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Мета. Метою роботи було клонування і аналіз молекулярної організації міжгенного спейсера 
(МГС) 5S рДНК двох видів роду Gentiana флори України, а саме G. pneumonanthe L. і G. puncta-
ta L. Методи. Послідовність МГС 5S рДНК ампліфікували методом полімеразної ланцюгової 
реакції (ПЛР) з використанням пари праймерів, специфічних до кодувальної ділянки гена. 
Отримані ПЛР-продукти фракціонували гель-електрофорезом, очищали, лігували в плазміду 
pUC18, клонували в E. coli та сиквенували. Нуклеотидні послідовності вирівнювали із викорис-
танням алгоритму Muscle та аналізували у програмі Unipro UGENE. Результати. Клоновано 
та визначено нуклеотидну послідовність ділянки міжгенного спейсера генів 5S рРНК двох 
видів роду Gentiana флори України G. pneumonanthe і G. punctata. На основі вирівнювання послі-
довностей п’яти видів роду з трьох секцій встановлено деякі особливості молекулярної орга-
нізації МГС генів 5S рРНК у вивчених представників роду. Показано наявність типових для 
інших родин покритонасінних рослин мотивів, а саме — консервативного оліго-dT мотиву на 
початку МГС, який відіграє роль ділянки термінації транскрипції, та АТ-багатої ділянки, що 
передує кодувальному регіону гена 5S рРНК, водночас в ділянці ініціації транскрипції замість 
консервативного GC елемента в положенні –13 знаходиться АС. Висновки. Встановлено 
міжвидову мінливість молекулярної організації МГС Gentiana, що може бути використано для 
уточнення філогенетичних відносин між представниками цього роду. 

Ключові слова: Gentiana, міжгенний спейсер 5S рДНК, молекулярна організація, філогенія. 

ступ. Тирлич (Gentiana L.) — найбільший рід родини Gentianaceae Juss., який 
налічує за різними даними близько 360–400 видів (Tutin, 1972; Ho, Liu, 1990). 

Обсяг і класифікація роду до цього часу є предметом дискусій, що пояснюється як ная-
вністю агрегатних видів у межах роду, так і складністю визначення родових меж, зумо-
вленою особливостями еволюції тирличевих, які утворюють численні паралельні ряди 
конвергентних форм (Ho, Liu, 1990; Ho et al., 1996; Struwe et al., 2002). Види цього роду 
є типовими альпійськими рослинами і трапляються переважно на висоті понад 1000 м 
над р.м., проте деякі — виключно на рівнинах (Struwe et al., 2002; Страшнюк та ін., 
2005). На сьогодні існує кілька класифікацій роду, в основу яких покладено морфологі-
чні, анатомічні, еколого-географічні, хемо- і цитотаксономічні, генетичні, тощо, ознаки 
(критерії) (Tutin, 1972; Ho, Liu, 1990; Ho et al., 1996; Jensen, Schripsema, 2002; Mel’nyk et 
al., 2014). Останнім часом дедалі більшої популярності для філогенетичних досліджень 
Gentiana набувають молекулярно-генетичні підходи (Hungerer, Kadereit, 1998; 
Hammerli, 2007; Favre et al., 2010, 2014; Мельник, 2013; Kunakh et al., 2015). Зокрема 
широкого використання набули деякі послідовності хлоропластного геному та ділянки 
внутрішніх транскрибованих спейсерів ядерної 35S рибосомної ДНК (Gielly, Taberlet, 
1994; Gielly et al., 1996; Yuan et al., 1996; Yuan, Kupfer, 1997). Проте, дані таких дослі-
джень можуть давати суперечливі результати, що обумовлено різною швидкістю ево-
люції різних ділянок геному. 
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Популярним молекулярно-генетичним мар-
кером, який з успіхом використовується для 
з’ясування філогенетичних відносин між таксо-
нами низького рангу у рослин, є міжгенний 
спейсер (МГС) ядерної 5S рДНК (Volkov, 
Panchuk, 2014; Тинкевич та ін., 2015, 2020; 
Ishchenko et al., 2021). Використання цього мар-
кера дозволило отримати цікаві дані щодо філо-
генії окремих таксонів роду Gentiana (Hammerli, 
2007; Wong et al., 2013; Андрєєв та ін., 2017). На 
жаль, нуклеотидна послідовність МГС 5S рДНК 
наразі досліджена лише у деяких видів п’яти 
секцій (Gentiana, Calathianae, Ciminalis, Mono-
podiae і Pneumonanthe) (Hammerli, 2007; Wong 
et al., 2013; Андрєєв та ін., 2017). 

Метою цієї роботи було клонування і дос-
лідження молекулярної організації МГС 5S 
рДНК двох видів роду Gentiana флори України, 
а саме G. pneumonanthe L. і G. punctata L. 

Матеріали і методи 

Зразки G. pneumonanthe і G. punctata були 
взяті з природних місць зростання в Україні: 
Корюківське лісництво, Чернігівська обл. і гора 
Брескул, хребет Чорногора, Українські Карпати, 
відповідно. 

ДНК виділяли з листків за методикою з ви-
користанням ЦТАБ-буферу (Rogers, Bendich, 
1985). 

Послідовність МГС 5S рДНК ампліфікували 
методом полімеразної ланцюгової реакції (ПЛР) 
з використанням пари праймерів, специфічних 
до кодувальної ділянки гена, p5S1 (5’ — TCA 
AGC TTG GGT GAC CTC CCG GGA AGT CC — 
3’) і p5S2 (5’ — CTA AGC TTA ACT GCG GAG 
TTC TGA TGG G — 3’). 

ПЛР проводили в термоциклері Терцик 
МС2 («Біотехнологія», Росія). Реакційна суміш 
для проведення реакції об’ємом 20 мкл містила: 
20 нг ДНК, 0,2 мМ dNTP, 1,25 од. Taq-полі-
мерази, по 0,25 мкМ кожного з праймерів, 
1 × ПЛР-буфер з 1,5 мM MgCl2. На реакційну 
суміш нашаровували 15 мкл мінеральної олії. 
Ампліфікацію проводили в наступному режимі: 
1 цикл 95 °С — 3 хв; 5 циклів (95 °С — 30 с, 
54 °С — 30 с, 72 °С — 1 хв); 30 циклів (94 °С — 
20 с, 55 °С — 20 с, 72 °С — 40 с); 1 цикл 
72 °С — 5 хв.  

Отримані ПЛР-продукти розділяли за допо-
могою електрофорезу в агарозному гелі, вирізали 
та очищали від агарози з використанням набору 
реагентів Silica Bead DNA Gel Extraction Kit («MBI 
Fermentas», Литва). Виділені фрагменти ДНК піс-

ля гідролізу ендонуклеазою рестрикції HindIII лігу-
вали в плазміду pUC18. Отримані плазмідні конс-
трукції клонували в E. coli. Визначення послідов-
ності клонованих фрагментів ДНК проводили із 
використанням зворотнього М13-праймера в фір-
мі GATC-Biotech (Нідерланди). 

Вирівнювання отриманих послідовностей 
проводили з використанням алгоритму MUSCLE 
(Edgar, 2004) за допомогою веб-додатку на сер-
вері EMBL-EBI (Madeira et al., 2019) з подаль-
шим уточненням вручну і аналізом у програмі 
Unipro UGENE (Okonechnikov et al., 2012). По-
парні дистанції (p-distance) між нуклеотидними 
послідовностями розраховували в програмі 
MEGA-X (Kumar et al., 2018). 

Результати та обговорення 

Матеріалом для дослідження слугували рос-
лини двох видів тирличів G. pneumonanthe і 
G. punctata, які відносяться до різних секцій 
(Pneumonanthe і Gentiana) та відрізняються за 
еколого-географічними умовами зростання, бота-
нічними, генетичними характеристиками, тощо. 
Електрофоретичне розділення ПЛР-продуктів 
показало, що розмір ампліконів, які містять МГС 
5S рДНК, фланкований невеликими консерватив-
ними ділянками кодувальної частини гена, у дос-
ліджених видів роду Gentiana L. становить близь-
ко 450–500 п.н. Як видно з рис. 1, спектри ПЛР-
продуктів індивідуальних рослин містять по одно-
му головному фрагменту, що свідчить про гомо-
генність за довжиною наявних у геномі цих видів 
варіантів МГС 5S рДНК. 

 

Рис. 1. Електрофоретичне фракціонування продуктів амп-
ліфікації МГС 5S рДНК у двох видів тирличів: 1 — 
G. рneumonanthe; 2 — G. punctata; M — молекулярний 
маркер. 
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Після клонування отриманих фрагментів і 
наступної селекції отриманих клонів, для сикве-
нування було відібрано два клони МГС 5S рДНК 
G. рneumonanthe та один клон G. punctata.  

Результати сиквенування показали, що до-
вжина клонованої послідовності G. punctata 
становила 400 п.н. Два клони G. рneumonanthe 
мали однакову довжину, яка становила 371 п.н. 
Порівняння нуклеотидних послідовностей цих 
клонів між собою дозволило встановити відмін-
ності на рівні 4,3 % (16 нуклеотидів). Майже 
половину цих варіацій (7) становили заміни 
G → A, чверть з них (4) припадала на заміни 
Т → С.  

Порівняльний аналіз довжини отриманих 
клонів G. рneumonanthe і G. punctata із клонова-
ними раніше послідовностями МГС 5S рДНК 
для інших видів роду Gentiana флори України, а 
саме G. lutea, G. asclepiadea та G. acaulis (Анд-
рєєв та ін., 2017), показав, що найменша дов-
жина цієї ділянки геному характерна для 
G. рneumonanthe (371 п.н.), найбільша — для 
G. acaulis (500 п.н.) (табл. 1). Для видів 
G. punctata і G. lutea різниця у довжині клонів 
становила 1 нуклеотид (400 і 399 п.н., відповід-
но). Загалом, для чотирьох з п’яти досліджених 
видів довжина МГС 5S рДНК була близькою до 
400 п.н. (табл. 1). 

 

Таблиця 1. Довжина послідовності МГС гена 5S рРНК деяких видів Gentiana 

Секція Вид Довжина МГС 5S рДНК, п.н. 

Рneumonanthe G. рneumonanthe 371 

*** G. asclepiadea* 408 

Gentiana 
G. punctata 400 

G. lutea* 399 

Ciminalis G. acaulis* 500 

Примітка. * за Андрєєв та ін., 2017; *** — приналежність G. asclepiadea до однієї з наведених секцій роду (Рneumonanthe) має 
суперечливий характер і не визначена остаточно. 

Вирівнювання та порівняльний аналіз кло-
нованих послідовностей МГС 5S рДНК п’яти 
видів роду Gentiana флори України (табл. 1), 
проведені у програмі Unipro UGENE з викорис-
танням алгоритму Muscle, дозволили виявити 
деякі особливості молекулярної організації цієї 
ділянки геному (рис. 2). Зокрема, МГС 5S рДНК 
досліджених представників роду Gentiana, як і в 
інших видів, містить на початку консервативний 
оліго-dT мотив, який відіграє роль ділянки тер-
мінації транскрипції. Також у МГС видів Gentia-
na виявлено в положенні –30 п.н. АТ-багату 
ділянку (ТАТА-бокс), що передує кодувальному 
регіону гена 5S рРНК. Раніше для модельної 
рослини Arabidopsis thaliana було доведено, що 
ця ділянка є сайтом ініціації транскрипції (Douet, 
Tourmente, 2007; Layat et al., 2012). Пізніше по-
дібні АТ-багаті ділянки було знайдено і в пред-
ставників кількох інших родин покритонасінних 
рослин (Volkov, Panchuk, 2014; Тинкевич та ін., 
2014, 2015, 2020; Іщенко та ін., 2019; Шелифіст 
та ін., 2019). Водночас, консервативний 5’-
кінець МГС відрізняється від A. thaliana та інших 
видів деяких родин покритонасінних рослин 
модифікацією іншого консервативного елемен-
ту, який вважається необхідним для ініціації 
транскрипції (Douet, Tourmente, 2007). А саме, у 

досліджених видів Gentiana в позиції –13 п.н. 
замість GC знаходиться динуклеотид AC, ото-
чений АТ-багатою послідовністю, розташова-
ною за ТАТА-боксом. 

Головні відмінності між дослідженими ви-
дами Gentiana пов’язані з центральною части-
ною МГС між цими консервативними ділянками. 
В усіх видів, за виключенням G. рneumonanthe, 
за полі(Т) послідовністю, що входить до складу 
сайту термінації, розташована протяжна інсер-
ція (Ins 1, рис. 2) довжиною від 202 п.н. у G.lutea 
до 309 п.н. у G.acaulis, яка містить на початку 
АТ-багату, а наприкінці GC-багату ділянки. При-
чому така будова МГС характерна не лише для 
двох видів секції Gentiana, але й для виду 
G. asclepiadea, який разом із G. рneumonanthe 
віднесено до секції Pneumonanthe. Інсерція 1 
має подібну послідовність у цих чотирьох видів і 
лише у G. acaulis відрізняється наявністю дода-
ткової інсерції на початку. За інсерцією 1 роз-
ташована ділянка, яка має досить високу подіб-
ність у всіх видів за виключенням G. рneumo-
nanthe, у якого вона переривається двома інсе-
рціями (Ins 2 та Ins 3, рис. 2): T-багатої ділянки 
довжиною 19 п.н. (позиції 363-381) та АТ-багатої 
ділянки довжиною 127 п.н. (позиції 434–560). 
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Рис. 2. Схема організації МГС 5S рДНК деяких видів роду Gentiana. Результати вирівнювання послідовностей за алгоритмом 
Muscle з уточненням вручну в програмі Unipro UGENE (Okonechnikov et al., 2012). Фоновим забарвленням показано рівень поді-
бності послідовностей: світло-сірим — ідентичність у ≥ 60 %, темно-сірим — у ≥ 80 %, чорним — у 100 %. В нижньому рядку 
показано ділянки, які є консервативними у більшості досліджених видів. Ins 1–3 — інсерції, які відрізняють G. рneumonanthe та 
чотири інших види. 

Порівняльний аналіз послідовностей МГС 
5S рДНК різних видів (табл. 2) показав високий 
рівень подібності (93 %) для G. punctata і 
G. lutea, що входять до секції Gentiana, які відрі-
знялися лише за 31 нуклеотидом. Майже трети-
ну з виявлених варіацій складають заміни 
Т → С. Відмінності між двома видами секції 
Pneumonanthe — G. рneumonanthe і G. аscle-
piadea були набагато вищими — до 37,5 %. Це 

може свідчити про їхнє помилкове об’єднання в 
межах секції. Як і слід було очікувати, G. acaulis, 
приналежний до секції Ciminalis, значно відріз-
нявся від видів інших секцій роду Gentiana за 
довжиною, що зумовлено наявністю великої 
інсерції на початку МГС, та за нуклеотидною 
послідовністю, відмінності становили 19–45 %. 

 

Таблиця 2. Попарні дистанції (p-distance) між послідовностями МГС 5S рДНК деяких видів роду 
Gentiana. 

 Вид 1 2 3 4 5 6 

1 G. pneumonanthe (клон 1) *      

2 G. pneumonanthe (клон 2) 0,043 *     

3 G.asclepiadea 0,365 0,375 *    

4 G.punctata 0,311 0,301 0,167 *   

5 G.lutea 0,310 0,294 0,174 0,068 *  

6 G.acaulis 0,453 0,453 0,213 0,187 0,194 * 
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Висновки 

Порівняльний аналіз нуклеотидної послі-
довності клонованих ПЛР-фрагментів МГС генів 
5S рРНК п’яти видів тирличів флори України 
дозволив встановити деякі особливості органі-
зації цієї ділянки геному у вивчених представни-
ків роду. Зокрема, показано наявність деяких 
типових для інших родин покритонасінних рос-
лин мотивів, а саме консервативного оліго-dT 
мотиву на початку МГС, який відіграє роль діля-
нки термінації транскрипції, та АТ-багатої ділян-
ки, що передує кодувальному регіону гена 
5S рРНК, а також модифікація GC елемента в 
ділянці ініціації транскрипції. Встановлено між-
видову мінливість молекулярної організації МГС 
Gentiana, що може бути використано для уточ-
нення філогенетичних відносин між представ-
никами цього роду. 

Фінансування. Дослідження проводились 
за фінансової підтримки Міністерства освіти і 
науки України (№ 0118U000137).  
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Aim. The study was aimed at cloning and analysis 
of molecular organization of 5S rDNA intergenic spacer 
(IGS) in two Gentiana species of Ukrainian flora, 
G. pneumonanthe L. and G. punctata L. Methods. 5S 
rDNA IGS sequence was amplified using polymerase 
chain reaction (PCR) with a pair of primers specific for 
the gene coding region. The produced PCR products 
were fractionated by gel-electrophoresis, isolated, 
ligated into plasmid pUC18, cloned into E. coli, and then 

sequenced. Nucleotide sequences were aligned using 
the Muscle algorithm and analyzed in the Unipro 
UGENE software. Results. The intergenic spacer region 
of the 5S rRNA genes was cloned and sequenced for 
two Gentiana species of Ukrainian flora, G. рneu-
monanthe and G. punctata. Based on the analysis of the 
alignment of the IGS sequences of five Gentiana species 
from three sections, some features of molecular 
organization of IGS of 5S rRNA genes in the studied 
species were established. In particular, motifs typical for 
other angiosperm families were identified, such as 
conservative oligo-dT motif at the IGS 3’-end that served 
as a transcription termination site and AT-rich region 
preceding the coding region of 5S rRNA gene. However, 
in the region of transcription initiation, conservative GC-
element in position –13 is changed to AC. Conclusions. 
The interspecific variation of molecular organization of 
5S rDNA IGS was identified among Gentiana species 
that can be used to clarify the phylogenetic relationships 
between members of this genus. 

Keywords: Gentiana species, 5S rDNA intergenic 
spacer, molecular organization, phylogeny. 


