
 

40                 ISSN 2415-3680 (Online), ISSN 1810-7834 (Print). Вісн. Укр. тов-ва генетиків і селекціонерів. 2021, том 19, № 1–2 

УДК 577.113.5 + 582.734        10.7124/visnyk.utgis.19.1-2.1439 

ОРГАНІЗАЦІЯ ТА ПОЛІМОРФІЗМ МІЖГЕННОГО 
СПЕЙСЕРА 5S рДНК ТЕРЕНУ КОЛЮЧОГО (PRUNUS SPINOSA L.) 

Ю. О. ТИНКЕВИЧ, Л. В. КОЗУБ, Р. А. ВОЛКОВ
5
 

Кафедра молекулярної генетики та біотехнології 
Чернівецький національний університет імені Юрія Федьковича 
вул. Коцюбинського, 2, м. Чернівці, 58012, Україна 
e-mail: y.tynkevich@chnu.edu.ua 

Мета. Повторювані одиниці 5S рДНК складаються з консервативних ділянок, які кодують 5S 
рРНК, і мінливих міжгенних спейсерів — intergenic spacers (IGS). Послідовності IGS часто вико-
ристовуються як молекулярні маркери для філогенетичних, філогеографічних та мікроево-
люційних досліджень таксонів низького рангу. Проте, ця область геному все ще залишається 
неописаною для більшості родів родини Rosaceae. У цій статті ми представляємо перші ре-
зультати дослідження молекулярної організації та поліморфізму IGS для широко розповсю-
дженого представника родини Rosaceae, Prunus spinosa. Методи. ПЛР-ампліфікація, клону-
вання та сиквенування 5S рДНК, біоінформатичний аналіз. Результати. IGS 5S рДНК 
P. spinosa клонували та порівнювали з IGS трьох інших представників роду Prunus. Встанов-
лено, що наявні в геномі P. spinosa варіанти IGS відрізняються кількістю субповторів, розта-
шованих на 5’-кінці. Кожен з цих субповторів містить сигнал термінації транскрипції РНК Pol 
III. Послідовності IGS видів роду Prunus еволюціонують переважно шляхом накопичення нукле-
отидних замін. Рівень внутрішньогеномної подібності IGS P. spinosa становить 96,5–100 %, 
тоді як подібність між IGS різних видів Prunus коливається від 73,0 до 87,3%. Висновки. IGS 
5S рДНК є перспективним маркером для філогенетичних і таксономічних досліджень в роді 
Prunus.  

Ключові слова: 5S рДНК, молекулярна еволюція, Prunus spinosa. 

ступ. Ділянки, які кодують рибосомні рРНК (рДНК) належать до фракції середньо-
повторюваних послідовностей в геномах еукаріотичних організмів. У вищих еукаріот 
5S рДНК зазвичай розміщується у окремому хромосомному локусі (Hansonetal., 

1996; Shaw, McKeown, 2011; Garcia et al., 2012; Roa, Guerra, 2015) та представлена клас-
терами тандемно організованих повторюваних одиниць (повторів), кожна з яких складаєть-
ся з кодувальної ділянки і міжгенного спейсера – intergenic spacer (IGS) (Hemleben, Werts, 
1988; Gottlob-McHugh et al., 1990; Chen et al., 2021). Універсальна організація, присутність у 
геномах всіх еукаріотичних організмів, а також високий ступінь консервативності кодуваль-
ної ділянки та еволюційна мінливість IGS обумовлюють успішне використання 5S рДНК 
при вивчені еволюції повторюваних послідовностей та у молекулярній таксономії різних 
груп рослин (Grabiele et al., 2012; Mlinarec et al., 2016; Bolsheva et al., 2017). Здатність збері-
гати у геномі гібридних таксонів риси організації, які притаманні їх батьківським видам, ро-
бить 5S рДНК важливим інструментом у дослідженні явищ гібридизації/алополіплоїдизації 
та інтрогресії генетичного матеріалу у природніх популяціях (Simeone et al., 2018; Garcia et 
al., 2020; Cardoni et al., 2021; Piredda et al., 2021). Тим не менш, особливості молекулярної 
організації 5S рДНК все ще залишаються невідомими для багатьох груп рослин. Зокрема, 
для великої та важливої у господарському плані родини Rosaceae організація 5S рДНК до-
сліджена лише у наших попередніх роботах для представників роду Rosa. Було показано, 
що 5S рДНК володіє значним потенціалом як молекулярний маркер для вивчення філогенії 
та систематики цього роду і триби Rosaeae в цілому (Tynkevich, Volkov, 2014). 
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У попередніх дослідженнях нашої лабора-
торії було також охарактеризовано дивергенцію 
повторюваних послідовностей та організацію 
35S рДНК у представників роду Prunus — важ-
ливої та складної у таксономічному плані групи 
рослин родини Rosaceae (Volkov et al., 1993; 
Volkov et al., 1994). Останнім часом геноміка, 
еволюція та молекулярна систематика цього 
роду знову привернули увагу дослідників (Shi et 
al., 2013; Baek et al., 2018; Zhao et al., 2018; 
Aranzana et al., 2019; Zhebentyayeva et al., 2019; 
Alioto et al., 2020; Hodel et al., 2021). Проте, мо-
лекулярна організація та еволюція 5S рДНК 
видів роду Prunus все ще недостатньо дослі-
джена. В цій роботі ми представляємо перші 
результати сиквенування IGS терену колючого 
(Prunus spinosa) та аналізуємо рівень подібності 
IGS цього та інших видів роду Prunus, для яких 
ця ділянка геному була ідентифікована біоін-
форматично. 

Матеріали і методи 

Матеріалом для дослідження були герба-
ризовані листки P. spinosa, зібрані поблизу м. 
Шавник, Чорногорія (N42.97530, O19.08381). 
Загальну ДНК екстрагували згідно стандартної 
методики з використанням цетавлону в якості 
детергенту (Porebski et al.,1997; Panchuk, 
Volkov, 2007). 

Для ампліфікації ділянки 5S рДНК вико-
ристовували праймери 5S-L (5’-GCG AGA GTA GTA 
CTA GGA TGC GTG AC-3’) і 5S-R (5’-GCT TAA CTT 
CGG AGT TCT GAT GG GA-3’), які містять послі-
довність, комплементарну до кодувальної діля-
нки 5S рДНК рослин. Застосування цих прайме-
рів забезпечує ампліфікацію повного IGS та 
фланкуючих ділянок кодувальної послідовності 
5S рДНК. 

Реакційна суміш для ПЛР загальним об’ємом 
20 мкл містила 10 нг ДНК, 0,5 мкМ кожного з прай-
мерів та 1× полімеразну суміш FIREPol Green 
(SolisBioDyne, Естонія). ПЛР проводили за допомо-
гою ампліфікатора BioRad T100 (BioRad, США) за 
такою програмою: (1) початкова активація ДНК-
полімерази та денатурація ДНК — 95 °С, 15 хв; (2) 
денатурація ДНК — 95 °С, 15 с; (3) гібридизація 
праймерів — 58 °С, 30 с; (4) синтез ДНК — 72 °С, 
30 с; (5) завершення ампліфікації — 72 °С, 8 хв; 
припинення реакції — 4 °С; загальна кількість циклів 
ампліфікації становила 35. 

Отримані ПЛР-продукти лігували за тупими 
кінцями у плазмідний вектор pJET 1.2, використо-
вуючи набір реактивів Clone JET PCR Cloning Kit 

(ThermoFisher Scientific, США). Очищені продукти 
лігування трансформували в компетентні клітин E. 
coli методом електропорації з використанням 
приладу E. coli Pulser (BioRad, США). Скринінг 
колоній проводили за резистентністю до ампіци-
ліну. Наявність вставки перевіряли, застосовуючи 
ПЛР із праймерами Forward і Reverse pJET 1.2, 
сайти гібридизації яких знаходяться в плазмідній 
ДНК по обидва боки від полілінкеру. На загал 
було ідентифіковано 7 рекомбінантних плазмід, 
які містили вставку очікуваного розміру. Чотири з 
них було сиквеновано на фірмі LGC Genomics 
(Німеччина). 

Первинний аналіз результатів сиквенування 
проводили за допомогою комп’ютерної програми 
Chromas та пакета програм комп’ютерної обробки 
даних DNASTAR. Пошук гомологічних послідов-
ностей у базі даних Genbank здійснювали за до-
помогою програми BLAST (Altschul et al., 1997). 
Вирівнювання нуклеотидних послідовностей про-
водили методом Clustal W (Thompson et al., 2003). 

Результати та обговорення 

Електрофоретичний аналіз, показав, що до-
вжина отриманих ПЛР-продуктів становила приб-
лизно 680–700 п.н. Такий результат може свідчи-
ти про імовірну наявність у P. spinosa лише одно-
го класу за довжиною повторюваної одиниці 5S 
рДНК. Раніше було показано, що у геномі деяких 
груп покритонасінних рослин можуть бути одноча-
сно присутні кілька класів повторів 5S рДНК, які 
суттєво відрізняються за довжиною IGS (Mathieu 
et al., 2003; Singh, Ahuja, 2006; Simeone et al., 
2018), проте, у більшості досліджених видів, так 
само як і у терену, не виявлено значного полі-
морфізму за цією ознакою (Tynkevich,Volkov, 
2014; Rusak et al., 2016; Ishchenko et al., 2018a, 
2018b; Shelyfist et al., 2019; Ishchenko et al., 2020; 
Tynkevich et al., 2020). 

За результатами скринінгу рекомбінантних 
плазмід ідентифіковано вісім клонів 5S ДНК, 
чотири з яких (Prspi-3, Prspi-5, Prspi-9, Prspi-18) 
було просиквеновано. Отримані послідовності 
порівнювалися між собою та з послідовностями 
IGS представників роду Prunus, які були іден-
тифіковані нами у базі даних референсних пос-
лідовностей RefSeq NCBI (табл. 1). Зокрема, 
фрагменти, які відповідають IGS 5S рДНК, було 
виявлено в геномах P. mume, P. dulcis, 
P. persicа (Zhang et al., 2012; Verde et al., 2013; 
Alioto et al., 2020). Ці три види разом із 
P. spinosa представляють чотири секції у межах 
номінативного підроду Prunus (Shi et al., 2013). 



Ю. О. Тинкевич, Л. В. Козуб, Р. А. Волков 

42                 ISSN 2415-3680 (Online), ISSN 1810-7834 (Print). Вісн. Укр. тов-ва генетиків і селекціонерів. 2021, том 19, № 1–2 

Таблиця 1. Характеристика IGS 5S рДНК видів роду Prunus 

Вид / 
секція 

Клон / фрагмент ДНК IGS 

Посилання 
Назва 

GenBank 
Acc.No 

Довжина 
п.н. 

Вміст GC-
пар, % 

P. spinosa / Prunus Prspi-3 - 571 52,5 Ця стаття 

Prspi-5 - 571 52,5 

Prspi-9 - 555 53,1 

Prspi-18 - 563 52,2 

P. mume / Armeniaca Prmum (UGS ALMONDv2, 
42846 - 43442 bp) 

NC_024126 574 49,6 Ця стаття; 
Zhang et al., 2012 

P. dulcis / Amygdalus Prdul (LG1, 12624380 - 
12624996 bp) 

NW_02301006
3 

554 50,0 Ця стаття; Alioto et 
al., 2020 

P. persica / Persica Prper (Ch G4, 23390458 - 
23391054 bp) 

NC_034012 562 47,8 Ця стаття; Verde et 
al., 2013 

 

 

Порівняння отриманих нами нуклеотидних 
послідовностей виявило ідентичність IGS в кло-
нах Prspi-3 та Prspi-5. Множинне вирівнювання 
послідовностей IGS методом ClustalW 
(Thompson et al., 2003) мало загальну довжину 
607 п.н. та містило 223 поліморфні сайти. Се-
редній рівень попарної подібності послідовнос-
тей у вирівнюванні складав 83,1 % (рис. 1).  

По всій довжині вирівнювання зустріча-
ються точкові нуклеотидні заміни, проте найча-
стіше вони спостерігаються між позиціями 100-
155 п.н. консенсусної послідовності. Також ви-
явлено одно- та олігонуклеотидні індели (інсер-
ції / делеції). Зокрема, на початку та в центра-
льній частині IGS знайдено індели довжиною 16 
та 14 п.н., відповідно. Індел на початку спейсе-
ра являє собою дві копії повторюваного 8-и 
нуклеотидного мотиву GTCTTTTT. Найбільша 
кількість копій цього мотиву — 4, присутня у 
клонах Prspi-3 та -5. Три копії цього субповтору 
наявні в клоні Prspi-18, і по дві — в клоні Prspi-9 
та послідовностях IGS представників інших ви-
дів підроду Prunus. Причому, перша копія суб-
повтору у всіх клонів P. spinosa коротша на пе-
рший нуклеотид, а IGS інших видів — на два 
початкових. 

Послідовності субповторів містять у своєму 
складі сигнал термінації транскрипції — TTTTT 
(Douet et al., 2007; Simon et al., 2018). В першо-
му субповторі цей сигнал займає звичайну по-
зицію на початку IGS (Tynkevich, Volkov, 2014; 
Tynkevich et al., 2015; De Souza et al., 2020; 
Ishchenko et al., 2021). Цікаво, що у геномі P. 
spinosa одночасно зустрічається три варіанти 
IGS, які містять від двох до чотирьох сигналів 

термінації. Наявність двох сигналів термінації 
транскрипції була показана раніше для пред-
ставників роду Quercus (Tynkevich et al., 2020). 
Проте, знайдене нами у геномі терену розташу-
вання термінаторної послідовності у складі суб-
повторів та наявність більше двох її копій є но-
вою, раніше невідомою структурною особливіс-
тю IGS, функціональне значення якої залиша-
ється незрозумілим.  

В межах 3’-кінцевої частини IGS нами та-
кож ідентифіковані потенційні зовнішні елемен-
ти промотора РНК-полімерази III. Ці ділянки у 
Arabidopsis thaliana представлені шестинуклео-
тидним ТАТАТА-боксом, GC-динуклеотидом та 
цитозином у позиціях -28, -13, -1, відповідно 
(Douet et al., 2007; Simon et al., 2018). У пред-
ставників роду Prunus відмінність спостерігаєть-
ся лише для GC-нуклеотиду: у позиції -13 зна-
ходиться мотив GT, тоді як GC-мотив також 
присутній, але в позиції -15. У представників 
іншої групи родини Rosaceae — роду Rosa, GC-
динуклеотид розташований в позиції -12 (Tyn-
kevich, Volkov, 2014). 

Розрахований на основі вирівнювання нук-
леотидних послідовностей рівень подібності між 
IGS окремих клонів P. spinosa становить 96,5–
100 %, (табл. 2), тоді як подібність між ними та 
IGS інших представників роду Prunus знахо-
диться в межах від 73,0 до 84,3 %. При цьому 
найвищу подібність до P. spinosa демонструє 
P. mume — 81,9–84,3 %. Такий результат свід-
чить на користь припущення, що секція Armeni-
aca, яку представляє P. mume є більш спорід-
неною до секції Prunus, ніж секції Persica і 
Amygdalus (Shi et al., 2013). 
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Рис. 1. Структурна організація міжгенного спейсера 5S рДНК видів роду Prunus. Сірими прямокутниками виділено потенційні 
зовнішні елементи промотора; жирним курсивом наведено оліго-Т послідовність термінатора; стрілками позначено розташуван-
ня субповторів на початку IGS. 
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Таблиця 2. Рівень подібності (%) нуклеотидної послідовності IGS 5S рДНК видів роду Prunus 

Вид / клон Prspi-3, -5 Prspi-9 Prspi-18 P. mume P. dulcis P. persicа 

Prspi-3, -5 
100,0 96,5 97,2 81,9 73,0 75,1 

Prspi-9 
 100,0 97,0 84,3 75,5 76,9 

Prspi-18 
  100,0 82,4 73,6 75,0 

P. mume 
   100,0 77,1 78,7 

P. dulcis     100,0 87,3 

P. persicа 
     100,0 

 

 

Встановлений діапазон рівня подібності 
між послідовностями IGS 5S рДНК різних видів 
роду Prunus в межах 73,0–87,3 % є оптималь-
ним для філогенетичних досліджень. Ця особ-
ливість, разом з виявленим нами характером 
молекулярної еволюції IGS у представників 
роду, а саме — переважання однонуклеотидних 
замін та відсутність значних інделів, зумовлю-
ють високий потенціал подальшого використан-
ня IGS у таксономічних дослідженнях цієї групи 
рослин. 

Висновки 

У геномі P. spinosa присутній один клас 5S 
рДНК із довжиною повторів 680-700 нп. Варіан-
ти IGS 5S рДНК в геномі цього виду містять від 
двох до чотирьох субповторів на 5’-кінці, кожен 
з яких несе сигнал термінації транскрипції для 
РНК-полімерази III. Подібність між IGS різних 
видів роду Prunus знаходиться в межах 73,0-
87,3%, які є оптимальними для внутрішньоро-
дових філогенетичних та таксономічних дослі-
джень. 
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