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ВСТУП 

 

Для широкого кола ботанічних досліджень важливою ланкою або 

кінцевою ціллю є аналіз видового складу, ботанічних і морфологічних 

особливостей видів однієї таксономічної групи (родини або роду) певної 

території. Вивчення видового складу та проявів внутрішньовидової 

мінливості необхідні для розвитку теоретичної екології, генетики рослин, 

популяційної біології. Також визначення видового складу господарчо цінних 

родів та родин, їх географічного поширення є важливим етапом розвитку 

промисловості. Початкові дані та уявлення про таксономічну приналежність 

періодично повинні бути переглянуті, так як можливі зміни видового 

складу(гібридизація, поява нових або зникнення старих видів), а також 

з’являються нові методи досліджень, доповнюються традиційні. Широкий 

спектр використання результатів досліджень з визначення видів і зумовлює 

їх актуальність. 

Використання видів шавлії у різних галузях господарства обумовлює 

зацікавленість щодо родини не лише в практичному, але й в теоретичному 

аспекті. Велика кількість досліджень з ботаніки та генетики стосуються 

проблем та питань, пов’язаних з  родом  Salvia — видоутворення, міжвидова 

гібридизація, міжвидова мінливість, популяційно-фенотиповий поліморфізм, 

регіональна оцінка видового складу — та проводяться у різних країнах світу 

[1].   

Систематику роду Шавлії розробив G. Bentham у 1833 р., а вдосконалив 

J. Briquet у 1897. Але проведені дослідження останніх років показали, що 

багато ознак, які є визначальними для підродів, потребують уточнення, а 

також морфологічні ознаки не завжди є надійним критерієм для визначення 

за умов гібридизації близькоспоріднених видів. 

Рід Salvia L. за морфолого-анатомічними ознаками поділяють на 7 

підродів. Така класифікація заснована на су’єктивному підході до опису 

рослини і не завжди відповідає дійсному стану речей. Дискусії щодо 
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належності видів шавлії до секцій, підсекцій і рядів завжди мали місце. 

Морфологічні характеристики залежать від умов навколишнього середовища, 

що робить ідентифікацію видів більш складною [2]. 

Sepehry  Javan та ін. (2012) визначили три основних фактори, які 

впливають на генетичне різноманіття шавлій: вид, ареал географічного 

поширення та добір. Саме ці фактори разом з перехресним запиленням 

спричиняють неясність в таксономії та генетичних зв’язках видів Salvia [3]. 

Генетична характеристика має важливе значення для виявлення рівня 

генетичного різноманіття рослин певного ареалу, для виявлення вигідніших 

генотипів для вирощування в промислових цілях, особливо це стосується 

такого географічно диференційованого роду як Salvia [4, 5]. 

Зараз розроблено кілька систем молекулярних маркерів на основі ДНК 

або для ідентифікації сорту(виду), або для оцінки генетичних зв’язків між 

видами рослин. Ці методи є економічно вигідними, високо поліморфними і 

не залежать від умов навколишнього середовища[6].  

Рід шавлії схильний до високого рівня гібридизації, що може призвести 

до зникнення певного виду, або прийняття гібриду за окремий вид. 

Припускають, що шавлія кременецька може бути гібридом двох інших видів, 

які зростають в ботанічних колекціях. Так як цей вид є рідкісним та потребує 

охороги, його необхідно точно ідентифікувати не лише за морфологічними 

критеріями, які не завжди є точними. Через можливі загрози для цього роду і 

зокрема певних видів існує потреба оцінити різноманітність його диких 

популяцій. Показано, що IRAP і RAPD молекулярні методи є надійними для 

виявлення поліморфізму між близькоспорідненими видами. А зберігання та 

одомашнення роду Salvia повинні відповідати рівням генетичної варіації [7].  

Шавлія кременецька (Salvia cremenecensis) — подільський ендемічний 

вид, що потребує охорони та збереження. Вона занесена до Червоної книги 

України та дуже рідко трапляється на схилах Кременецьких гір в 

Тернопільській області, Середньому Придністров’ї Хмельницької області та 

на Товтровому кряжі Вінницької. Потребує уточнення ареалу, детального 
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вивчення умов зростання і охорони. Вид знаходиться під охороною в 

природному заповіднику «Медобори» та його філії «Кременецькі гори» та в 

ботанічному заказнику загальнодержавного значення Ваканци [8]. 

Генетичне різноманіття рослин є важливим фактором їх одомашнення, 

збереження та розмноження. Тому багато робіт присвячено оцінці генетичної 

мінливості методами IRAP і RAPD у різних видів Salvia [3, 4, 5, 9, 10, 11, 12]. 

Також Hedge ставить під сумнів видовий статус шавлії кременецької та 

відносить її до таксону гібридного походження, з вихідним батьківським 

видом S. nutans [13, 14]. 

У роботі було використано методику ПЛР, що базується на використанні 

IRAP (Inter Retrotransposone Amplified Polymorphism) та REMAP 

(Retrotransposone Microsatellite Amplified Polymorphism) маркерів. Їхня 

висока роздільна здатність була підтверджені в низці робіт.   

Роботу виконували в лабораторії генетики та клітинної біології кафедри 

біології НаУКМА. 

Мета роботи: підтвердити чи спростувати твердження про те, що Salvia 

cremenecensis (Бессар), яка зростає в колекціях «Кременецьких гір» є 

гібридом між Salvia nutans та Salvia dumetorum. 

Для досягнення мети було поставлено наступні завдання: 

1.  Визначити видиму різницю між видами шавлії на фенотиповому рівні 

2. Спираючись на літературні джерела, підібрати праймери до 

мікросателітних послідовностей 

3. Проаналізувати наявний рослинний матеріал, за праймерами до 

мікросателітних локусів на наявність поліморфізму. 

 

 

 

 

 



8 
 

РОЗДІЛ 1  

ОГЛЯД ЛІТЕРАТУРИ 

 

1.1. Значення шавлії 

 

Рід шавлія (Salvia L.) включає немало господарсько цінних рослин: 

лікарських, эфіро- і масляноолійних, пряно-ароматичних, медоносних і 

декоративних. В Європі в квітникарстві та озелененні використовується не 

менше 17 видів шавлій. Використання роду  Salvia широко представлене в 

таких галузях, як фармацевтика, виготовлення продуктів харчування та 

прянощів [3].  

Як найчисельніший рід шавлія активно культивується в різних частинах 

світу, особливо в тропічних районах, таких як Китай (84 види), Іран (58 

види), Середземномор’я, південний схід Африки, Центральна та Південна 

Америка [12, 15]. 

Окрім того, види Salvia мають яскраві фармакологічні характеристики, 

включаючи протизапальні, антитромбоцитарні, антитромбатичні властивості, 

через те що мають велику кількість метаболітів як основних хімічних 

компонентів [11].  

Шавлію також використовували для лікування різноманітних 

захворювань, таких як синдром набутого імунодефіциту людини (СНІД), 

діабету, порушень функцій печінки та хвороби Альцгеймера [9].  

У 80-90х роках минулого століття почали інтенсивні дослідження 

антиоксидантних властивостей шавлій (та лікування завдяки ним 

різноманітних хвороб), результати яких є актуальними і донині [16, 17, 18].

 Показано, що рослина має широкий спектр біологічної активності, 

включаючи антибактеріальну та протигрибкову дію, також є в’яжучий ефект 

на основі естрогену та тіаніну [17, 19]. 
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Важливим є те, що ефірні олії шавлії були визначені як гіпотензивні та 

спазмолітичні, а також мали дію пригнічування активності нервової системи 

[20, 21]. 

Лікувальні властивості гідроетанолового екстракту шавлії 

досліджували на моделях ран. S. officinalis містить велику кількість 

фітохімічних речовин – фенольні, флавоноїдні сполуки, які пришвидшують 

загоєння ран через очищення їх від вільних радикалів. Введення екстракту 

інгібувало пошкодження РНК. Автори дослідження зробили висновок, що S. 

officinalis значно знижує викликаний запаленням окисний стрес і рівень 

пошкодження РНК в клітинах епідермісу шкіри [22]. 

Шавлія – важливий компонент природних та штучних екосистем, є 

складником рослинних угруповань багатьох кліматичних зон світу [13]. 

Основними еволюційними центрами цього космополіту є: Центральна та 

Південна Америка (близько 500 видів), Центральна Азія та Середземномор’я 

(близько 250 видів), Східна Азія (близько 90 видів) [23]. 
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1.2. Морфологічні особливості, спосіб репродукції 

1.2.1. Морфологічні особливості та ознаки, на які звертають увагу 

при систематиці.  При систематиці шавлій у визначниках описуються 

висота, форма стебла, суцвіття, форми віночку квітів, форма та розмір 

насіння, наявність та ступінь опушення. Шавлії – багаторічні трави, 

задерев’янілі біля основи. Корінь довжиною 25-72 см. Епідерміс коренів 

блідо-коричневий, загрубівший.  Стебло довжиною 16,5-38,5 см, прямокутне, 

пряме, висхідне. Стебло покрите залозистими волосками та ворсинками. 

Листя також має залози, продовгувато-яйцевидне, в основному базальне. 

Залозисті волоски та ворсинки присутні як на верхній, так і на нижній 

частині епідермісу листків. Краї листка зубчасті. Квіти зигоморфні, 

розташовані по вертикалі на осі може бути від 2 до 16. Форма чашечки з 

розширенням. Чашечка 18-24 мм, а віночок 28-36 мм. Верхня губа віночка 

має дві дольки – віночок двогубий. Трубка віночка пряма (не сплощена). 

Тичинкова нитка довжиною 7-10 мм, а пиляк – 2-3 мм. Приймочка роздвоєна 

[24].  

Характерною особливістю роду Salvia є наявність двух тичинок у 

вигляді важільного механізму, які адаптовані до ентомофілії. Під верхньою 

губою розташовані дві тичинки, вони закріплені, як важіль, коротке плече 

закінчується лопаттю, яка перекриває отвір у трубку квітки, довге ж плече 

має на кінці пиляк. Коли комаха намагається дістати нектар з дна трубки, то 

автоматично на неї струшується пилок з верхньої частини після натискання 

на лопать тичинки. В межах роду морфологія тичинок дуже мінлива, і 

важільний механізм у більшості видів не спеціалізований для певного 

запилювача. Цей унікальний механізм запилення відіграє важливу роль у 

видоутворенні роду Salvia і вважається причиною його високої 

монофільності. Але пізніше було показано [23, 25], що важільний механізм в 

роді Salvia розвивався незалежно, принаймні, три рази, і це було 

переконливим доказом поліфілетичного походження роду.  
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З біоморфологічної точки зору у шавлії розглядаються в такі етапи: 1) 

вивчається габітус (структура осьової частини); 2) структура осьової системи 

співвідносяться з певними життєвими формами і виявляються основні 

напрямки морфологічної еволюції системи стебла та пагона, що виникли при 

адаптації до різних умов середовища [24, 26].      

 Осьова система всіх видів шавлії складається зі скелетної вегетативної 

частини і короткоживучої генеративної, представленої суцвіттями. Для опису 

прийнятий понятійний апарат концепції архітектурних моделей. Вона являє 

собою повністю модулярну архітектурну модель, тобто безперервну 

послідовність морфологічно рівноцінних модулів, наростаючих один за 

іншим симподїально. Модулем тут виступає структурна одиниця осьової 

системи, що представляє результат діяльності однієї меристеми з моменту її 

виникнення і до переходу в генеративний стан [27].     

 Перший модуль у всіх видів шавлії представлений моноподіальним 

наростаючим головним пагоном у вегетативному стані. Після генеративної 

диференціації його апекса наростання осьової системи здійснюється за 

рахунок аксіолярних меристем, що утворюють осі заміщення. Модуль і 

суцвіття, яке його закриває, утворюють в сукупності моноаксіальну 

архітектурну одиницю [26, 27].       

 Генеративні осьові системи різних видів шавлії також організовані за 

модульним принципом і відрізняються за ступенем складності. Модуль 

суцвіття, або флоральна одиниця представлена тирсом з вкороченими 

бічними осями, що складають його суцвіття – варіанти дихазію, у якого одна 

з бічних осей третього і наступних порядків зазвичай не розвивається. 

Процеси редукції суцвіття виражаються не тільки в укороченні осей, але і в 

зменшенні числа квіток. Фіксоване число квіток в дихазії, рівне трьом, 

очевидно, є еволюційно вигідним станом даної ознаки [26].   

 Під час опису виду звертають увагу на форму та розмір листя, ступінь 

опушеності, форму та розмір горішків, кут відгину верхньої та нижньої губ, 

розмір віночку. 
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1.2.2. Розмноження. В результаті природнього добору, 

опосередкованого запилювачами, у квіткових рослин виникло велике 

різноманіття адаптацій квітки і репродуктивних стратегій. Форма та 

функціонування статевих одиниць визначають закономірності розсіювання і 

потрапляння пилку і разом з системою несумісності визначать репродуктивні 

можливості рослини. Розмноження певних родів зазвичай вивчає 

репродуктивна біологія, яка є дуже важливою галуззю для дослідження, 

збереження та штучного культивування рідкісних та ендемічних видів через 

обмежений розмір популяції або ареал розповсюдження [28].   

 Розмноження є одним з найважливіших етапів, який визначає 

чисельність організмів та їх розподіл. Репродуктивні стратегії визначають 

кількість і якість нащадків, а значить, і потік генів у часі та просторі [29, 30]. 

Репродуктивні стратегії особливо актуальні для рідкісних, ендемічніх 

видів, бо вони можуть повністю зникнути , якщо поступово 

зменшуватиметься кількість особин  чи популяцій , і нею визначається 

генетичний склад і фертильність, чиниться вплив на динаміку популяцій і 

довгострокову сталість [31]. Велике різноманіття адаптацій до ротового 

апарату комахи та репродуктивних стратегій розвинулося у рослин в 

результаті природнього добору під час взаємодії з запилювачами [29, 32, 33]. 

Не зважаючи на те, що більшість рослин еволюціонували за розвитком 

перехресного запилення, репродуктивні системи можуть мати обов’язкову 

певну схему схрещування, буди змішано- або самозапильними. 

Репродуктивна стратегія залежить від форми та функцій статевих одиниць 

(тичинок, маточок, квіток, суцвіть), які і визначають модель розсіювання і 

прийняття пилку, разом з системою несумісності, яка контролюється 

генетично [29, 30, 32].           

 Кожна репродуктивна система має свої переваги та недоліки [34, 35, 

36]. Загалом, ауткросинг дає можливість для потоку генів всередині або серед 

популяцій, тому збільшується генетичне різноманіття і, можливо, підвищує 

продуктивність потомства, його адаптивні можливості [37, 38]. Але така 



13 
 

стратегія також несе енергетичні витрати, неопосередковано впливає на 

кількість запилювачів та приваблення травоїдних то ареалу розповсюдження 

[39, 40]. В умовах інбридингу і самозапилення можуть виникати та 

зберігатися певні адаптаційно вигідні гени і їх комбінації [30, 41]; але пізніше 

це може призвести до депресії інбридингу через зменшення генетичного 

різноманіття [30, 42]. Змішані системи схрещування поширені в природі і 

притаманні гермафродитним рослинам, які як самозапилюються, так і 

перехресно навіть з іншими видами (міжвидова гібридизація) [37].  

 З морфологічної точки зору рід Salvia представляє велике різноманіття 

видів запилення [43, 44], хоча репродуктивна біологія вивчала не так багато 

видів. Дослідження, які проводилися на представниках роду, показали, що 

види в основному, самозапильні і протоандричні гермафродити [45, 46]. 

Цвіте шавлія з травня до липня, плід — чотиригорішок. 

 

1.3. Систематика роду Salvia 

 

Рід Salvia включає близько 900 видів, систематичне положення роду в 

родині Lamiaceae точно не визначено. Спершу його відносили до підродини 

Stachyoideae. Але в більш пізніх систематиках,  які базувалися на 

порівняльній морфології та молекулярній філогенії, рід Salvia віднесли до 

підродини Nepetoideae [47, 48].       

 Рід Salvia описаний К. Ліннеєм (Linnaeus, 1753). Сучасна систематика в 

рід включає  види, які раніше були описані в складі самостійних родів 

Schraderia Medik., Covola Medik., Horminum Moench, Sclarea Moench, Jungia 

Moench, Stenarrhena D.Don, Leonia La Llav. et Lex., Audibertia Benth., 

Rhodochlamys Schau., Salviastrum Scheele, Polakia Stapf, Ramona Greene. В 

світовому масштабі опрацював вид G. Bentham (1833), створив систематику 

роду, яку вдосконалив J. Briquet (1897). Bentham виділив 14 секцій, які 

об’єднав в 4 підродини [49].         
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 Комаров у своїх роботах по флорі СРСР рід Salvia L. за морфолого-

анатомічними ознаками поділяє на 7 підродів. Підрід Eusalvia Pobed. 

складається із трьох секцій: Eusphace Benth.in Hook., Physosphace Bge та 

Drymosphace. Секція Eusphace Benth.in Hook. містить 5 рядів: Officinales 

Pobed. (S. officinalis L. та S. grandiflora), Trigonocalyx Pobed. (S. trigonocalyx 

Woron.), Pachystachyae Pobed. (S. pachystachya, S. Alexandri, S. Garedji 

Troitzki, S. rosifolia), Ringentes Pobed. (S. ringens Sibth.) та Scabiosifoliae Pobed. 

(S. Scabiosifolia, S. adenostachya Juz., S. Demetrii). Секція Physosphace Bge 

містить S. Trautvetteri Rgl., S. Lipskyi Pobed., S. Komarovii Pobed., S. submutica 

Botsch.et Vved., S. glabricaulis Pobed. та S. lilacinocoerulea Nevski. Секція 

Drymosphace містить S. glutinosa L. та S. Forskaehlei (S. Forskolei) L. Mant. До 

підроду Macrosphace Pobed. входять п’ять видів: S. Schmalhausenii Rgl., S. 

Margaritae Botsch., S. Drobovii Botsch., S. aequisens Botsch. і S. campylodonta 

Botsch. З підроду Leona на території СНД зустрічається тільки один вид S. 

Plebeja R. Br. Prodr., який належить до секції Notiosphace Benth. Lab. Gen. 

Підрід Sclarea (Moench) Benth. in Benth. a. Hook. f. Gen. складається із 

чотирьох секцій: Horminum (Moench) Benth. Lab. Gen. et sp., Stenarrhena 

(Don) Briq. in Pflanzenfam., Macrocalyx Pobed. sect. n. en Addenda, 

Plethiosphace Benth. in Hook. До секції Horminum (Moench) Benth. Lab. Gen. et 

sp. входять S. horminum, L. S. viridis L. та S. intercedens Pobed. Секція 

Stenarrhena (Don) Briq. in Pflanzenfam. містить дві підсекції Homalosphaceae, 

до якої входить 5 рядів: Syriacae Pobed. (S. syriaca L.), Spinosae Pobed. (S. 

spinosa L., S. nachiczevanica Pobed., S. macrosiphon Boiss.), Comparia Pobed. 

(S. compar Trautv.ex D. Sosn.), Seravschanicae Pobed. (S. zeravschanica, S. 

Gontscharovii Kudr.) та Canescentes Pobed. (S. canescens C.A.M. S. 

daghestanica Sosn.); та Gongrosphaceae Briq. in Pflanzenfam., до якої входять 8 

рядів: Sclareae Pobed. (S. sclarea L.), Kopetdaghenses Pobed. (S. kopetdaghensis 

Kudr., S. Linczewskii Kudr., S. Grossheimii Sosn., S. hajastana Pobed., S. 

karabachensis Pobed.), Lanatae. Pobed. (S. aethiopis L.), Verbascifoliae Pobed. 

(S. verbascifolia , S. Andreji Pobed., S. xanthocheila Boiss.), Limbatae Pobed. (S. 
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limbata C. A. M. Verzeichn., S. Chloroleuca, S. Prilipkoana Grossh. et Sosn., S. 

Fominii Grossh.), Ceratophyllae Pobed. (S. ceratophylla L., S. semilanata 

Czerniak. in Fedde, Repert.), Brachyanthae Pobed. (S. brachyantha (Bordz) 

Pobed.), Beckerianae Pobed. (S. Beckeri Trautv.). Із секції Macrocalyx Pobed. 

sect. n. en Addenda на території СНД зустрічається тільки один вид – S. 

insignis Kudr. Plethiosphace Benth. in Hook. До секції Plethiosphace Benth. in 

Hook. входять 6 рядів: Pratenses Pobed. (S. pratensis L., S. dumetorum Andrz., S. 

stepposa Schost., S. Kuznetzovii Sosn., S. virgata Jacq. Hort. Vind., S. turcomanica 

Pobed., S. Sibthorpii), Nemorosae Pobed (S. nemorosa L. (S. illuminata), S. 

tesquicola Klok.et Pobed., S. deserta Schang.), Fugaces Pobed (S. fugax Pobed.), 

Nutantes Pobed. (S. nutans L.), Austriacae Pobed. (S. austriaca Jacq., S. 

armeniaca (Bordz.) Grossh.) та Verbenacae Pobed (S. verbenaca). Із підроду 

Jungia (Moench) Briq. in Pflanzenfam. на території СНД зустрічається тільки 

один вид – S. splendens Ker-Gawl. Підрід Covola Medik. Phil. представлений 

двома видами S. verticillata L. і S. verticillata ssp. amasiaca (Freyn & Sint.) 

Bornm. Із підроду Sanglakia Pobed. на території СНД зустрічається тільки 

один вид – S. baldshuanica Lipsky [50]. 

 

1.4. Геном роду Salvia 

1.4.1 Загальна характеристика геному роду  Salvia. Кількість 

хромосом у видів Salvia  надзвичайно різниться. З великої кількості видів 

підрахунок хромосом відомий для небагатьох. У 90-х роках минулого 

століття зазначалося, що чмсло хромосом в роді Salvia варіює в межах 2n = 

12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 32, 44, 54 і 64 [51]. На сьогодні опубліковані дані 

показують мінімальну кількість 2n = 12 у S. hispanica до максимальної 2n = 

88 у октаплоїда S. Guaranitica [52]. Окрім того, що у шавлій варіює рівень 

плоїдності, основне число хромосом також широко відрізняється у видів у 

межах роду (x =6, 7, 8, 9, 10, 11 і 15 ) [53].  

 Повногеномний сіквенс для  S. Miltiorrhiza як господарсько цінного 

виду був проведений китайськими вченими. Замість очікуваного розміру в 
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615 Мб було отримано 538 Мб, такий відносно невеликий розмір зібраного 

геному пояснюють високою кількість повторів, які, ймовірно, звернуті разов 

в кількості декількох копій. Також була показана кількість SNP на кілобайт – 

2, 76 та кількість генів, кодуючих білки, -  30 [54].      

 Так як S. miltiorrhiza є важливою лікарською рослиною з високою 

медичною та господарською цінністю, проводили також сіквенс 

хлоропластного геному  – перший для родини Lamiaceae. Геном має розмір 

151,328 п.н. і демонструє типову структуру довгих (LSC, 82,695 п.н.) та 

коротких (SSC, 17,555 п.н.) ділянок, розділених парою інвертованих повторів 

(IR, 25,539 п.н.). Містить 114 унікальних генів, з яких 80  - кодують білок, 30 

- тРНК і 4 - рРНК. Показано три інвертованих, сім тандемних повторів. 

Більшість SSRs AT-збагачені, кількість SSR в білок-кодуючих 

послідовностях нижча порівняно з некодуючими – тобто розподіл SSR в 

геномі нерівномірний. Гомологи генів Арабідопсису  psbA (photosystem II 

protein D1) aта ndhI локалізовані в регіонах LSC та SSC [55].     

 Поліплоїдизація та зміна форми хромосом – основний фактор, який 

впливає на визначення виду роду. Хоча багато видів важкодосліджувані 

через малий розмір хромосом, їх морфологія разом з відомостями каріотипу 

показана для деяких видів (табл. 1.1) [56]. 

Таблиця 1.1. 

Морфологія хромосом та аналіз каріотипу рослин роду Salvia.  

Адаптовано за [56]. 

Вид К-ть 

хромосом 

(2n) 

Тип 

хромосом 

Морфологія та аналіз каріотипу 

S. farinaceae 18 A2B2C2D10

Е2 

Тип А: 8,5 мкм, 2 метацентричні 

хромосоми з довгими плечами, 

вторинна перетяжка; тип В: 6,00 

мкм, метацентричні; тип С: 7.00 
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мкм, мета- або акроцентричні; тип 

D: 4,00-3,00 мкм, середні 

S.reflexa 20 A2B18 А: 3,75 мкм, довгі, з вторинною 

перетяжкою; В: 2,50-1,50 мкм, 

маленькі, мета- і акроцентричні 

S. cjccinea 22 A2B6C14 А: 5,00 мкм, довгі, первинна і 

вторинні перетяжки близько 

центра; В: 3,50-3,00, короткі, 

акроцентричні; С: 3,25-1,75 мкм, 

маленькі, акро- і метацентричні 

S. grahamii 22 A2B14C6 А: 5 мкм, довгі, метацентричні, є 

вторинна перетяжка; В: 3,50-2,50 

мкм, середні, мета – та 

акроцентричні; С: 3,00-2,50 мкм, 

короткі метацентричні 

S. nemorosa 14 A2B8C4 А: 4,00 мкм, довгі, вторинна 

перетяжка на середині короткого 

плеча; В: 3,94-2.50 мкм, середні, 

акроцентричні; С: 3,25-2,25 мкм, 

метацентричні 

S. horminum    16+18 A2B8C6 А: 4,25 мкм, метацентричеі; В: 

3,50-3,00 мкм, короткі, 

метацентричні; С: 2,50-1,75, 

короткі, метацентричні 

S. officinalis 14 A2B6C6 Тип А: 3,00 мкм, короткі, 

метацентричні з вторинною 

перетяжкою; В: 4,95-2,25 мкм, 

метацентричні; С: 4,00-2,56 мкм 

S. tiliifolia 22 A2B20 Тип А: 4,00 мкм, метацентричні з 



18 
 

вторинною перетяжкою; В: 2,25-

1,95 мкм, акро- і метацентричні 

S. leucantha 22 A2B20 Тип А: 4,00 мкм, метацентрицні, 

вторинні перетяжки; тип В: 2,75-

1,95 мкм акро- і метацентричні 

S. verbenacea 54  5,00-2,25 мкм, структура неясна 

S. splendence 44  Довгі, 8 мають вторинну 

перетяжку, 5,67-1,25 мкм 

S. aegyptica 26  2,66-1,33 мкм, центромера 

плаваюча 

S. pratensis 16  Нефіксована центромера, 2,10-1,00 

мкм 

S. hispanica 12  Різної форми, перетяжка неясна, 

5,00-3,00 мкм 

S. aethiopis 22  4 довші, інші короткі, перетяжка 

неясна, 5,00-2,00 мкм 

 

 

1.4.2. Повтори – елементи геному, які впливають на формування 

структури геному шавлії. На елементи, які повторюються, у досліджених 

шавлій припадає приблизно 54,44% геному, це в 2 рази більше ніж у 

кунжута, який належить до іншого роду родини Lamiales. Довгі термінальні 

повтори (LTR) були найчисельнішими для S. miltiorrhiza і становили 18,03% 

геному, і той час як 55,58% повторів (30,26% геному) були 

некласифікованими, що вказує на їх специфічність [54]. 

У S.miltiorrhiza були виявлені нетипові для інших представників SSR 

довжиною більше ніж 8 п.н. SSR в 8 п.н. і довші схильні до просковзування 

(slip-strand mispairing) і неправильного об’єднання нуклеотидів, що, як 

вважають, є одним з основних мутаційних процесів і призводить до високого 
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рівня поліморфізму у роді. 166 SSR було виявлено в геномі S.miltiorrhiza. 

Більшість SSR у всіх видів є мононуклеотидами, далі по кількості йдуть ди-, 

тетра-, три-, рідко пента- або гексануклеотиди. 72% всіх SSR шавлії - A / T-

мононуклеотиди. Ці результати не заперечували того, що SSR зазвичай 

складаються з повторів поліаденіну (polyA) або політиміну (polyT) і рідко 

містять тандемні гуанінові (G) або цитозинові (C) повтори. Таким чином, ці 

SSR впливають на АТ-збагачення геному.  SSR було знайдено в кожному 

білок-кодуючому гені, але їх кількість там менша, ніж в некодуючих 

ділянках, тобто розподіл нерівномірний. Загалом 53 SSR були ідентифіковані 

в 23 генах S. miltiorrhiza. Серед них 10 генів включають в собі щонайменше 

два SSR, в тому числі ndhD, matK, rpoC2, ycf1 і ycf2 [55]. 

1.4.3. Гібридне видоутворення. Ще й досі існує багато суперечок щодо 

того, який саме механізм відповідає за більшість випадків видоутворення. 

Процес видоутворення у рослин як мінімум має включати: 1) дивергенцію по 

деяким ознакам (характеристикам), захвичай морфологічними, щоб рослини 

можна було за ними відрізнити; 2) появу репродуктивної ізоляції, якої було б 

достатньо для збереження цих відмінних ознак [57].      

 Різноманітні шляхи розвитку дивергенції та репродуктивної ізоляції 

являють собою способи видоутворення. Тобто любе дослідження 

видоутворення повинно виявити ознаки, які виділяють певні види і кількість 

генетичних розходжень між ними [58].    

 Грант (1981) розділяв способи видоутворення рослин на дві основні 

категорії – еволюційне розходження (первинне видоутворення) і гібридне 

видоутворення. Первинне видоутворення може бути квантовим – 

відбувається швидко, або географічне – поступово. Гібридне видоутворення 

може відбуватися на рівні ди- або поліплоїдів  [59].      

 Велике різноманіття в роді Salvia – це генетичний ресурс для 

покращення рослин, які вирощуються в якості сировини або декору. Відомо, 

що міжвидові гібриди утворилися в результаті природної або випадкової 

гібридизації культурних або диких рослин, але ступінь перехресної 
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сумісності видів в значній мірі не відома. В дослідженні зі схрещування 

дев’яти видів Salvia, які відбиралися так, щоб охопити широкий спектр 

американських та європейських видів, та оцінювання їх за схемою повного 

диалельного схрещування, лише 5 з 72 міжвидових крос-комбінацій дали 

життєздатне насіння. Успішне схрещування було в основному в близьких 

філогенетичних групах, але між видами з різною кількістю хромосом. Це 

дало змогу припустити, що різниця в кількості хромосом не є основною 

перешкодою для гібридизації в цьому роді  [60]. 

1.4.4. Способи доведення гібридного походження. Гібридне 

походження рослин доводять за генетичними, епігенетичними або 

морфологічними маркерами, а також за біохімічними характеристиками [61, 

62, 64].        

За допомогою молекулярних мікросателітних маркерів (SSR) було 

проаналізовано S.  officinalis і S. fruticosa – два близькоспоріднені види. S. 

Fruticosa в Хорватії росте лише на єдиному острові через штучну 

натуралізацію і тепер ділить географічне середовище існування з іншими 

видами роду. Досліджувані види мають однакову кількість хромосом (2n = 

14), час їх цвітіння перекривається. Штучні гібриди між цими двома видами 

існують і використовуються в комерційних цілях, тому метою було вивчити 

спонтанну (природню)гібридизацію. Зокрема, проаналізовано було 79 зразків 

рослин, серед яких були як батьківські види, так і ті, для яких допускалась 

можливість гібридного походження. Результати підтвердили існування 

явища природньої гібридизації [61].   

Серед біохімічних характеристик проводилось порівняння концентрації 

певних хімічних речовин в ефірних оліях. Гібрид шавлії, який отримали 

спонтанним схрещуванням двух близькоспоріднених видів (S. officinalis і S. 

lavandulifolia), ідентифікували шляхом вивчення хімічного складу ефірної 

олії, який контролювали протягов всього фенологічного циклу і порівнювали 

з батьківськими видами. У гібрида були представлені проміжні 

характеристики щодо якісного та кількісного складу олії. α-туйон (25,4–
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57,2%) і 1,8-циніол (15,5–55,1) – найбільш репрезентативні сполуки S. 

officinalis і S. Lavandulifolia відповідно. І вони також були основними 

сполуками гібридної олії, але в набагато нижчих концентраціях (α-туйон 

13,6–23,6; 1,8-циніол 12,0–34,7) [62]. 

Морфологічні ознаки зазвичай не найнадійніші, але використовуються 

при аналізі для підтвердження результатів, а також, якщо точно відомі дві 

батьківські форми, між якими відбулась гібридизація. Зазвичай це 23-25 

якісних (бінарних) морфологічних ознак таких органів як суцвіття, вісь 

суцвіття, галуження гілок, залозисті волоски, квітконіжка, квітка) та 18-20 

кількісних ознак цих же органів та чашечки [61]. Молекулярно-генетичні 

дослідження шавлій зазвичай фокусуються на генетичному розходженні в 

диких популяціях. Аналіз 25 природних популяцій S. officinalis. за 

допомогою Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) маркерів показав 

високий рівень генетичного розходження. Маркери лише розробляються , 

наприклад, успішно було це зроблено для аналізу близькоспоріднених видів 

S. fruticosa, S. pratensis, S. sclarea, S. Verticillata, Rosmarinus offi cinalis [63].

 Ще один спосіб доведення гібридного походження – метод MSAP 

(Methylation sensitive amplification polymorphism) – найчастіше  

використовуваний інструмент в епігенетичних дослідженнях. Це модифікація 

методу AFLP (Amplified fragment length polymorphis). В більшості 

досліджень, заснованих на MSAP, рестриктазу EcoRI використовують, як і в  

AFLP, але MseI заміняють рестриктазами, які є чутливими до метилування - 

HpaII и MspI. Молекулярні механізми, які вважаються відповідальними за 

модифікації в експресії генів, включають метилювання гістонів і хроматину, 

яке відбувається з допомогою мРНК. Завдяки успадкуванню епігенетичних 

варіантів фенотипові прояви на змінене середовище запам’ятовуються і 

проявляються у наступних поколіннях. Міжвидова гібридизація запускає не 

лише генетичні, але й епігенетичні зміни шляхом модифікації ділянок ДНК 

метилюванням. Як наслідок, нові фенотипові варіанти, які з’являються у 

гібридного потомства, частіше є епігенетичної природи, а не наслідком 
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генетичної рекомбінації. Завдяки своїй трансгенераційній спадковості 

можуть відігравати важливу роль в процесі видоутворення та 

ідентифікуватися для доказу гібридизації [64]. 

 

1.5. Характеристика генетичних маркерних систем для вивчення 

представників роду          

           

 Маркер ДНК – поліморфна послідовність ДНК, яка може бути 

використана для ідентифікації генів, хромосом, особин або видів. ДНК-

маркери можуть бути розміром в одну основу, або досягати кількох сотень 

основ (фрагмент ДНК). Маркер повинен існувати в різних формах 

(поліморфних), щоб сорт або генотип, який несе конкретну форму, можна 

було відрізнити від іншого сорту або генотипу, які несуть інші форми. 

Наприклад, поліморфізм за однією основою може виділити 4 групи 

організмів (A, G, C або T), тоді як дві основи можуть диференціювати  в 16 

груп. Поліморфізми ДНК-маркерів можуть бути результатом любих замін, 

вставок вставок або делецій (INDEL) або варіацій в повторах (SSR) або 

кількості копій (CNV) [64].         

 Різноманітні молекулярні маркери на основі ДНК і методи 

фінгерпринтінгу використовуються для виявлення генетичних зв’язків між 

рослинами, поліморфізму. Для шавлій в близькоспоріднених видах 

найчастіше використовують RAPD, SSR і AFLP) [66].  

 Маркери RAPD є зручним інструментом для вивчення генетичних 

відмінностей навіть на більш низьких міжвидових рівнях. Метод ISSR-PCR – 

ефективна система для ідентифікації генетичного різноманіття рослин. 

Підходить для вивчення еволюційних процесів на між- та 

внутрішньоспецефічному рівнях. [5, 6]. Цкй метод включає праймери, які 

являють собою мікросателітні послідовності, які закріплюються на 3ʹ або 5ʹ 

кінцях за допомогою нуклеотидів та високих температур відпалу. Крім того, 

ISSR часто використовуються завдяки їх відтворюваності [4]. 
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Велика різноманітність, відтворюваність, інформативність і відсутність 

необхідності в певних послідовностях для конструювання праймерів роблять 

систему маркерів AFLP такою популярною. Маркери, які генеруються 

системою AFLP, можна аналізувати в автоматичних сіквенсорах. AFLP 

поліморфізми можуть виникнути в результаті: 1) мутації в послідовностях 

для розпізнавання ферментів, які використовують для розщеплення геномної 

ДНК; 2) мутації в послідовностях, які комплементарні працмерам AFLP; 3) 

вставки або делеції в рестрикційних фрагментах. Система маркерів AFLP 

може використовуватися для любого організму без необхідності розробки 

послідовності праймера. Маркерна система AFLP зазвичай дає 50–100 

фрагментів, розміром 80–500 п.н. на реакцію [65]. 

SSR – мікросателіти – це тандемні повтори ДНК, які зазвичай мають 

довжину 1–6 п.н. і розподілені по всьому геному. SSR популярні через їх 

високий рівень поліморфізму у одного й того ж виду і широко 

використовуються в популяційній генетиці та філогенеї [54].  

 Через їх високу варіабельність, кодомінантне успадкування, високу 

відтворюваність і надійность протягом останніх десятиліть мікросателіти 

були одним з самих популярних молекулярних маркерів, які 

використовували від картування геному до популяційної та 

природоохоронної генетики. Але на відміну від універсальних маркерів 

(наприклад, AFLP), які не потрбують попередніх знань про геном цільових 

видів, мікросателіти видоспецифічні. Потрібне велике число досліджуваних 

локусів, що може бути технічно незручним, тоді альтернативою є маркерна 

система AFLP. Однак AFLP має деякі недоліки порівняно з мікросателітами. 

Найбільший – гомоплазія (негомологічні фрагменти мають однаковий або 

дуже схожий розмір, або вібувається втрата незалежних фрагментів), яка 

знижує надійність аналізу [64].        

 Маркери стартового кодону (SCoT) – це маркерна система, націлена на 

стартовий кодон (SCoT), вона також є маркером на основі ПЛР, але її 

мішенню є коротка консервативна послідовність, розташована біля кодону 
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ініціації трансляції або стартового кодону, ATG, генів раслин. Праймер SCoT 

– одиночний праймер довжиною 18 нуклеотидів і містить наступні фіксовані 

нуклеотиди: A, T, G стартового кодону і змінну кількість нуклеотидів зі 

сторони 5 'послідовності ATG. Так як використовується одиночний праймер і 

не потрібна інформація про послідовність, продуктів ампліфікації 2-6 в 

кожній ПЛР, то це схоже з RAPD, але маркеры SCoT специфічні до певних 

областей геному, а не випадкових, і це вже схоже на системи маркерів RAPD 

и ISSR [65]. 
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ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНА ЧАСТИНА  

 

РОЗДІЛ 2  

ОБ’ЄКТИ, МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕНЬ 

 

2.1. Характеристика рослинного матеріалу  

 

Три види, з яких отримано рослинний матеріал, – S. cremenecensis, S. 

nutans та S. dumetorum – з роду  Salvia зростали в колекції на території 

філіалу «Кременецькі гори» ПЗ «Медобори». Під керівництвом спеціаліста 

було зібрано листя, стебла та суцвіття з насінням рослин (табл.2.1) у червні 

2019 року. 

Таблиця 2.1. 

Характеристика рослинного матеріалу 

Вид К-ть 

хромосом, 

2n 

Морфологічна характеристика 

S. nutans  
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Має схилені темно-сині, іноді білі суцвіття. 

Поодинокі, іноді нечисленні, стебла шавлії 

пониклої зазвичай безлисті. Листки розвинені 

лише прикореневі, досить великі, зморшкуваті, 

зісподу сірувато-опушені, по краю подвійно 

зарубчасті, з довгим черешком. 

Віночок двогубий, з видовженою і відігнутою 

назад верхньою губою. Під верхньою губою 

ховаються дві тичинки. Квітки шавлії зібрані в 

кільця по 4-6. Цвіте з травня до липня. 

Плід — горішок. 

 

https://uk.wikipedia.org/wiki/%D0%A1%D1%83%D1%86%D0%B2%D1%96%D1%82%D1%82%D1%8F
https://uk.wikipedia.org/wiki/%D0%A1%D1%82%D0%B5%D0%B1%D0%BB%D0%B0
https://uk.wikipedia.org/wiki/%D0%9B%D0%B8%D1%81%D1%82%D0%BA%D0%B8
https://uk.wikipedia.org/wiki/%D0%A7%D0%B5%D1%80%D0%B5%D1%88%D0%BE%D0%BA
https://uk.wikipedia.org/wiki/%D0%92%D1%96%D0%BD%D0%BE%D1%87%D0%BE%D0%BA
https://uk.wikipedia.org/wiki/%D0%A2%D0%B8%D1%87%D0%B8%D0%BD%D0%BA%D0%B0
https://uk.wikipedia.org/wiki/%D0%9F%D0%BB%D1%96%D0%B4
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S. dumetorum  

 

 

 

14 

висотою 30-60 см. 

Прикореневе листя численне, довгасте або ледь 

яйцеподібне, при основі слабо серцеподібне, 

тупе, довжиною 6-11 см, шириною 2,5-5 см, по 

краю двояко дрібнозубчасті або городчасте, 

зверху голе, знизу злегка опушене, з черешками 

рівними листовій пластинці або коротше її; 

середні - частіше крупніше прикореневих, 

короткочерешкове або майже сидяче; верхні - 

довгі, вузькі, ланцетні, гострі, зморшкуваті, 

зверху голі, знизу волосисті. Приквіткові листки 

- округлі, довгозагострені, цілокраї, зверху голі, 

знизу густо опушені.Суцвіття просте або з одно-

двома парами нижніх гілок, з 5-10 несправжніми 

4-6-квітковими мутовками; чашечка довжиною 7 

мм, верхня губа коротше нижньої, округла, 

нижня - двузубчата; віночок завдовжки 1-2 см. 

Горішки шаровидно-тригранні, діаметром 2 мм, 

темно-бурі. 

S. 

cremenecensis 

 

 

- 

Багаторічна трав’яна рослина з розвиненим 

кореневищем і вкороченим каудексом. Стебла 

70–85 см заввишки, розгалужені тільки у 

суцвітті, у нижній частині коротковолосисті, 

угорі з довшим і густим опушенням; стеблові 

листки нечисленні, з черешком 3,5–18,5 

завдовжки й широколанцетною пластинкою 13–

15 см завдовжки, 5,5–6,5 см завширшки; 

пластинка з неглибокосерцеподібною основою й 

тупуватою верхівкою, з країв подвійно 
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зубчастозарубчаста, на поверхні зморшкувата, 

зісподу негусто коротковолосиста, зверху майже 

гола; приквіткові листки сидячі, округлі, на 

верхівці раптово загострені. Несправжні кільця 6-

квіткові, під час цвітіння помітно розсунуті; 

квітконосні гілки угорі трохи пониклі; приквітки 

ланцетні, довговійчасті, коротші за квітконіжку; 

віночок 14–15 мм завдовжки, синьо-фіолетовий, з 

трохи відігнутою верхньою губою. Горішки 

широкоеліпсоїдальні, бурі. 

 

 

2.2. Отримання зразків ДНК для роботи 

 

2.2.1. Виділення ДНК із рослинного матеріалу. Рослинні клітини 

мають щільну клітинну стінку, яка складається з целюлози, геміцелюлози та 

пектатів кальцію. В клітинах рослин також накопичуються вторинні 

метаболітиЄ запасні речовини, які можуть бути біоактивними або впливати 

на чистоту отриманого зразку. Шавлії в клітинах листя та стебла мають олії 

та поліфенольні сполуки. 

При виділенні ДНК із зразків користувалися стандартним протоколом з 

додаванням для очищення від поліфенольних сполук.  Спершу провели 

гомогенізацію зразків у фарфорофій ступці з додаванням рідкого азоту. 

Отриманий гомогенат перенесли до еппендорфу та додали 400 мкл ЦТАБ-

буферу (cetyl trimethylammonium bromide buffer) (pH 8) з РНКазою (7 мкл 

РНКази на вказаний об’єм буферу). РНКаза необхідна для того, щоб 

очистити зразок від РНК. При нагріванні ЦТАБ забезпечує різну 

седиментативну здатність ДНК та білків, тому зразки поставили на водяну 

баню 65°С на 1 годину. 
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Щоб зруйнувати комплекс ДНК з гістоновими білками та позбавитися 

від вільних білків в зразках провели депротеїнізацію шляхом додавання 

однократного об’єму (400 мкл) суміші хлороформу та ізоамілового спирту 

(24:1). Хлороформ розчиняє білки, а ізоаміловий спирт зменшує поверхневий 

натяг хлороформу, для полегшення змішування із водною фазою.  

Для кращого перемішування фаз зразки гойдали на механічній гойдалці 

10 хв. Потім зразки відцентрифугували у настільній центрифузі протягом 10 

хв за 10 000 об. Водна фаза з ДНК утворює надосад, який відібрали в новий 

еппендорф.  

До зразків додали один об’єм ізопропанолу для осадження ДНК й 

залишили на 30 хв при -20°С. Відцентрифугували за 10 000 об 10 хв. На дні 

еппендорфу утворився білий осад ДНК у вигляді прикріпленої бляшки. Вміст 

еппендорфу злили, а осад залишили просохнути на 5-8 хв. Потім, для 

очищення ДНК, осад промили 200 мкл 70%  етанолу. Злили етанол та додали 

до осаду 100 мкл 1х ТЕ-буферу (pH 8), розчинивши осад ДНК шляхом 

ресуспензування самплером, для подальшого зберігання зразків.  

2.2.2. Спектрофотометричне вимірювання концентрацій виділеної 

ДНК. Вимірювання проводили на приладі СФ-2000. В кювети внесли 150 

мкл дистильованої води та 2 мкл розчину ДНК. Для контролю першу кювету 

наповнюємо листильованою водою. 

Вимірювання приладом здійснювали при трьох спектрах: 230нм (спектр 

поглинання органічних сполук), 260 нм (спектр поглинання нуклеїнових 

кислот) та 280 нм (спектр поглинання білків). Нам необхідні були значення 

при 260 нм. 

Концентрацію досліджуваних розчинів визначили за формулою: С= D260 

*К*х, де D260 – показник поглинання нуклеїнових кислот, К – коефіцієнт 

(50/40 для ДНК), х- розведення. 

Для визначення чистоти досліджуваного зразку розрахували співвідношення 

D260/ D280, який мав бути не менше 1,8 для ДНК. 
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2.3. Проведення полімеразно-ланцюгової реакції (ПЛР) 

Для постановки ПЛР у роботі було використано такі реактиви: dН2О, 10-

кратний ПЛР Буфер, 2мМ dNTPs, 25 мМ розчину MgCl2, 1,25 pM/мкл 

праймер правий, 1,25 pM/мкл праймер лівий, 5u/mkl Taq-полімераза.  

 Зразки для проведення реакції готували за вказаними в таблиці даними 

(табл. 2.2) та загальним об’ємом 25 мкл кожен. Роботу виконували на 

льодяній бані, щоб попередити неспецифічну ампліфікацію та зберегти 

реактиви в робочому стані. 

Таблиця 2.2 

Розрахунок кількості компонентів суміші (в мкл), залежно від кількості проб  

(по 20 мкл + 5 мкл ДНК) 

К-сть зразків 

Компонент 

1 25 40 

Буфер* 2,5 62,5 100 

dNTPs* 2,5 62,5 100 

MgCl2 (25 мМ)* 1,5 37,5 60 

Taq Pol (5u/mkl)* 0,2 5 8 

Праймер R 2 50 80 

Праймер L 2 50 80 

dH2O 9,3 232,5 372 

 

Стандартно цикли ПЛР містять три основні стадії: денатурацію матричної 

ДНК при температурі 90° С до 1-2 хвилини, приєднання праймерів до 

послідовності-мішені при температурі 60°С 30 секунд і стадію елонгації при 

температурі 70°С, на якій ДНК-полімераза подовжує другий ланцюг ДНК, 

комплементарний кожному ланцюгу мішені. Після подовження ампліфікатор 

підвищує температуру до 90°C, що знову запускає цикл денатурації. Зазвичай 

ПЛР циклічно повторюється 30–35 разів, але потрібно підбирати певні умови 

до певних маркерів. Два праймери, що використовуються в ПЛР, в підсумку 
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визначають специфічність реакції. Праймери специфичні для певних ділянок, 

що потім призводить до ампліфікації бажаної послідовності-мішені в ПЛР. В 

нашій роботі ампліфікація мала такі умови: 

94 °С – 5 хв 

94 °С - 45 с (денатурація) 

60-55°С - 30с (аннелінг) 

(-0,5°С/цикл) 

72 °С – 1.30 хв (елонгація) 

95 °С - 45 с (денатурація) 

55 °С - 30 с (аннелінг) 

72 °С – 1.30 хв с (елонгація) 

72 °С – 8 хв 

У дослідженні використовували праймери до мікросателітних 

послідовностей (табл. 2.3 ). 

Таблиця 2.3  

Характеристика використаних праймерів до мікросателітних 

послідовностей 

Назва 

праймеру 

Послідовності Tm 

SoUZ012 F: ACCATTGGAAAGATGCCTCA  

R: GAATGGAGCGAGGAAGAAGA 

55 

SoUZ013 F: ACCATGCCCAAAGACCATAA  

R: GGCTTCTCCCCTCGAATAAC 

55 

SoUZ014 F: GGCAATGATAAGGATGCTG  

R: GAAGCTTCTCCCTTCTCTCTAACA 

55 

5циклів 

25 циклів 
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SoUZ015 F: CCATGTGTGAGTGTGTTGACC  

R: ATCCAATTCGATTTGTTTACACC 

55 

SoUZ016 F: GGCGTTGCAGAGAGAGTGA 

R: GGGCCTAGCCCTTTCTCTAT 

55 

SoUZ017 F: ACACCGACTCCATGCTGTAA 

R: CCGGCACTCCCTCTATTTC 

55 

SoUZ018 F: CCATGTCAAGCTTCAAGAGGA 

 R: TTCATGCAACACATCCTTGA 

55 

SoUZ019 F: CAAAGCTCCTCGAAGACGAA  

R: CACGAGCAAGCGTAATAGCA 

55 

 

Для аналізу за маркетами до LTR та мікросателітного маркеру (CА)9G (CAC 

ACA CAC ACA CAC ACA G) ПЛР проводили за такими умовами:  

94 °С 

94 °С - 30 с (денатурація) 

56 °С - 60 с (аннелінг) 

72 °С - 120 с (елонгація) 

72 °С – 600 с (10хв) 

Таблиця 2.4  

Характеристика використаних праймерів до довгих термінальних повторів 

 

Назва  

праймеру 

Послідовності Tm 

Nikita CGC ATT TGT TCA AGC CTA AAC C  58,4 

LTR6149 CTCGCTCGCCCACTACATCAACCGCGTTTATT 70,8 

LTR6150 CTGGTTCGGCCCATGTCTATGTATCCACACATGTA 70,6 

COPIAR TTG AAC CCC TTT TGA TGT AT 51,1 

COPIAF GAT GCT CCT TGC CTA TGC TA 57,3 

30 циклів 
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Sabrina GCA AGC TTC CGT TTC CGC 58,2 

5ˊLTR1 TTGCCTCTAGGGCATATTTCCAACA 61,3 

5ˊLTR2 ATCATTCCCTCTAGGGCATAATTC 59,3 

3ˊLTR TGTTTCCCATGCGACGTTCCCCAACA 66,4 

Sukkula GAT AGG GTC GCA TCT TGG GCG TGA C 67,9 

 

2.4. Візуалізація зразків у агарозному гелі 

Реактиви для горизонтального електрофорезу у агарозному гелі: dН2О, 

агароза, 1-кратний Sodium borate буфер, етідіум бромід, M27 маркер мас 

(SibEnzyme). Розділення отриманих продуктів проводили в 1,2-1,3% 

агарозному гелі різних об’ємів (80, 100 та 270 мл) з додаванням 20 мкл (0,5 

мг/мл)  етидій броміду (40 мкл для гелю об’ємом 270 мл). Гель отримали 

внаслідок розчинення агарози в однократному SB (sodium-borate) буфері 

наступного складу (на 1л): 

Na₂ B₄ O₇  - 1,91 г 

H3BO3 – 0,5 г 

dH2O – 1 л 

Готували 1,3% агарозний гель (до1,3 г агарози додавали 100 мл Sodium 

Borate буферу в колбу). Протягом 2-х хвилин доводили до кипіння агарозу в 

мікрохвильовій печі. Охолоджували суміш до температури 50С, після чого 

додавали 5 мкл етідіум-броміду. Охолоджену суміш заливали у камеру для 

електрофорезу та вставляли гребінку. На вощену плівку наносили по 2 мкл 

буферу нанесення та 10 мкл зразку ДНК у краплини буферу нанесення і 

ресуспендували. Після того як гель заполімеризувався, виймали гребінку. 

Після внесення зразків у слоти заливали в камеру 1-кратний SB-буфер та 

підключали прилад до джерела струму. 

Гель-електофорез проходив за напруги 60 V перші півгодини та 90 - 

100V до кінця. Зразки змішували з концентруючим буфером (входять 

бромфеноловий синій, ксилен ціанол та гліцерин). Використовували по 2 мкл 
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маркерного розчину (M17 Sibenzyme®). Оцінку отриманих результатів 

здійснювали за рахунок флюоресценції етідій броміду, що інтеркалював між 

основами ДНК, в спектрі 590 нм (жовто-червоний) при поглинанні за 260 та 

360 нм (ультрафіолетовий).  

2.4. Візуалізація зразків в акриламідному гелі 

Вертикальний денатуруючий електрофорез нуклеїнових кислот 

проводили у поліакриламідному гелі. Для цього спочатку підбирали рогате та 

безроге скло. Обидва скла протирали  96% спиртом для знежирення 

поверхонь. Нерогате скло швидко протирали сіланом, для того, щоб до нього 

пришився гель. На одне скло готували 40 мл 6% поліакриламідного гелю, для 

цього брали 8 мл 30% акриламіду, 6 мл 2% бісакриламіду та 16, 8 г сечовини, 

до 40 мл доводили 1-кратним SB-буфером. Обирали гребінку і спейсери 

однакової товщини. Спейсери змащували солідолом і прикладали по краях до 

рогатого скла. Складали обидва скла, поміщали їх в кювету, фіксували 

зажимами з обох сторін. Для приготування зразків додавали до 10 мкл 

ампліфікату 10 мкл буферу нанесення (співвідношення 1:1).  Від 40 мл гелю 

відливали 10 мл гелю на пробку. До цих 10 мл гелю додавали 480 мкл ПСА 

та 24 мкл ТЕМЕД і швидко заливали пробку. Чекали поки пробка 

заполімеризується, щоб запобігти витіканню геля. До 30 мл гелю, що 

залишився, також додавали 480 мкл ПСА та 24 мкл ТЕМЕД. Заливали гель і 

вставляли гребінку. Чекали поки гель заполімеризується, після чого повільно 

виймали гребінку. Далі вносили по 20 мкл зразка у слоти і зверху 

нашаровували 1-кратний SB-буфер. Поміщали скло у камеру для 

електрофорезу так, щоб всередені камери було рогате, а ззовні нерогате скло. 

Заливали 1-кратний SB-буфер у камеру. Підключали прилад до джерела 

струму. Параметри електрофорезу: струм - 20 mA, напруга - 300 V. Після 

закінчення форезу проявляли продукти. Спочатку роз’єднували скло, далі 

поміщали те, на якому гель, у розчин для фіксації на 5-7 хвилин. Для 

фарбування гелю на 10 хвилин поміщали скло у розчин AgNO3, до якого 
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попередньо додавали 2, 4 мл формаліну. Промивали скло дистильованою 

водою. Потім поміщали скло у розчин для проявлення і залишали там, поки 

продукти, розділені електрофорезом не стануть видимими. Удруге поміщали 

скло у розчин для фіксації на 2 хвилини. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



35 
 

РОЗДІЛ 3  

  РЕЗУЛЬТАТИ ДОСЛІДЖЕНЬ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ 

 

3.1. Візуальне порівняння насіння трьох зразків 

 

Під час огляду плодів-горішків під мікроскопом було виявлено суттєву 

різницю між видами та погану якість насіння S. cremenecensis, при тому, що 

усі рослини розвивалися в однакових природних умовах, що також дає 

можливість висловити припущення щодо гібридного походження, і як 

наслідок, зниження якості та кількості насіння – часткову стерильність.  

 Насіння S. nutans видовженої сплощеної еліпсоїдальної форми, 

гладеньке, повне, приблизного одного розміру (рис. 3.1.), насіння S. 

dumetorum округле еліпсоїдальне, опушене, повне (рис.3.2.) , у  S. 

cremenecensis насіння відрізнялося у розмірах та формі, але в основному 

широкоеліпсоїдальні, деякі насінини були частково опушені, неправильної 

форми, пусті (рис.3.3.). 

 

 

Рис.3.1. Насіння S. nutans 
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Рис.3.2. Насіння S. dumetorum 

 

 

Рис.3.3. Насіння S. cremenecensis 

 

3.2. Характеристика отриманих зразків ДНК 

 

ДНК виділяли з різних частин рослини – листків, стебла, суцвіть. 

Вимірювання проводили 3 рази з розрахунком середнього значення. За 

отриманими результатами (табл. 3.1.) зразки з суцвіть та стебла у досліді не 

використовували, оскільки вони не відповідали вимозі чистоти 

досліджуваного зразку ( D260/ D280  не менше 1,8 для ДНК). 
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Таблиця 3.1 

Спектрофотометричні характеристики отриманих зразків ДНК 

 

                                   Спектри 

 Зразок 

260нм 280нм 

S. cremenecensis стебло 0,0306 0,0252 

S. cremenecensis стебло2 0,0508 0,0352 

S. cremenecensis стебло3 0,0148 0,0091 

S. cremenecensis листя1 0,2831 0,1503 

S. cremenecensis листя2 1,2022 0,2673 

S. cremenecensis суцвіття1 0,0662 0,0494 

S. cremenecensis суцвіття2 0,1504 0,1323 

S. nutans листя 1 0,2408 0,9870 

S. nutans листя 2 1,2470 0,2359 

S. nutans листя 3 0,0101 0,0054 

S. nutans стебло1 0,1019 0,071 

S. nutans стебло2 0,0316 0,0182 

S. nutans суцвіття1 0,003 -0,0011 

S. nutans суцвіття2 0,0447 0,025 

S. dumetorum стебло1 0,0045 0,0013 

S. dumetorum стебло2 0,0398 0,0368 

S. dumetorum стебло3 0,069 0,0534 

S. dumetorum листя1 0,0446 0,0314 

S. dumetorum листя2 0,2094 0,1118 

S. dumetorum листя 3 0,115 0,1083 

        S.dumetorum суцвіття1 0,0098 0,0081 

        S.dumetorum суцвіття2 0,0534 0,0464 
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3.3. Результати аналізу 

  Аналіз з використанням методики REMAP. З восьми використаних 

праймерів продукт ампліфікації дали лише чотири - SoUZ013, SoUZ014, 

SoUZ015,  SoUZ018 (рис. 3.4. та рис. 3.5.), які і використовувались в 

подальших комбінаціях та окремо. Також продукти були легшими від 

очікуваного результату (136 – 260 bp). Продукт завжди був присутній у 

зразках із шавлією кременецькою та пониклою, але відсутній з SoUZ013 та 

SoUZ014 у випадку з шавлією кущовою. 

 
Рис.3.4. Розподіл продуктів ПЛР за методом REMAP. Прямокутники 

відокремлюють матеріал отриманий із однією парою праймерів:1-3 - 

SoUZ017, 4-6 - SoUZ016,7-9 - SoUZ015, 10-12 - SoUZ014, 13-15 - SoUZ013, 

16- 18 - SoUZ012; М- молекулярний маркер 
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Рис.3.5. Розподіл продуктів ПЛР за методом REMAP. Прямокутники 

відокремлюють матеріал отриманий із однією парою праймерів:1-3 - 

SoUZ018, 4-6 - SoUZ019; М- молекулярний маркер 

 

 Із праймерами SoUZ013, SoUZ014 та SoUZ018 були отримані такі 

результати (рис. 3.6): продукти S. nutans та S. cremenecensis  SoUZ014 та 

SoUZ018 були ідентичними, в той час, як з SoUZ013 в обох зразках продукту 

не виявлено. Натомість, S. dumetorum мала продукт лише з SoUZ018, який 

також не відрізнявся від перших двох видів. При кожному повторі ПЛР 

продукти S. nutans та S. cremenecensis з SoUZ014 та SoUZ018 були 

однаковими.          

 Під час другої частини аналізу рослинний матеріал було 

проскриновано  методом IRAP із використанням семи праймерів до довгих 

термінальних повторів ретротранспозонів, з яких 2 дали утворення продукту.  

В подальшому їх було використано для створення комбінацій для постановки 

ПЛР (табл. 3.2).  
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Рис.3.6. Розподіл продуктів ПЛР за методом REMAP. Прямокутники 

відокремлюють утворені продукти: 1-3 - S. nutans з SoUZ013, SoUZ014 та 

SoUZ018 відповідно; 4-6 - S. dumetorum з SoUZ013, SoUZ014 та SoUZ018 

відповідно; S. cremenecensis  з SoUZ013,  SoUZ014 та SoUZ018 відповідно; 

М- молекулярний маркер 

Таблиця 3.2 

Використані праймери та їхні комбінації 

№ Комбінація № Комбінація 

1 Nikita х SoUZ013 7 Sukkula x SoUZ015 

2 Nikita х SoUZ014 8 Sukkula x SoUZ018 
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3 Nikita х SoUZ015 9 (CA)9G х SoUZ013 

4 Nikita х SoUZ018 10 (CA)9G х SoUZ014 

5 Sukkula x SoUZ013 11 (CA)9G х SoUZ015 

6 Sukkula x SoUZ014 12 (CA)9G х SoUZ018 

В результаті продукт було отримано лише з усіма комбінаціями, в яких 

був присутній SoUZ014, окрім (CA)9G х SoUZ014 з S. dumetorum, та з 

(CA)9G х SoUZ018. Однак, поліморфізму не виявлено (рис. 3.7). Візуалізація 

проводилась в акриламідному гелі. 

 
Рис.3.7. Розподіл продуктів ПЛР за методом IRAP із комбінаціями 

(CA)9G х SoUZ014(1-3), Nikita х SoUZ014 (4 -6), Sukkula х SoUZ014(7-9), 

(CA)9G х SoUZ018 (10 – 12). Кожна комбінація виділена прямокутником, 

зразки ДНК йдуть в порядку - S. dumetorum, S. nutans, S. cremenecensis. 
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УЗАГАЛЬНЕННЯ РЕЗУЛЬТАТІВ 

 

Хоча роботи з дослідження гібридизації та загалом геному видів роду 

Salvia як цінного генетичного ресурсу та важливої ланки природнього 

біорізноманіття набувають популярності в останні роки [1, 4, 7, 10], особливо 

на території Азії, нам дуже мало відомо про види, які не використовуються 

активно в медицині та садово-парковому господарстві. Не проведено 

картувань геному шавлій, для багатьох навіть не відома кількість хромосом.  

Мікросателітні маркери все ще перебувають у стані розробки та 

тестування [61, 63]. Багато досліджень сконцентровані на екології популяцій 

певної території [15, 25, 26, 28]. А геноми досліджуюються лише певними 

вченими, які займаються видом, поширеним та цінним у їх місцевості, 

наприклад, китайськими дослідниками охарактеризовано ядерний та 

мітохондріальний геноми Salvia miltiorrhiza [54, 66]. 

Після огляду літератури було виявлено, що геномні дослідження 

рідкісних шавлій України відсутні. Однак наявність даних про дослідження 

явища гібридизації серед ендеміків інших країн [61, 63, 64] дають змогу 

тестувати відомі праймери до мікросателітних послідовностей інших видів. 

З отриманих нами даних по ssr аналізу можна зробити висновок, що 

праймери SoUZ015 та SoUZ018, які визнані неробочими для одних видів (S. 

fruticosa), але підходять для його близькоспорідненого виду (S. officinalis) 

[63], завжди дають продукт ампліфікації для S. nutans і S. cremenecensis. 

Ці продукти не є поліморфними, що дає змогу не спростовувати версію 

Hedge [13] про можливе гібридне походження S. cremenecensis з одним з 

вихідних батьківських видів S. nutans (при тому, що і S. nutans і S. dumetorum 

систематично належать до однієї секції, що робить можливість явища 

гібридизації між ними високою), однак відсутність таких продуктів у S. 

dumetorum вказує на те, що, якщо явище гібридизації і було присутнім, то не 

з останнім видом. Однак робити точні висновки не можна за відсутності 
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даних для порівняння та невеликої кількості використаних праймерів. 

Потрібно проводити подальші дослідження з іншими ssr видів роду.  

Розподіл продуктів ПЛР за методом IRAP також не показав 

поліморфізму взагалі між усіма трьома видами, бо вони є 

висококонсервативними та неспецифічними для шавлій. Тому робити 

висновок за цими результатами ми не маємо змоги.  

Однак візуальне біоморфологічне порівняння насіння трьох 

досліджуваних видів наштовхує на думку про гібридне походження  S. 

cremenecensis через його неоднорідність та низький рівень фертильності.   

Те, що не всі використані праймери дали продукт ампліфікації збігається 

з результатами роботи  [63], звідки були взяті послідовності для них. Але 

факт того, що продукт було утворено з послідовностями, які для одного з 

досліджуваних автором виду визначилися як неробочі, а для для наших – 

інформативними (табл.1), спонукає використати більше відомих маркерних 

молекул та підібрати робочі саме для S. dumetorum, S. nutans та S. 

cremenecensis, інформація щодо яких наразі відсутня. 

Таблиця 1 

Результат ампліфікації 

                  Вид 

 

Назва  

праймеру 

S. 

officinalis  

 

S. 

fruticosa  

 

S. 

dumetorum  

 

S. nutans 

 

S. 

cremenecensis  

 

SoUZ012 +     

SoUZ013 + +  + + 

SoUZ014 + +  + + 

SoUZ015 +  + +  

SoUZ016 + +    

SoUZ017 +     

SoUZ018 +  + + + 
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SoUZ019 +     
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 ВИСНОВКИ  

 

З наявних наразі результатів: 

1) Не спростовано, але і не підтверджено гібридне походження S. 

cremenecensis через відсутність точних мікросателітних маркерів до 

досліджуваних видів. 

2) З восьми використаних мікросателітних маркерів відомих для S. 

officinalis 4 (SoUZ013, SoUZ014, SoUZ015,  SoUZ018) виявлись 

підходящими для S. nutans та S. cremenecensis, і два (SoUZ015,  

SoUZ018) з них – для S. dumetorum. 

3) Такі фактори як біоморфологічні характеристики насіння та 

наявність ідентичних продуктів ПЛР з S. nutans наштовхують на 

думку про гібридне походження S. cremenecensis, але наявних зараз 

результатів недостатньо, щоб повністю його підтвердити, адже за 

біоморфологічними характеристиками рослина давно визначена як 

окремий вид, хоч і з сумнівами з боку деяких дослідників.  

4) Варто продовжувати дослідження даних видів з новими 

мікросателітними маркерами для отримання точних результатів. 
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