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Поліморфізм ядерної 5S рибосомної ДНК деяких видів роду Gentiana L.
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Мета. Метою роботи було оцінити рівень міжвидовоãо поліморфізму 5S рДНК пред-
ставників роду Gentiana L., а також вивчити можливості використання цієї ділянки ãе-
ному в молекулярній таксономії тирличів. Методи. За допомоãою полімеразної лан-
цюãової реакції з використанням праймерів, комплементарних до кодуючої ділянки 5S 
рДНК, проведено дослідження дев’яти видів із п’яти секцій. Результати. Довжина 5S 
рДНК коливалася в межах 430–600 п.н., для більшості (2/3) досліджених видів стано-
вила 500 п.н. Різні види однієї секції можуть мати як однакову довжину 5S рДНК (сек-
ції Gentiana і Cruciata), так і різну (секція Pneumonanthe). Розмір 5S рДНК не корелю-
вав ні з довжиною 45S рДНК, ні з числом хромосом. Висновки. Отримані дані свідчать 
про незначний міжвидовий поліморфізм розміру 5S рДНК тирличів, а також про необ-
хідність використання різних ãенетичних методів і маркерів для коректної оцінки варі-
абельності видів роду Gentiana, їхньої систематизації та встановлення філоãенетичних 
взаємозв’язків між окремими таксонами.
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(Gentiana L.), молекулярна таксономія.

Вñòуп. Òирлич (Gentiana L.) – типовий р³д родини Gentianaceae Juss., який 
включає близько 400 вид³в [1]. Öе складний у систеìатичноìу в³дношенн³ 

таксон, чиì ³ пояснюється в³дсутн³сть загальновизнаної систеìи даного роду. 
Îстаточно не вир³шениìи залишаються питання обсягу роду Gentiana, систеìа-
тичної ц³нност³ ознак, ступеня їх ì³нливост³ та таксоноì³чного статусу окреìих 
пол³ìорфних вид³в. Îстанн³ì часоì для систеìатизац³ї рослин та встановлення 
ф³логенетичних взаєìозв’язк³в ì³ж окреìиìи таксонаìи дедал³ част³ше вико-
ристовують ìолекулярно-генетичн³ ìаркери. Îдниìи з таких ìаркер³в є гени, як³ 
кодують рибосоìн³ ÐÍÊ [2–5]. 

Ó вищих рослин ядерн³ гени 5S рибосоìної ÐÍÊ (або 5S рÄÍÊ) орган³зован³ в 
один або к³лька кластер³в тандеìно повторюваних посл³довностей розì³роì в³д 
200 до 900 п.н., хроìосоìн³ локуси яких не зб³гаються з локусаìи високоìолеку-
лярної 45S рÄÍÊ. Îсобливост³ будови ген³в рÐÍÊ – багатокоп³йн³сть, кластерна 
орган³зац³я, висока консервативн³сть кодуючих д³лянок ³ вар³абельн³сть спейсер-
них посл³довностей, а також наявн³сть ìехан³зì³в, що забезпечують узгоджену 
еволюц³ю повтор³в рÄÍÊ всередин³ кластера, роблять їх зручною ìоделлю для 
з’ясування питань еколог³ї, популяц³йної генетики, селекц³ї ³ систеìатики [6]. 

Ìетою роботи було досл³дження ì³жвидового пол³ìорф³зìу 5S рÄÍÊ пред-
ставник³в роду Gentiana L., а також вивчення ìожливост³ використання ц³єї д³лян-
ки геноìу в ìолекулярн³й таксоноì³ї тирлич³в.
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Òàбëèця 1. Ãенетичний пол³ìорф³зì досл³джених вид³в роду Gentiana L.

Секція1 Вид Довжина 
5S рДНК, п.н.

Довжина2 
45S рДНК, п.н. 

Число3 
хромосом, 2n

Ciminalis G. acaulis 600 11 000 36
Gentiana G. lutea 500 12 000–14 500 40

G. punctata 500 11 800 40
Cruciata G. cruciata 500 – 52

G. dahurica 500 – 264

Pneumonanthe G. asclepiadea 500 10 500 36
G. septemfida 500 – 265

G. рneumonanthe 430 – 26
Chondrophyllae G. laciniata 430 – –

Приì³тки: 1 Под³л на секц³ї поданий за Ho, Liu (1991) [1]; 2 Зг³дно з даниìи Ìельника та ³н. (2003) [3]; 3 Зг³дно з 
даниìи Ñтрашнюк та ³н. (2008) [9]; 4 Зг³дно з даниìи Rork (1949) [10]; 5 Зг³дно з даниìи Gagnidze et al. (1992) 
[11]; «–» – не досл³джено.

Ìàòåð³àëè ³ мåòодè
Ìатер³алоì для досл³дження слугували 

рослини 9 вид³в тирлич³в, як³ належать до 
р³зних секц³й та в³др³зняються за ìорфоло-
г³єю, анатоì³єю, уìоваìи зростання та ³н. 
Зразки G. acaulis, G. laciniata, G. lutea, G. 
punctata, G. asclepiadea, G. рneumonanthe, 
G. cruciata були взят³ з природних ì³сць 
зростання в Óкраїн³; G. septemfida ³ G. 
dahurica – з рослин, отриìаних з нас³ння 
колекц³ї тирлич³в Ботан³чного саду ³ìен³ 
акад. Î.Â. Фоì³на Êиївського нац³онального 
ун³верситету ³ì. Òараса Шевченка.

ÄÍÊ вид³ляли з листк³в за ìетодикою з 
використанняì ÖÒÀБ-буфера [7]. Ãель-
електрофорез продукт³в аìпл³ф³кац³ї про-
водили в 2% агарозноìу гел³. Повторювану 
д³лянку 5S рÄÍÊ аìпл³ф³кували ìетодоì 
пол³ìеразної ланцюгової реакц³ї (ПËÐ) з ви-
користанняì пари прайìер³в p5S1 (5'- 
GGATGGGTGACCTCCCGGGAAG TCC–3') ³ 
p5S2 (5'-GCTTAACTGCGGAGTTCTGATGG 
G-3') [8].

Àìпл³ф³кац³ю проводили в терìоциклер³ 
Òерцик ÌÑ2 («Б³отехнолог³я», Ðос³я). Ðеак-
ц³йна суì³ш для проведення ПËÐ об’єìоì 
20 ìкл ì³стила: 20 нг ÄÍÊ, 0,2 ìÌ dNTP, 
1,25 U Taq-пол³ìерази, 0,25 ìкÌ прайìе-
ра, 1×ПËÐ-буфер з 1,5 ìM MgCl2. Íа реак-
ц³йну суì³ш нашаровували 15 ìкл ì³нераль-

ної ол³ї. Àìпл³ф³кац³ю проводили в такоìу 
режиì³: 1 цикл (95 оÑ – 3 хв); 5 цикл³в 
(95 оÑ – 30 с, 54 оÑ – 30 с, 72 оÑ – 1 хв); 30 
цикл³в (94 оÑ – 20 с, 55 оÑ – 20 с, 72 оÑ – 
40 с); 1 цикл (72 оÑ – 5 хв).

Рåзуëüòàòè òà обãовоðåííя
Àнал³з результат³в електрофоретичного 

розд³лення ПËÐ-продукт³в показав, що роз-
ì³ри повторюваних посл³довностей 5S 
рÄÍÊ вид³в роду Gentiana L. коливаються в 
ìежах 430–600 п.н. (табл. 1). Як видно з на-
веденої таблиц³, для б³льшост³ вид³в (6 ³з 9, 
або 2/3 виб³рки) довжина повного гена 5S 
рÐÍÊ становить 500 п.н. Íайб³льший розì³р 
досл³джуваного рибосоìного повтору ха-
рактерний для G. acaulis (600 п.н.), найìен-
ший – для G. рneumonanthe ³ G. lacinia-
ta (430 п.н.). 

Àнал³з наведених у табл. 1 даних дозво-
лив встановити певн³ особливост³ генетич-
ної ì³нливост³ тирлич³в:

1) р³зн³ види одн³єї секц³ї ìожуть ìати як 
однакову довжину 5S рÄÍÊ (секц³ї Gentiana 
³ Cruciata), так ³ р³зну (секц³я Pneumo-
nanthe);

2) види секц³ї Cruciata характеризують-
ся однаковиì розì³роì 5S рибосоìного 
повтору, але р³зниì (кратно зб³льшениì у 
G. cru ciata) диплоїдниì набороì хроìосоì;
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3) види секц³ї Gentiana ìають однакову 
довжину 5S рÄÍÊ ³ число хроìосоì, але р³з-
н³ розì³ри повтору 45S рÄÍÊ;

4) види секц³ї Pneumonanthe з однако-
вою довжиною 5S рибосоìного повтору 
(500 п.н. у G. asclepiadea ³ G. septemfida) ха-
рактеризуються р³зниì числоì хроìосоì, а 
види з однаковиì диплоїдниì набороì хро-
ìосоì (2n=26 для G. рneumonanthe ³ G. 
septemfida) ìають р³зний розì³р 5S рÄÍÊ.

Ó л³тератур³ зустр³чаються в³доìост³ про 
значну вар³абельн³сть розì³ру ген³в 5S рÐÍÊ 
не лише у р³зних вид³в, а й для геноìу одно-
го виду. Òак³ дан³ в³доì³ для деяких пред-
ставник³в роду Nicotiana (Solanaceae), 
надродової групи Callistahys (Fabaceae) ³ 
роду Rosa (Rosaceae) [12–14]. Àвтори до-
сл³джень роду Rosa L. пояснюють це явище 
алопол³плоїдниì походженняì вид³в та не-
достатньою швидк³стю концертної еволю-
ц³ї. З огляду на встановлене ран³ше пол³пло-
їдне походження багатьох тирлич³в, а також 
на суттєву ì³жвидову ³ нав³ть внутр³шньоге-
ноìну (для G. lutea) гетерогенн³сть за роз-
ì³роì 45S рÄÍÊ [3, 9] ìожна було спод³ва-
тися на значну ì³нлив³сть довжини 5S рÄÍÊ. 
Проте результати ПËÐ-анал³зу з викорис-
танняì в рол³ ìолекулярно-генетичного 
ìаркера 5S рÄÍÊ св³дчать, що довжина до-
сл³джуваної посл³довност³ в геноìах р³зних 
вид³в роду Gentiana характеризується не-
значниì пол³ìорф³зìоì. 

Загалоì, отриìан³ дан³ св³дчать про не-
обх³дн³сть використання р³зних генетичних 
ìетод³в ³ ìаркер³в для досл³дження ì³жви-
дової вар³абельност³ вид³в роду Gentiana. 
Ëише коìплекс генетичних ìаркер³в дозво-
ляє диференц³ювати види як з р³зних секц³й, 
так ³ в ìежах одн³єї секц³ї.

Вèñíовкè
Ãени 5S рÐÍÊ представник³в роду 

Gentiana характеризуються ì³жвидовиìи 
в³дì³нностяìи за розì³роì повтору. Íа 
основ³ пор³вняння ц³єї посл³довност³ з ³нши-
ìи генетичниìи ìаркераìи (45S рÄÍÊ ³ 
числоì хроìосоì 2n) з’ясовано деяк³ осо-

бливост³ генетичного пол³ìорф³зìу тирли-
ч³в. Зокреìа, показано, що розì³р 5S рÄÍÊ 
не корелює н³ з довжиною 45S рÄÍÊ, н³ з 
числоì хроìосоì ³ ìоже в³др³знятися нав³ть 
у вид³в одн³єї секц³ї. Îтриìан³ дан³ св³дчать 
про необх³дн³сть використання р³зних гене-
тичних ìетод³в ³ ìаркер³в для коректної 
оц³нки ì³жвидової вар³абельност³ вид³в роду 
Gentiana, їхньої систеìатизац³ї та встанов-
лення ф³логенетичних взаєìозв’язк³в ì³ж 
окреìиìи таксонаìи.

Автор статті висловлює подяку канд. 
біол. наук Комарницькому І.К. (Інститут клі-
тинної біолоãії і ãенетичної інженерії НАНÓ) 
за люб’язно надані праймери до 5S рДНК, а 
також канд. біол. наук Голубенко А.В. (Бота-
нічний сад імені акад. О.В. Фоміна) за 
люб’язно надане насіння G. septemfida і 
G. dahurica. 
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Цåëü. Öелью работы было оценить уровень 
ìежвидового полиìорфизìа 5S рÄÍÊ пред-
ставителей рода Gentiana L., а также изу-
чить возìожности использования этого 
участка геноìа в ìолекулярной таксоно-
ìии горечавок. Ìåòоды. Ñ поìощью поли-
ìеразной цепной реакции с использовани-
еì прайìеров, направленных к 5S рÄÍÊ, про-
ведено исследование девяти видов из пяти 
секций. Рåзуëüòàòы. Äлина 5S рÄÍÊ ко-
лебалась в пределах 430–600 п.н., для боль-
шинства (2/3) исследованных видов состав-
ляла 500 п.н. Ðазличные виды одной секции 
ìогут иìеть как одинаковую длину 5S рÄÍÊ 
(секции Gentiana и Cruciata), так и различную 

(секция Pneumonanthe). Ðазìер 5S рÄÍÊ не 
коррелировал ни с длиной 45S рÄÍÊ, ни с чис-
лоì хроìосоì. Выводы. Полученные данные 
свидетельствуют о незначительноì ìежвидо-
воì полиìорфизìе разìера 5S рÄÍÊ гореча-
вок, а также о необходиìости использования 
различных генетических ìетодов и ìаркеров 
для корректной оценки вариабельности видов 
рода Gentiana, их систеìатизации и установ-
ления филогенетических взаиìосвязей ìежду 
отдельныìи таксонаìи.

Кëючåвыå ñëовà: гены 5S рÐÍÊ, ПÖÐ-анализ, 
ìежвидовой полиìорфизì, виды рода Ãоре-
чавка (Gentiana L.), ìолекулярная таксоноìия.

POLYMORPHISM OF NUCLEAR 5S RIBO-
SOMAL DNA OF SOME GENTIANA L. SPECIES

V.M. Mel’nyk

Institute of Molecular Biology and Genetics,  
NAS of Ukraine 
Ukraine, 03680, Kyiv, Acad. Zabolotnogo str., 150 
e-mail: v.m.melnyk@imbg.org.ua

Aim. The aim of the study was to assess the level 
of interspecific 5S rDNA polymorphism in the 
genus Gentiana L., as well as potential use of 
this genomic sequence in molecular taxonomy 
of gentians. Methods. Using polymerase 
chain reaction with primers complementary to 
5S rDNA coding region, nine species from five 
sections were studied. Results. The length 
of 5S rDNA repeated unit ranged from 430 to 
600 bp, and in the majority (2/3) of the studied 
species was 500 bp. Different species of the 
same section may have the same (sections 
Gentiana and Cruciata) or different (section 
Pneumonanthe) length of 5S rDNA. 5S rDNA size 
did not correlate with the length of 45S rDNA or 
the chromosome numbers. Conclusions. The 
data obtained demonstrate limited interspecific 
5S rDNA length polymorphism in the genus 
Gentiana, and the need to use different methods 
and genetic markers for correct assessment of 
variability among the Gentiana species, their 
classification and establishment of phylogenetic 
relationships between different taxa.
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