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Мета. 5S рДНК становить зручну модель для вивчення молекулярної еволюції тандемно ор-
ганізованих повторюваних послідовностей. Проте, у багатьох групах покритонасінних рос-
лин ця ділянка геному все ще залишається вивченою фрагментарно. Так, у родині Solanaceae 
5S рДНК охарактеризована лише для п’яти родів. Для того, щоб отримати уявлення про 
організацію 5S рДНК представників інших родів Solanaceae, було вирішено дослідити цю ділян-
ку у Brunfelsia uniflora (триба Petunieae). Методи. ПЛР-ампліфікація, клонування та розшиф-
рування нуклеотидної послідовності 5S рДНК. Результати. Сиквеновано три клоновані пос-
лідовності 5S рДНК B. uniflora. Встановлено, що у геномі B. uniflora присутній лише один клас 
повторів довжиною 343-347 нп. Рівень внутрішньогеномної подібності досліджених послідов-
ностей ділянки міжгенного спейсера (МГС) 5S рДНК становить 86,7–96,4 %. МГС цього виду 
та інших представників родини Solanaceae суттєво відрізняються між собою: гомологію було 
виявлено лише у ділянках, необхідних для ініціації та термінації транскрипції РНК-полімерази 
III. Висновки. Молекулярна еволюція МГС 5S рДНК в родині Solanaceae відбувається з високою 
швидкістю. Відповідно, порівняння МГС варто використовувати для уточнення філогенетич-
них відносин між таксонами низького рангу, зокрема — між видами та родами триби 
Petunieae.  

Ключові слова: 5S рДНК, міжгенний спейсер, молекулярна еволюція, Brunfelsia, Solanaceae. 

ступ. Повторювані послідовності являють собою основну фракцію геномів вищих 
рослин. Особливе місце серед них посідає рДНК — ділянки геному, які кодують 

рРНК. На відміну від більшості повторюваних послідовностей рДНК присутня у геномах 
всіх живих істот, оскільки вона виконує життєво необхідну функцію [1, 2]. У переважної 
більшості еукаріот 5S рДНК формують кластери з численних копій висококонсерватив-
них кодувальних ділянок довжиною 120 нп, розділених мінливими міжгенними спейсе-
рами (МГС). Транскрипцію 5S рДНК забезпечує РНК-полімераза ІІІ [2–5].  

Завдяки своїй універсальній будові та широкому розповсюдженню рДНК стано-
вить зручну модель для вивчення молекулярної еволюції тандемно організованих по-
вторюваних послідовностей. Крім того, порівняння послідовностей рДНК, особливо 
внутрішніх транскрибованих спейсерів (internal transcribed spacer, ITS) 45S рДНК, ши-
роко використовується у молекулярній таксономії [6–10]. 5S рДНК також з успіхом за-
стосовуються у таксономічних дослідженнях [3, 7, 11–14], але на загал набагато мен-
ше, ніж ITS 45S рДНК. Навіть для великих та економічно важливих родин 5S рДНК все 
ще залишається вивченою фрагментарно. Так, у родині Solanaceae 5S рДНК охаракте-
ризована лише для п’яти родів [3, 15–18], чотири з яких належать до так званої клади 
«х=12» — таксономічної групи, яка об’єднує рослини, що мають базове хромосомне 
число 12 [19]. Для того, щоб отримати уявлення про 5S рДНК представників інших груп 
Solanaceae, ми вирішили дослідити організацію цієї ділянки у Brunfelsia uniflora (Pohl.) 
D. Don — представника широко розповсюдженого у Південній Америці роду Brun-
felsia L. [20], та провести порівняльний аналіз особливостей її будови з відповідними 
ділянками інших представників родини Solanaceae.  
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Матеріали і методи 

Матеріалом для дослідження було свіже 
листя B. uniflora, отримане з Національного 
ботанічного саду імені М. М. Гришка НАН Украї-
ни. Загальну ДНК екстрагували згідно стандарт-
ної методики з використанням цетавлону в яко-
сті детергента [21]. 

Повторювану ділянку 5S рДНК ампліфіку-
вали за допомогою полімеразної ланцюгової 
реакції (ПЛР). З цією метою використовували 
пару універсальних праймерів 5S-14a-Ph (5'-GC-
GAGAGTAGTACTAGGATGCGTGAC-3') і 5S-15-Ph 
(5'-GCTTAACTTCGGAGTTCTGATGGGA-3'), ком-
плементарних до ділянки, що кодує 5S рРНК у 
дводольних рослин [3]. Застосування цих прай-
мерів забезпечує ампліфікацію повного МГС та 
фланкувальних ділянок кодувальної послідовно-
сті за винятком 8 нп у її центральній частині — 
рис. 1. Наявність на 5'-кінці праймерів фосфат-
ного залишку дозволяє збільшити ефективність 
лігування при клонуванні ПЛР-продуктів за тупим 
кінцем. Реакційна суміш загальним об’ємом 25 
мкл містила наступні компоненти: 10–30 нг ДНК, 
1,0 од. акт. ДНК-полімерази (Phusion DNA poly-
merase, Thermoscientific), 1

× 
буфер для ПЛР, 0,1 

мМ дезоксирибонуклеотидтрифосфатів та по 0,5 
мкМ кожного з праймерів. ПЛР проводилася з 
використанням ампліфікатора MiniCycler (MJ 
Research Inc, США) за програмою: (1) початкова 
денатурація ДНК — 95 °С, 2 хв; (2) денатурація 
ДНК — 95 °С, 45 с; (3) гібридизація праймерів — 
58 °С, 40 с; (4) синтез ДНК — 72 °С, 1 хв; (5) за-
кінчення ампліфікації — 72 °С, 8 хв; припинення 
реакції — 4 °С; загальна кількість циклів ампліфі-
кації — 35. Продукти ПЛР аналізували за допо-
могою електрофоретичного аналізу в 1,5 % ага-
розному гелі [22]. 

Отримані фрагменти ДНК лігували за фо-
сфорильованими тупими кінцями у плазмідний 
вектор з використанням набору CloneJET PCR 
Cloning Kit (Thermo scientific). Трансформацію 
компетентних клітин лінії Escherichia coli XL-blue 
продуктами лігування проводили методом елек-

тропорації з використанням приладу E. coli 
Pulser (BioRad, США). Колонії, які містили реко-
мбінантні плазміди, виявляли методом blue-
white colony selection. Плазміди виділяли мето-
дом лужного лізису [22].  

Наявність вставки у плазмідах перевіряли, 
застосовуючи ПЛР зі стандартними праймерами 
M13/pUC forward (For) та reverse (Rev), сайти гіб-
ридизації яких знаходяться в плазмідній ДНК по 
обидва боки від полілінкеру. Продукти ампліфіка-
ції, що містили вставки 5S рДНК, сиквенували на 
фірмі GATC (Німеччина). Первинну обробку 
отриманої нуклеотидної послідовності проводили 
за допомогою комп’ютерної програми Chromas та 
пакету програм комп’ютерної обробки даних 
DNASTAR [23]. Вирівнювання послідовностей 
здійснювали методом Clustal V [24], а пошук го-
мологічних послідовностей у Genbank — з вико-
ристанням програми BLAST [25]. 

Результати та обговорення 

Для ізоляції повторюваної ділянки 5S рДНК 
B. uniflora було застосовано ПЛР-ампліфікацію. 
Електрофоретичний аналіз отриманих ампліфі-
катів показав, що при проведенні ПЛР утворю-
ється продукт довжиною близько 350 нп. Це 
вказує на присутність у геномі B. uniflora лише 
одного варіанту 5S рДНК за довжиною повтору. 
Клонування ПЛР-продуктів у плазмідний вектор 
та скринінг отриманих бактерій-трансформантів 
дозволили ідентифікувати вісім зразків, що міс-
тили інсерти 5S рДНК, три з яких були відібрані 
для подальшого сиквенування.  

Комп’ютерний аналіз результатів сиквену-
вання показав, що клоновані ампліфікати з обох 
кінців містять фрагменти кодувальної області, 
між якими знаходиться МГС. Виходячи із зага-
льновідомої довжини кодувальної ділянки 5S 
рДНК еукаріот, яка становить 120 нп, була роз-
рахована довжина повтору B. uniflora. Її значен-
ня для всіх досліджуваних зразків знаходяться у 
межах 343–347 нп. Незначна різниця у довжині 
повторів пов’язана з наявністю інсерцій/делецій 
окремих нуклеотидів у МГС (табл. 1, рис. 1).  

Таблиця 1. Характеристика міжгенного спейсеру 5S рДНК видів родини Solanaceae 

Назва виду Назва клону 
GenBank 
Acc. No 

Довжина 
МГС, нп 

Вміст GC-пар, 
% 

Посилання 

Brunfelsia uniflora 
BfUn-5S-07 MH277104 227 35,24 

Ця стаття BfUn-5S-21 MH277105 223 34,98 
BfUn-5S-23 MH277106 225 34,22 

Petunia hybrida HWH5a X07930 341 41,94 [15] 
Nicotiana sylvestris Clone 4 AJ131171 312 33,33 [17] 
Capsicum baccatum --- AF217951 180 47,78 [16] 
Atropa belladonna Ab-5S-15 KF496933 138 34,06 [18] 

Solanum dulcamara Dulc 5S/1 AJ226026 219 57,53 [3] 
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Для порівняльного аналізу організації МГС 
5S рДНК B. uniflora нами були використані пос-
лідовності цієї ділянки з геномів інших предста-
вників родини Solanaceae, які представлені у 
Genbank (табл. 1). Встановлено, що довжина 

МГС у B. uniflora знаходиться у межах середніх 
значень, тобто є типовою для представників цієї 
родини.  

 

 

 

Рисунок 1. Структурна організація МГС 5S рДНК Brunfelsia uniflora (клони BfUn-5S-07, -21, -23) та Petunia hybrida (клон HWH5a). Pr1 та 
Pr2 — праймери 5S-14a та 5S-15, відповідно. Жирним курсивом виділено оліго-Т послідовність термінатора та передбачувані зовнішні 
елементи промотора РНК-полімерази ІІІ. Підкреслено А-багаті олігонуклеотидні мотиви. Характеристики клонів наведено у табл. 1.  
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Розрахунок вмісту GC-пар у МГС показав, 
що у B. uniflora цей показник є порівняно низь-
ким і знаходиться у межах від 34,22 до 35,24 %. 
Водночас, у деяких інших представників цієї ж 
родини вміст GC-пар у МГС є суттєво вищим і, 
зокрема, становить 47,78 % у Capsicum 
baccatum та 57,53 % у Solanum dulcamara 
(табл. 1). Раніше, в результаті вивчення моле-
кулярної еволюції 45S рДНК антарктичного виду 
Deschampsіa antarctica, було запропоновано 
гіпотезу, що існування рослин за низьких тем-
ператур в умовах помірного чи холодного клі-
мату мало би сприяти зниженню вмісту GC-пар 
у некодувальних ділянках геному для полег-
шення розходження ланцюгів ДНК під час реп-
лікації. І, навпаки, в умовах тропічного клімату 
варто очікувати збільшення вмісту GC-пар [8]. 
Проте, отримані нами результати не підтвер-
джують цю гіпотезу стосовно вмісту GC-пар в 
МГС 5S рДНК видів родини Solanaceae.  

За допомогою вирівнювання отриманих 
послідовностей було встановлено, що рівень 
подібності МГС 5S рДНК у геномі B. uniflora зна-
ходиться у межах 86,7–96,4 % (табл. 2). Відмін-
ності, виявлені у кожному з розшифрованих 
МГС порівняно з консенсусною послідовністю, є 
наслідком кількох транзицій та трансверсій (рис. 
1). Зокрема, у межах МГС клонів BfUn-5S-07 та -
21 виявлено по п’ять транзицій і по дві трансве-
рсії, тоді як у BfUn-5S-23 на одну транзицію 
менше. При порівнянні частоти наявних транзи-
цій було встановлено, що серед них найчастіше 
— майже половина всіх випадків — зустрічаєть-
ся заміна G→A, що може бути наслідком деза-
мінування 5-метилцитозину та його перетво-
ренням у тимін (С→Т) в антисенс-ланцюгу 5S 
рДНК. Аналогічна тенденція була попередньо 
виявлена у нашій лабораторії для 5S рДНК 
Atropa belladonna [18].  

 

Таблиця 2. Рівень подібності (%) МГС 5S рДНК представників родини Solanaceae 

1 2 3 4 5 6 7 8 No Вид, клон 

100  88.8 86.7 41.4 35.7 33.3 26.8 21.9 1 B. uniflora, BfUn-5S-07 

 100 96.4 41.7 33.6 28.9 28.3 20.5 2 B. uniflora, BfUn-5S-21 

  100 43.6 33.3 35.6 27.5 20.5 3 B. uniflora, BfUn-5S-23 

   100 37.2 31.1 29.0 31.1 4 P. hybrida, HWH5a  

    100 30.6 33.3 24.7 5 N. sylvestris, clone 4 

     100 42.8 31.7 6 C. baccatum   

      100 42.8 7 A. belladonna, Ab-5S-15 

       100 8 S. dulcamara, Dulc 5S/1 

 

Порівняння отриманих нами послідовнос-
тей із даними, наявними у Genbank, показало, 
що МГС 5S рДНК B. uniflora має низький рівень 
подібності з МГС досліджених на сьогодні пред-
ставників родини Solanaceae (табл. 2). Зокрема, 
найвищий рівень подібності — 41,4–43,6 % — 
був виявлений із МГС Petunia hybrida, тоді як із 
представниками інших родів подібність МГС 
B. uniflora не перевищувала 35,7 %. Ці спосте-
реження добре узгоджуються з сучасними так-
сономічними уявленнями, які ґрунтуються на 
порівнянні послідовностей хлДНК [19]. 

Встановлено, що найбільший рівень подіб-
ності у представників різних родів родини 
Solanaceae спостерігається на початку та в кінці 
МГС (рис. 1, 2). Як відомо, у рослин МГС 
5S рДНК містить послідовності, необхідні для 

роботи РНК-полімерази ІІІ, а саме — сигнал 
термінації транскрипції та зовнішні елементи 
промотора. Зокрема, функцію термінатора тра-
нскрипції виконує оліго-Т мотив, що безпосере-
дньо межує з 3'-кінцем кодувальної ділянки 
5S рДНК [4]. Аналогічна ділянка присутня в МГС 
5S рДНК B. uniflora (рис. 1) та інших представ-
ників родини Solanaceae [3, 15–18]. Проведене 
нами порівняння послідовностей МГС також 
показує, що на відстані кількох десятків нуклео-
тидів від термінатора транскрипції у МГС всіх 
порівнюваних видів присутня Т-багата ділянка 
(рис. 1, 2), відносна консервативність якої може 
вказувати на її функціональне значення. Можна 
припустити, що ця ділянка може бути задіяна у 
термінації транскрипції як додатковий або «за-
пасний» термінатор.  
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Рисунок 2. Схематичне зображення вирівнювання нуклеотидних послідовностей МГС 5S рДНК клонів Brunfelsia uniflora (BfUn-
5S-07, -21, -23) та деяких представників родини Solanaceae: Petunia hybrida (GenBank Acc. No X07930), Nicotiana sylvestris 
(AJ131171), Capsicum baccatum (AF217951), Atropa belladonna (KF496933), Solanum dulcamara (AJ226026). Градацією відтінків 

сірого показано рівень гомології між окремими ділянками:  — менше 50 %,  — 60–80 %,  — 80–100 %, 

 — 100 %. 

В Arabidopsis thaliana зовнішні елементи 
промотора РНК-полімерази ІІІ представлені 
трьома мотивами: шестинуклеотидним ТАТА-
боксом, GC та C, розміщеними відповідно у 
позиціях -28, -13 та -1 нп від 5'-кінця кодуваль-
ної ділянки 5S рДНК [4]. Подібні мотиви виявле-
ні й у МГС B. uniflora. Так, у позиції -29 знахо-
диться послідовність АТАААА, а у позиціях -12 
та -1 присутні мотиви GC і С. Водночас, на від-
міну від B. uniflora, у петунії в позиції -25 наяв-
ний цитозин. Ці данні доповнюють попередні 
спостереження нашої лабораторії, згідно яких 
нуклеотидна послідовність ТАТА-боксу у покри-
тонасінних рослин може зазнавати певних змін, 
однак основною її властивістю залишається 
переважна наявність аденіну та тиміну [26–28]. 

Аналіз отриманих сиквенсів також показує, 
що у МГС B. uniflora наявні шість А-багатих олі-
гонуклеотидних мотивів довжиною від 6 до 10 
нп. Імовірним механізмом їх виникнення може 
бути ампліфікація єдиної батьківської послідов-
ності з подальшим накопиченням нуклеотидних 
замін. Короткі повторювані мотиви, які відрізня-
ються між собою за послідовністю, було раніше 
знайдено у МГС інших дводольних рослин [3, 
26–28].  

 
 
 

Висновки 

У геномі B. uniflora присутній один клас по-
вторів 5S рДНК довжиною 343–347 нп. МГС 5S 
рДНК цього виду та інших представників родини 
Solanaceae, зокрема тих, що належать до клади 
«х=12», суттєво відрізняються між собою: гомо-
логію виявлено лише у ділянках, в яких розмі-
щені зовнішні регуляторні елементи РНК-
полімерази ІІІ. Це свідчить на користь того, що 
порівняння МГС варто використовувати для 
уточнення філогенетичних відносин між таксо-
нами низького рангу, зокрема — між видами та 
родами триби Petunieae.  
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Aim. The 5S rDNA represents a convenient model for 

studying of the molecular evolution of tandemly arranged 
repeated sequences. However, in many groups of 
angiosperms this genomic region still remains poorly 
studied. So far, in the family Solanaceae the 5S rDNA 
was described only for five genera. In order to elucidate 

the 5S rDNA organization in representatives of other 
genera of Solanaceae, we decided to explore orga-
nization of this region in Brunfelsia uniflora (tribe 
Petunieae). Methods. PCR amplification, cloning and 
sequencing of 5S rDNA. Results. Three clones of 5S 
rDNA of Brunfelsia uniflora were sequenced. It was 
found that only one class of repeats ranging in length 
from 343 to 347 bp is present in the genome of 
B. uniflora. The level of intragenomic similarity for the 5S 
rDNA intergeneric spacer regions (IGS) ranges from 
86.7 to 96.4 %. The IGSs of B. uniflora and of other 

members of Solanaceae family differ significantly: the 
sequence homology was detected only for sequence 
motives required for RNA polymerase III transcription 
initiation and termination. Conclusions. The molecular 

evolution of the 5S rDNA IGS occurs at a high rate in the 
Solanaceae family. Accordingly, the comparison of the 
IGS should be used to clarify the phylogenetic relation-
ship between taxa of low rank, in particular between 
species and genera of the tribe Petunieae. 

Keywords: 5S rDNA, intergeneric spacer, molecular 
evolution, Brunfelsia, Solanaceae. 
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