділянки та 

більш мінливої спейсерної послідовності [7]. 
Завдяки такій унікальній організації ці гени 

використовують для вивчення еволюції геному, 

а також в якості молекулярного маркера в філо-

генетичних дослідженнях. Раніше нами було 

показано, що у представників роду Gentiana 
ділянка міжгенного спейсера (МГС) характери-

зується високим рівнем мінливості на міжвидо-

вому рівні і може бути використана для 

з’ясування питань філогенії окремих таксонів 

всередині роду [8–11]. Ми клонували ділянку 

МГС 5S рДНК двох видів секції Cruciata – 
G. cruciata L. і G. dahurica Fisch. та дослідили її 
міжвидову і внутрішньогеномну варіабель-

ність [11]. Наявність в базі даних Genbank нук-

леотидних послідовностей повного геному де-

яких рослин (у т.ч. і тирличів) дозволяє провес-

ти вивчення повного набору генів 5S рРНК з 

подальшим аналізом їхньої варіабельності та 

порівняння з іншими видами. Це, в свою чергу, 
відкриває нові можливості для вивчення мінли-

вості та еволюції цього важливого для життєді-

яльності клітини багатокопійного гена в межах 

індивідуального геному. 
Метою роботи було дослідження генів 
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5S рРНК виду G. macrophylla шляхом біоінфор-

матичного аналізу референтного геному цього 

виду, а також вивчення особливостей організа-

ції ділянки міжгенного спейсера 5S рДНК з по-

рівняльним аналізом з іншими представниками 

секції Cruciata. 
 
Матеріали і методи 
Для дослідження використали референт-

ний геном G. macrophylla, наявний в базі даних 

GenBank № GCA_026214975.1 

(ASM2621497v1). Початковий пошук генів 

5S рРНК в геномі проводили за допомогою про-

грамного забезпечення Blast із використанням 

часткової нуклеотидної послідовності кодуючої 

ділянки гена 5S рРНК G. cruciata (Genbank ID 
PP514363). Нуклеотидні послідовності окремих 

хромосом, на яких було знайдено осередки ри-

босомних повторів, завантажували на локаль-

ний ПК. Після цього картували гени 5S рРНК на 

основі знайдених кодувальних ділянок і експор-

тували картовані рибосомні повтори у вигляді 

окремих послідовностей в програмі Unipro 
UGENE [12]. 

Вирівнювання і групування отриманих 

послідовностей проводили з використанням 

алгоритму MUSCLE з подальшим уточненням 

вручну у програмі Unipro UGENE [12]. Ту ж 

саму програму використано для отримання кон-

сенсусних послідовностей для кожного з класів 

і обрахунку матриці подібності (з урахуванням 
та без урахування пропусків) між ними. Для 

порівняльного аналізу використано нуклеотидні 

послідовності МГС 5S рДНК двох інших видів 

секції Cruciata – G. cruciata (PP514363) і 

G. dahurica (PP514366), наявні в GenBank. 
 
Результати та обговорення 
Початковий пошук генів 5S рРНК в рефе-

рентному геномі G. macrophylla з використан-

ням в якості матриці клонованих раніше послі-

довностей кодуючої частини гена 5S рРНК G. 
cruciata виявив найбільшу кількість гомологіч-

них ділянок на 7-й хромосомі (GenBank 

CM047811). Крім того, невелику групу повторів 

5S рДНК було знайдено також на 13-й хромо-

сомі (GenBank CM047817). На інших хромосо-

мах також було виявлено ділянки, гомологічні 

до кодуючої частини гена 5S рРНК, але їхня 
кількість не перевищувала однієї-двох копій. 
Подальше картування і виділення індивідуаль-

них рибосомних повторів дозволило точніше 

встановити їх кількість на цих двох хромосомах. 

На 7-й хромосомі було знайдено загалом 463, а 

на 13-й хромосомі – 12 копій повторів 5S рДНК. 
Після вирівнювання і сортування близько чверті 

повторів (120), знайдених на 7-й хромосомі, 

було виключено з аналізу, оскільки їхня нуклео-

тидна послідовність мала значні унікальні від-

мінності від решти повторів або була неповною, 
що могло бути спричинено помилками при сик-

венуванні. 
Проведений порівняльний аналіз 343 по-

вторів 5S рДНК з 7-ї хромосоми, які залишили-

ся, та 9 повторів з 13-ї хромосоми показав, що 

на основі довжини і нуклеотидної послідовності 

ділянки МГС їх можна розділити на 4 класи: S, 
M, L та XL. Крім того, в межах класу M ми ви-

ділили три підкласи, два з яких, а саме M7.1 та 

M7.2, були знайдені на 7-й хромосомі, а третій 

(М13) – на 13-й хромосомі Характеристики цих 

класів і підкласів наведено у табл. 1. 
Як видно із табл. 1, довжина повного гена 

5S рРНК різних класів варіювала в межах гено-

му у діапазоні 440-719 п.н. Розмір МГС був 

меншим приблизно на 120 п.н., що відповідає 

довжині кодуючої ділянки гену 5S рРНК, і ста-

новив 323–597 нуклеотидів. В найчисельнішому 

з підкласів (M7.1), до складу якого увійшли 239 
або 70% всіх проаналізованих генів з 7-ї хромо-

соми, довжина МГС становила від 394 до 

415 п.н. У 12 повторів з цього класу були вияв-

лені протяжні делеції (до 60 п.н.) в другій поло-

вині ділянки МГС. Другим за чисельністю (48 

копій або 14%) був клас M7.2 з довжиною МГС 

392–407 п.н., дуже подібний (94%) за послідов-

ністю до варіанту M7.1 (табл. 1, 2). Відмінності 

за довжиною від типового повтору з класу M7.1 
та між окремими повторами всередині класу 

M7.2 були зумовлені переважно делеціями роз-

міром 1–3 нуклеотиди. Крім того, було знайдено 

34 (10%) рибосомні повтори з вкороченим МГС 

розміром 347–363 п.н., які були віднесені до 

класу S. Також на 7-й хромосомі виявлені довгі 

повтори 5S рДНК, у яких довжина МГС стано-

вила 586–597 та 446–500 п.н., в кількості 14 
(4%) та 8 (2%) копій, відповідно, які були відне-

сені до класів ХL та L. Подібно до класу М7.1, 

всередині класів S і L також було знайдено від-

повідно 1 та 2 повтори з протяжними делеціями 

в ділянці МГС. Подібність нуклеотидних послі-

довностей МГС цих класів і класу M7.1 була 

нижчою і становила 90% для класу S, 89% для 

класу L і 66% для класу XL. Повтори, розташо-

вані на 13-й хромосомі, були відносно гомоген-

ними. Їх загальна довжина становила 516–
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532 п.н., а довжина МГС – 400–412 п.н. Тобто за 

розміром вони належали до класу M. Рівень 

подібності МГС повторів з 13-ї хромосоми 

(М13) і повторів класів M7.1 та M7.2 з 7-ї хро-

мосоми становив 98% та 93%, відповідно 

(табл. 2). 
Порівняльний аналіз з двома іншими ви-

дами секції Cruciata – G. cruciata й G. dahurica 
показав, що нуклеотидна послідовність МГС 5S 
рДНК у них має високий рівень подібності до 

найбільш чисельного класу рибосомних повто-

рів G. macrophylla (M7.1), який становив 97% та 

98%, відповідно (тут і нижче наведено дані з 

урахуванням пропусків) (табл. 2). Наступним за 

рівнем подібності був клас 5S рДНК, знайдений 

на хромосомі 13 (M13) з рівнями подібності 

95% та 97%, відповідно. У випадку МГС класу 

M7.2 рівень подібності до обох видів становив 

92%. МГС решти класів мали рівень подібності 

нижче 90%. Водночас, в більшості випадків 

рівень подібності до G. dahurica був вищим. 

 
Таблиця 1. Характеристики класів повторів 5S рДНК різної довжини, знайдених в референтно-

му геномі G. macrophylla 

 

Кількість Частка 
Довжина повного 

повтору, п.н. 
Довжина МГС, п.н. 

Хромосома 7     

Всього знайдено 463 
   Проаналізовано 343 100% 

  XL 14 4% 704–719 586–597 
L 8 2% 557–615 446–500 
M7.1 239 70% 440–537 394–415 
M7.2 48 14% 509–524 392–407 
S 34 10% 464–483 347–363 

Хромосома 13 
    Всього знайдено 12 

   Проаналізовано 
М13 8 

 
516–532 400–412 

 
Таблиця 2. Рівень подібності консенсусних послідовностей МГС різних класів 5S рДНК 

G. macrophylla та двох інших видів секції Cruciata 

Вид / клас 

повторів G.m. 
G. cruciata G. dahurica XL L M7.1 M7.2 M13 S 

G. cruciata 100% 93% 92% 93% 95% 88% 93% 83% 

G. dahurica 95% 100% 93% 95% 96% 88% 96% 83% 

XL 63% 64% 100% 72% 66% 60% 64% 57% 

L 86% 88% 72% 100% 87% 79% 86% 75% 

M7.1 97% 98% 66% 89% 100% 91% 97% 86% 

M7.2 92% 92% 60% 83% 94% 100% 92% 81% 

M13 95% 97% 64% 88% 98% 93% 100% 89% 

S 88% 89% 57% 81% 90% 86% 96% 100% 
Примітки: права верхня частина таблиці містить показники подібності без урахування пропусків, нижня ліва – з 

урахуванням пропусків у вирівнюванні. Для порівняння використані нуклеотидні послідовності МГС G. cruciata (PP514363) 
й G. dahurica (PP514366), доступні в GenBank. 

 



 
 
 

Андрєєв І. О., Мельник В. М., Кунах В. А. 

36 ISSN 2415-3826 (Online), ISSN 2219-3782 (Print). Фактори експериментальної еволюції організмів 2025. Том 36 

Вирівнювання консенсусних послідовнос-

тей МГС, отриманих для кожного з класів 5S 
рДНК G. macrophylla, та МГС двох інших видів 

секції Cruciata – G. cruciata й G. dahurica, а та-

кож їхній детальний аналіз дозволили виділити 

регуляторні елементи, типові для цієї ділянки 

геному різних рослин, та встановити особливос-

ті їхньої організації (рис. 1). Зокрема, на 5’-кінці 

МГС усіх класів повторів розташована оліго-dT 
послідовність довжиною 5– нуклеотидів, яка 

відповідає за термінацію транскрипції. Ця пос-

лідовність, обмежена по краях залишками цито-

зину, в усіх класах представлена двома копіями. 

На 3’-кінці МГС, що передує кодувальному 

регіону гена 5S рРНК, в положенні    -27 – -23 
п.н. розташована АТ-багата ділянка (ТАТА-
бокс). Для Arabidopsis thaliana показано необ-

хідність цього елемента для ініціації транскрип-

ції [13]. Так само як у A. thaliana та інших видів 

деяких родин покритонасінних рослин, в позиції 

-13 п.н. розташований консервативний GC-
елемент, а в позиції -1 знаходиться цитозин, 
також описаний раніше для A. thaliana [13]. 
Збереження функціональних елементів в МГС 

всіх класів рибосомних повторів G. macrophylla 
свідчить на користь їх потенційної активності. 

Аналіз нуклеотидних послідовностей 

МГС різних класів 5S рДНК встановив наяв-

ність на 5’-кінці спейсера тандемних повторю-

ваних послідовностей двох типів (рис. 1, 2). 
Субповтори довжиною 51 п.н. у різній кількості 

виявлені в МГС усіх чотирьох класів повторів 

5S рДНК. У найменшому за довжиною класі S 
ця ділянка представлена однією копією, в най-

чисельніших рибосомних повторах класу M 7-ї 
хромосоми та 13-ї хромосоми знайдено дві ко-

пії, у МГС класу L – три копії, а класу XL – чо-

тири копії. Однак в класу XL, на відміну від L, 
друга і третя копії субповтору розділені ділян-

кою довжиною 94 п.н., а третя копія є неповною 

– в ній відсутня одна з двох Т-багатих ділянок, 

розташованих на 5’-кінці. Причиною цього є 

дуплікація протяжної ділянки довжиною 189 

п.н., яка призвела до утворення рибосомних 

повторів класу XL з повторів класу M. Ця дуп-

лікована ділянка починається з цитозину, роз-

ташованого в положенні 8, і тому включає в 

себе лише частину першого з субповторів дов-

жиною 51 п.н. Дві копії цієї ділянки відрізня-

ються між собою внаслідок делеції двох нукле-

отидів, а також 11 однонуклеотидних замін, що 

відбулися в першій копії. Знайдені відмінності 

свідчать про давню природу цієї дуплікації. 

У цій роботі ми проаналізували референт-

ний геном G. macrophylla з метою пошуку генів 

5S рРНК та подальшого аналізу мінливості ді-

лянки міжгенного спейсера, а також її порів-

няння з послідовностями МГС двох інших видів 

секції Cruciata, а саме G. cruciata і G. dahurica, 
досліджених нами раніше. Проведений повно-

геномний пошук виявив протяжні масиви рибо-

сомних повторів на 7-й хросомосомі, що вклю-

чали понад 450 копій гена, і невеликий локус на 

13-й хромосомі, сформований 12 копіями. Ці 

результати загалом узгоджуються з наявними 

даними цитогенетичних досліджень двох тетра-

плоїдних видів (2n = 52) G. cruciata L. і 

G. tibetica King з секції Cruciata, FISH-аналіз 
яких виявив в каріотипі два і чотири локуси 

5S рДНК, відповідно [14]. G. macrophylla є дип-

лоїдним видом з числом хромосом 2n = 2x = 26 
[2], а отже може містити один локус 5S рДНК на 

гаплоїдний геном, який й було виявлено на 7-й 

хромосомі. Інший локус на 13-й хромосомі, 

внаслідок невеликого розміру найімовірніше не 

детектується за допомогою FISH. 
Результати аналізу генів 5S рРНК показа-

ли, що на 7-й хромосомі вони представлені що-

найменше чотирма основними класами рибосо-

мних повторів, які істотно відрізняються за до-

вжиною та нуклеотидною послідовністю. Порі-

вняння консенсусних послідовностей, отрима-

них для кожного з класів повторів, виявило, що 

відмінності між класами S, M та L зумовлені 

різницею в кількості субповторів довжиною 51 

п.н., розташованих на 5’-кінці МГС (1, 2 і 3 ко-

пії, відповідно). Утворення найбільшого за дов-

жиною класу XL відбулося ймовірно з повтору 

класу M дещо іншим шляхом, а саме внаслідок 

дуплікації ділянки довжиною 189 п.н., також 

розташованої на початку спейсера. Подібний 

механізм збільшення розміру МГС 5S рДНК в 

процесі еволюції спостерігається і в інших видів 

роду Gentiana. Зокрема, у G. acaulis в положенні 

44–203 розташовані дві копії субповтору дов-

жиною 80 п.н., у G. рneumonanthe на початку 

МГС – дві копії субповтору довжиною 52 п.н., а 
у G. nivalis – три копії субповтору довжиною 

~50 п.н. [9]. Раніше вважалося, що гени 

5S рРНК подібно до інших тандемних повторів 

можуть зазнавати гомогенізації внаслідок узго-

дженої (концертної) еволюції, принаймні у тих 

випадках, коли вони розташовані в одному ло-

кусі [7]. Дійсно, до цього часу нам не вдавалося 

знайти у представників роду Gentiana, в тому 

числі і у двох видів секції Cruciata, варіантів 



 
 
 

Повногеномний аналіз генів 5s рибосомних РНК Gentiana macrophylla Pall. 

ISSN 2415-3826 (Online), ISSN 2219-3782 (Print). Фактори експериментальної еволюції організмів 2025. Том 36  37 

5S рДНК, які б значно відрізнялися за довжи-

ною і відповідно за структурною організацією. 

У випадку G. macrophylla на одній хромосомі 

розташовані чотири різних типи повторів з різ-

ною довжиною. Збереження в геномі різних 

варіантів повторів 5S рДНК створює додаткове 

підґрунтя для забезпечення генетичної пластич-

ності виду завдяки наявності додаткового мате-

ріалу для добору. Водночас, повтори класу M 

складають понад 80% всіх генів 5S рРНК, що 

свідчить про тиск добору, який сприяє спрямо-

ваній ампліфікації саме цього класу повторів, і 

пояснює низьку імовірність виявлення інших 

класів повторів. Слід зазначити також відмінно-

сті рибосомних повторів з 13-ї хромосоми від 

повторів з 7-ї хромосоми подібного розміру, які 

можуть вказувати на їхню незалежну еволюцію. 

Рис. 1. Вирівнювання нуклеотидних послідовностей міжгенного спейсера різних класів 5S рДНК G. mac-
rophylla і споріднених видів G. cruciata (PP514363) й G. dahurica (PP514366) із секції Cruciata. Сірим кольором 

виділено оліго-Т послідовність потенційного термінатора та елементи зовнішнього промотора РНК-полімерази 

ІІІ. Дупліковані ділянки позначено стрілками: тонкою – субповтор довжиною 51 п.н., жирною – субповтор дов-

жиною 189 п.н. 
 
 

 
Рис. 2. Схематичне зображення структури міжгенного спейсера різних класів 5S рДНК G. macrophylla. 

Сірим кольором показано ділянку з високим рівнем подібності у всіх варіантів, тонкою стрілкою позначено 

субповтор довжиною 51 п.н., жирною – субповтор довжиною 189 п.н. 



 
 
 

Андрєєв І. О., Мельник В. М., Кунах В. А. 

38 ISSN 2415-3826 (Online), ISSN 2219-3782 (Print). Фактори експериментальної еволюції організмів 2025. Том 36 

 

Порівняльний аналіз нуклеотидної послі-

довності МГС G. macrophylla та інших видів 

секції виявив більшу спорідненість з 

G. dahurica. Це можна пояснити тим, що біль-

шість видів секції, включно з цими двома, по-

ширені в Західному Китаї та Гімалайському 

регіоні, тоді як G. cruciata – єдиний європейсь-

ко-азійський вид секції. 
 
Висновки 
Повногеномний аналіз встановив, що в 

геномі G. macrophylla гени 5S рРНК організова-

ні у вигляді масивів тандемних повторів, розта-

шованих на двох хромосомах. На 7-й хромосомі 

виявлено близько 460 копій рибосомних повто-

рів, які відрізняються за довжиною та послідов-

ністю ділянки МГС і можуть бути розділені на 4 

класи. Рівень подібності МГС різних класів між 

собою становить 57-90%. Серед них 84% скла-

дають повтори довжиною 392–415 п.н., які за 

нуклеотидною послідовністю МГС мають висо-

кий рівень подібності до 5S рДНК двох інших 

видів секції Cruciata. На 13-й хромосомі знай-

дено 12 копій генів 5S рРНК, які на 98% подібні 

до найчисельнішого варіанту з 7-ї хромосоми. 

Наявність в МГС повторів 5S рДНК всіх класів 

типових для інших квіткових рослин регулятор-

них елементів транскрипції вказує на їх потен-

ційну активність. Відмінності між трьома кла-

сами обумовлені різницею в кількості субпо-

вторів довжиною 51 п.н., розташованих на по-

чатку МГС, четвертий клас утворився з найчи-

сельнішого класу внаслідок дуплікації ділянки 

протяжністю 189 п.н. Такий механізм еволюції 

МГС за рахунок дуплікації фрагменту, розташо-

ваного на початку спейсера, знайдений і в інших 

видів тирличів. В цілому, отримані дані свідчать 

про існування в геномі G. macrophylla різних 

варіантів повторів 5S рДНК, що може створю-

вати підґрунтя для забезпечення генетичної 

пластичності завдяки наявності додаткового 

матеріалу для добору. 
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GENOME WIDE ANALYSIS OF 5S RIBOSOMAL RNA GENES IN GENTIANA MACROPHYLLA 
Due to their unique structure, 5S rRNA genes are used in research of genome evolution and as a molecular marker. 
Aim. The aim of the study was to investigate the intergenic spacer (IGS) of 5S rRNA genes of Gentiana macrophylla 
Pall. Methods. The bioinformatic analysis of nucleotide sequences of 5S rDNA IGS found by searching the reference 
G. macrophylla genome was conducted. Results. It was determined that the majority of 5S rRNA genes in the 
G. macrophylla genome (approximately 460 copies) are arranged as tandem repeats on chromosome 7. The IGS region 
was found to be variable in terms of length and sequence, and all repeats were divided into four classes. Of these, 84% 
were similar in their nucleotide sequence to 5S rDNA IGS of two other species of the Cruciata section. The IGS of all 
classes contains regulatory elements typical for 5S rDNA of other flowering plants. The differences among the various 
classes are attributable to the presence of duplicated regions at the beginning of the IGS. This mechanism of IGS 
evolution due to the duplication at the beginning of the spacer has been previously identified in other gentians. 
Conclusions. The data obtained indicate the existence of different variants of 5S rDNA repeats in the G. macrophylla 
genome, which may provide the basis for genetic plasticity. 
Keywords: Gentiana macrophylla, intergenic spacer, 5S rDNA, molecular organization, variation. 


