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ВИКОРИСТАННЯ ГЕН-СПРЯМОВАНИХ МАРКЕРІВ ДЛЯ АНАЛІЗУ 

ГЕНЕТИЧНОЇ СТРУКТУРИ ПОПУЛЯЦІЙ GENTIANA LUTEA L. 
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У сучасних популяційно-генетичних дослідженнях представників 

родини Gentianaceae успішно застосовують методи молекулярно-генетичного 

аналізу на основі полімеразної ланцюгової реакції (ПЛР) з використанням 

різних типів маркерів, зокрема RAPD, ISSR, AFLP та ін. [4, 5, 7, 8]. В останнє 

десятиріччя накопичення інформації про функціонально-важливі ділянки 

геному, зокрема кодувальні та регуляторні ділянки генів, стимулювало 

розробку нових методів ПЛР-аналізу, що базуються на використанні 

праймерів гомологічних до консервативних мотивів цих ділянок. До таких 

належать CDDP (сonserved DNA-derived polymorphism)- та RGAP (resistance 

gene analog polymorphisms)-аналіз. CDDP-маркери можуть бути 

безпосередньо пов’язані із кодувальними ділянками функціонально 

важливих генів відповіді на стрес [3], RGAP-маркери – із кодувальними 

ділянками стійкості до хвороб (наприклад, борошнистої роси, жовтої іржі та 

ін.). 

Як модельний об’єкт обрано рідкісний високогірний вид роду 

Gentiana L. – тирлич жовтий (Gentiana lutea L.), який відноситься до категорії 

вразливих і потребує охорони. Ураховуючи цінність цієї лікарської рослини 

та зростаючу потребу у сировині G. lutea, а також загрозу зменшення 

природних запасів, необхідно провести заходи з охорони та відновлення його 

популяцій. Надзвичайно важливо розробляти стратегії збереження та 

управління цим видом, виходячи із генетичних даних. 

Метою нашої роботи було дослідження популяційно-генетичної 

різноманітності G. lutea за допомогою CDDP- і RGAP-маркерів. 

Генетичну варіабельність G. lutea оцінювали на основі аналізу 86 зразків 

із шести популяцій, розташованих на полонині Лемська (Lem), між 

вершинами гір Шешул і Павлик (Sh), на горі Пожижевська (Pozh) (хребет 

Чорногора); на полонині Крачунєска (Kr) та між горама Трояска і Татарука 

(Tr) (хребет Свидівець). Виділення ДНК, гель-електрофорез продуктів 

ампліфікації, умови проведення ПЛР наведено у роботах [1, 2, 6]. Для аналізу 

використали 6 CDDP-праймерів (WRKY-A-R, WRKY-B, MYB, ERF-F, 

MADS-A, ABP1–2) і 6 пар RGAP-праймерів (Cre3Ploop + Cre3-k3, NLRR-

INV1 + NLRR-INV2, Pto kin3 + Pto kin4, RLRR for + RLRR rev, XLRR for + 

XLRR rev, XLRR-INV1 + XLRR-INV2) [6]. Показники генетичного 

поліморфізму популяцій (частку поліморфних ампліконів (P), очікувану 

гетерозиготність (He), індекс Шеннона (S)) та розподіл загальної генетичної 

мінливості на міжпопуляційну та внутрішньопопуляційну (AMOVA) 

розраховували з використанням програми GenAlEx 6.5. 
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Частка унікальних ампліконів у середньому для шести популяцій 

становила 6 % від загальної кількості врахованих фрагментів за обома 

видами ПЛР-маркерів. За результатами CDDP-аналізу природні популяції з 

хребта Чорногора характеризувалися вищими показниками генетичного 

поліморфізму (Sh: 0,110±0,017 (He), 0,160±0,025 (S), 27,5% (P); Lem: 

0,152±0,018 (He), 0,229±0,025 (S), 45% (P); HT: 0,172±0,019 (He), 0,253±0,027 

(S), 45% (P)), порівняно з популяціями із Свидівецького масиву (Kr: 

0,095±0,016 (He), 0,139±0,023 (S), 24,2% (P); Tr: 0,089±0,015 (He), 0,134±0,022 

(S), 25,8% (P)). Аналогічно вищі показники природних популяції з хребта 

Чорногора (Sh: 0,177±0,023 (He), 0,263±0,032 (S), 48,8 % (P); Lem: 

0,106±0,019 (He), 0,160±0,028 (S), 33,3 % (P); HT: 0,106±0,019 (He), 

0,159±0,028 (S), 32,1 % (P)), порівняно із свидівецькими (Kr: 0,077±0,017 

(He), 0,118±0,025, 25 % (P); Tr: 0,075±0,017 (He), 0,112±0,025 (S), 22,6 % (P)) 

отримані і за даними RGAP-ПЛР. Причому найбільше і найменше значення 

відрізнялося за показниками у популяцій із різних хребтів приблизно у 2–2,4 

рази. Очевидно, це пов’язано із еколого-географічними умовами їх 

зростання, популяційними характеристиками і режимом використання. 

Чорногірські популяції зростають в умовах заповідання, на відміну від 

свидівецьких, які зазнають значного пасторального навантаження. 

Найнижчим рівнем поліморфізму за усіма показниками (P, He, S) 

характеризувалася агропопуляція з г. Пожижевська (CDDP: 0,056±0,012 (He), 

0,089±0,018 (S), 18,3% (P); RGAP: 0,051±0,013 (He), 0,083±0,019 (S), 22,6% 

(P)). Отримані показники були меншими від показників популяцій з хребта 

Свидівець. Очевидно тривалий період онтогенезу однієї рослини G. lutea (до 

100 років) були тими факторами, що стримували зростання генетичного 

різноманіття у ній. 

Одержані дані за обома типами маркерів були схожими (порівняння 

середніх показників досліджених популяцій) (CDDP: 0,112±0,007 (He), 

0,167±0,010 (S), 31 % (P); RGAP: 0,099±0,008 (He), 0,149±0,011 (S), 30,8 % 

(P)). Встановлено, що отримані за допомогою CDDP- і RGAP-маркерів 

результати генетичної різноманітності G. lutea дещо нижчі, порівняно з 

одержаними нами раніше даними за допомогою RAPD- та ISSR-маркерів [1, 

2]. Такі відмінності можуть бути зумовлені особливостями структури геному 

досліджуваного виду, зокрема співвідношенням кодувальної і некодувальної 

ДНК. 

Аналіз молекулярної варіанси (AMOVA) показав, що у складі загальної 

генетичної гетерогенності виду, 68 % (RGAP) і 71 % (CDDP) генетичної 

різноманітності G. lutea припадає на міжпопуляційні відмінності, а частка 

внутрішньопопуляційного поліморфізму становить 32 % (RGAP) і 29 % 

(CDDP). Oчевидно, ізоляція популяцій існує впродовж тривалого часу і 

призвела до накопичення значних міжпопуляційних відмінностей. 

Отже, за допомогою CDDP- і RGAP-маркерів досліджено генетичну 

різноманітність п’яти природних і однієї інтродукованої популяцій G. lutea. 

Отримані дані свідчать про значну дивергенцію популяцій тирличу жовтого. 

Показники генетичного поліморфізму популяцій з хребта Чорногора були 
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вищими у порівнянні із такими у рослин з хребта Свидовець. Найнижчі 

показники генетичної гетерогенності характерні для агропопуляції з гори 

Пожижевська. Нижчі результати оцінки рівня генетичного поліморфізму 

G. lutea за допомогою CDDP- і RGAP-маркерів, у порівнянні з RAPD- і ISSR-

маркерами, підкреслюють важливість вибору системи ефективних маркерів, 

як на основі кодуючих, так і некодуючих послідовностей для кожного 

об’єкту дослідження. Більш достовірні дані вдається отримати лише при 

одночасному використанні кількох типів генетичних маркерів, що дозволяє 

порівняти різні ділянки геному і виявити генетичну відмінність 

досліджуваних зразків за ними. 
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