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Мета. Ділянки 5S рДНК являють собою зручну модель для вивчення еволюції повторюваних 
послідовностей. Крім того, порівняння 5S рДНК було успішно використано для з’ясування фі-
логенетичних відносин між близько спорідненими видами рослин. Проте, на сьогодні практич-
но відсутні дані щодо організації повторів 5S рДНК у представників секції Lobatae — однієї з 
найбільших груп роду Quercus. Відповідно, нашою метою було дослідити організацію 5S рДНК 
Q. imbricaria — виду, що належить до цієї секції. Методи. Виділення ДНК, ПЛР-ампліфікація, 
клонування та сиквенування. Результати. Клоновано та сиквеновано повну повторювану 
ділянку 5S рДНК. Виявлено, що у геномі дубів кодувальна ділянка 5S рДНК містить 5 нуклео-
тидних замін порівняно з такою у арабідопсису. Проте, вторинна структура гіпотетичного 
транскрипту зберігає всі типові особливості 5S рРНК. У міжгенному спейсері (IGS) були вияв-
лені потенційні елементи зовнішнього промотору. Висновки. Присутні у 5S рРНК нуклеотид-
ні заміни виникли в ході еволюції як компенсаторні, що призводить до збереження її вторинної 
структури. Завдяки суттєвим відмінностям між видами різних секцій, IGS 5S рДНК можна 
застосувати для таксономічних досліджень у роді Quercus. 
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Вступ. У рослин на гаплоїдний набір хромосом може припадати один або декілька 
локусів 5S рДНК. Кожен з цих локусів містить від сотень до тисяч повторюваних оди-
ниць (Cloix et al., 2000; Navrotska et al. 2018; Ibiapino et al. 2019; Pastova et al. 2019). Ці 
одиниці організовані як тандемні повтори кодувальної ділянки та міжгенного спейсера 
(intergenic spacer, IGS) (Volkov et al., 2003). Кодувальна ділянка 5S рДНК є еволюційно 
консервативною, що необхідно для збереження функції 5S рРНК у складі рибосоми 
(Barciszewska et al., 2001). Крім того, у кодувальній ділянці містяться елементи внутрі-
шнього промотора РНК полімерази III: A-box, внутрішній елемент (internal element, IE) і 
C-box (Douet et al., 2007, Layat et al., 2012). На противагу цьому, IGS є еволюційно мін-
ливим, оскільки він не транскрибується та більша його частина не виконує регулятор-
них функцій. Тим не менш, у IGS покритонасінних рослин виявлені відносно консерва-
тивні елементи, які потрібні для ініціації (зовнішні промоторні елементи) та термінації 
(термінатор) транскрипції (Venkateswarlu et al., 1991; Fulnecek et al., 2002; Cloix et al., 
2003, de Souza et al., 2019). Універсальна структурна організація та висока еволюційна 
мінливість IGS робить цю ділянку зручним інструментом для вивчення закономірностей 
молекулярної еволюції та з’ясування філогенетичних відносин таксонів низького рангу 
(Volkov et al., 2001; Saini et al., 2009; Mlinarec et al., 2016; Bolsheva et al., 2017). Проте, 
для багатьох груп рослин молекулярна організація 5S рДНК залишається недостатньо 
вивченою. Серед таких груп і один з найбільших родів деревних рослин — рід Quercus 
(дуб). Згідно сучасних даних, рід Quercus поділяють на 2 підроди, Quercus та Cerris, які 
включають 5 і 3 секцій, відповідно (Denk et al., 2017). Найбільше видове різноманіття 
спостерігається у дубів Північної Америки та Південної Азії (Denk et al., 2017; Hipp et al., 
2019). 
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Проте, наявні дані про організацію генів 5S 
рРНК відносяться виключно до дубів західної 
Євразії (Denk, Grimm, 2010; Simeone et al., 
2018). В той же час, особливої уваги заслуговує 
ендемічна група північноамериканських дубів — 
секція Lobatae (так звані «Червоні дуби»). Не 
дивлячись на важливе значення, як в екосисте-
мах Північної Америки, так і в господарській 
діяльності людини (Wright, Jones, 2006), ця гру-
па все ще залишається найменш охопленою 
дослідженнями із використанням молекулярно-
генетичних методів. В даній роботі ми аналізує-
мо молекулярну організацію 5S рДНК представ-
ника секції Lobatae — Q. imbricaria. 

Матеріали і методи 

Матеріалом для дослідження був зразок 
Q. imbricaria з дендрарію Ботанічного саду Чер-
нівецького національного університету імені 
Юрія Федьковича. Загальну ДНК екстрагували зі 
свіжого листя згідно стандартної методики із 
використанням цетавлону як лізуючого агенту 
(Porebski et al.,1997; Панчук, Волков, 2007). 

Повторювану ділянку 5S рДНК ампліфіку-
вали методом полімеразної ланцюгової реакції 
(ПЛР), використовуючи праймери 5S-L і 5S-R, 
які мають послідовність, комплементарну до 
кодувальної ділянки 5S рДНК: 
5’-GCGAGAGTAGTACTAGGATGCGTGAC-3’ та 
5’-GCTTAACTTCGGAGTTCTGATGGGA -3’, 
відповідно. Застосування цих праймерів забез-
печує ампліфікацію повного міжгенного спейсе-
ра та фланкуючих ділянок кодувальної послідо-
вності 5S рДНК у видів, які належать до таксо-
номічно віддалених родин Покритонасінних 
(Тинкевич та ін., 2014; Тинкевич та ін., 2015; 
Русак та ін., 2016; Volkov et al., 2017; Шелифіст 
та ін., 2018; Ishchenko et al., 2018).  

Реакційна суміш для ПЛР загальним 
об’ємом 20 мкл містила такі компоненти: 10 нг 
ДНК, 1 одиниця полімерази MyTaq (Bioline), 10 × 
полімеразний буфер та 0.5 мкМ кожного з двох 
праймерів. ПЛР проводилася з використанням 
ампліфікатора BioRad T100 (BioRad, США) за 
такою програмою: (1) початкова активація ДНК-
полімерази та денатурація ДНК — 95 °С, 3 хв; 
(2) денатурація ДНК — 95 °С, 15 с; (3) гібриди-
зація праймерів — 61 °С, 15 с; (4) синтез ДНК — 
72 °С, 10 с; (5) закінчення ампліфікації — 72 °С, 
8 хв; припинення реакції — 4 °С; загальна кіль-
кість циклів ампліфікації — 35. Продукти ПЛР 
аналізували за допомогою електрофоретичного 
розділення у 2 % агарозному гелі. Отриманий 
ПЛР-продукт лігували у плазмідний вектор pJET 

1.2, використовуючи набір реактивів CloneJET 
PCR Cloning Kit (Thermo Fisher Scientific, США) 
згідно з інструкціями виробника. Далі вектор зі 
вставкою трансформували в клітини E. coli лінії 
XL1-Blue методом електропорації, використо-
вуючи прилад E. coli Pulsher (BioRad, США). 
Колонії із рекомбінатною плазмідою виявляли 
за резистентністю до ампіциліну. 

Наявність вставки у плазмідах підтверджу-
вали методом ПЛР-ампліфікації із праймерами 
pJET1.2 Forward та pJET1.2 Reverse, які гібриди-
зуються з векторною ДНК з обох боків від полілін-
керу. Рекомбінантні плазміди виділяли методом 
лужного лізису (Sambrook et al., 1989). Отриманий 
клон був сиквенований на фірмі Genewiz (США).  

Полінуклеотидні послідовності аналізували 
за допомогою комп’ютерної програми Chromas 
та пакету програм DNASTAR. Пошук гомологіч-
них послідовностей для порівняння проводився 
у базі даних Genbank, використовуючи програму 
BLAST (Altschul et al., 1997). Моделі вторинних 
структур 5S рРНК будували з використанням 
програми RNAstructure (Turner, Mathews, 2009). 

Результати та обговорення 

Електрофоретичний аналіз продуктів амп-
ліфікації 5S рДНК Q. imbricaria показав, що для 
даного зразка утворюється декілька ПЛР-
продуктів з довжинами приблизно 320 нп, 640 нп 
та 960 нп. Оскільки довжина цих продуктів є кра-
тною 320, це свідчить про ампліфікацію мономе-
ру, димеру та тримеру повторів 5S рДНК.  

Після клонування ПЛР-продуктів за допомо-
гою плазмідного вектору було відібрано вісім 
резистентних до ампіциліну колоній E. coli. Вико-
ристовуючи ПЛР-ампліфікацію клонованої ділян-
ки та електрофоретичне визначення довжини 
отриманих ПЛР-фрагментів було показано, що у 
більшості випадків в плазмідах міститься вставка 
з двох повторів 5S рДНК (димер). Один з таких 
клонів був обраний для сиквенування. 

Аналіз отриманої послідовності показав, 
що вставка рекомбінантної плазміди складаєть-
ся з наступних ділянок: фрагмент кодувальної 
ділянки 5S рДНК, повний міжгенний спейсер, 
повна кодувальна ділянка та частково просик-
венований другий міжгенний спейсер. Було 
встановлено, що довжина повної послідовності 
IGS становить 217 нп, тоді як кодувальна ділян-
ка має типову для рослин довжину — 120 нп 
(Barciszewska et al., 2001; Wicke et al., 2011). 
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Рис. 1. Електрофоретичне розділення ПЛР-продуктів 
5S рДНК Q. imbricaria. GR — електрофоретичний маркер 
GeneRuler 100bp, Q. imbr — ПЛР продукт 5S рДНК 
Q. imbricaria.  

Порівняння отриманої нами послідовності 
кодувальної ділянки 5S рДНК Q. imbricaria із 
кодувальною ділянкою 5S рДНК для модельно-
го виду Arabidopsis thaliana, послідовність якої 
наявна у Genbank (Acc. No AJ307348.2), вияви-
ло різницю у 5 нуклеотидних замін. Враховуючи, 
що 5S рРНК є високо консервативною, ми вирі-
шили перевірити, чи отримана нами послідов-
ність кодувальної ділянки 5S рДНК Q. imbricaria 
не являє собою псевдоген. З цією метою були 
обраховані та порівняні між собою прогнозовані 
вторинні структури (Turner, Mathews, 2009) 
5S рРНК Q. imbricaria та A. thaliana (Cloix, Tutois, 
2010; Douet, Tourmente, 2007; Simon et al., 
2018). Отримані моделі (рис. 2) показують ная-
вність всіх типових структурних елементів 
(Barciszewska et al., 2001) та високу подібність 
для обох видів. Отже, ми вважаємо, що 
cиквенована ділянка кодує функціонально акти-
вну 5S рРНК Q. imbricaria. Ці результати також 
свідчать, що заміни окремих нуклеотидів, які 
протягом еволюції з’являлись у кодувальній 
ділянці, мали компенсаторний характер. 

 

 

Рис. 2. Прогнозовані вторинні структури 5S рРНК Arabidop-
sis thaliana (A) та Quercus imbricaria (B). Виділено 5 нуклео-
тидних замін між послідовностями рРНК обох видів. 

Послідовність IGS 5S рДНК Q. imbricaria 
було порівняно з послідовностями IGS інших 
представників роду Quercus, які наявні у базі 
даних Genbank (в дужках вказаний номер дос-
тупу в базі), або отримані нами раніше. Зокре-
ма, для порівняння ми обрали ще одного пред-
ставника тієї ж секції Lobatae — Q. texana 
Buckley (MN124992) (Tynkevich, Volkov, 2019), а 
також по одному представнику чотирьох основ-
них секцій роду, а саме: з секції Quercus — 
Q. robur L. (FM243373.1), Cerris — Q. cerris L. 
(LT971465.1), Ilex — Q. ilex L. (FM243809.1) та 

Cyclobalanopsis — Q. glauca THUNB. (MN124991) 
(Denk, Grimm, 2010; Simeone et al., 2018). Порі-
вняльний аналіз обраних послідовностей пока-
зав, що представники секцій Lobata та Quercus 
мають відносно меншу довжину IGS 5S рДНК — 
217 нп у Q. imbricaria і Q. texana та 230 нп у 
Q. robur, тоді як у видів інших секцій довжина 
IGS сягає 319, 316 та 328 нп у Q.cerris, Q. ilex та 
Q. glauca, відповідно. Така різниця викликана 
наявністю довгих інсерцій / делецій (рис. 3). 

У IGS було виявлено мотиви, які відповіда-
ють зовнішнім регуляторним елементам промото-
ра 5S рРНК (Douet, Tourmente, 2007; Simon et al., 
2018; de Souza et al., 2019). До таких елементів 
належать AT-збагачена ділянка («TATA»-box), яка 
у роді Quercus має вигляд TTTATAA (за винятком 
Q. ilex: в геномі цього виду є два варіанти повторів 
5S рДНК, які мають звичайну AT-збагачену ділян-
ку, або змінену — TTTGTAA). Ця ділянка розмі-
щена на 3´ кінці IGS у позиції -30 нп від 5´ кінця 
кодувальної ділянки. Крім того, було ідентифіко-
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вано інший відомий елемент промотора — мотив 
GC у позиції -14 нп. У позиції -1, яка також задіяна 
в ініціації транскрипції, у всіх представників роду 
Quercus присутній нуклеотид Т, тоді як у 
A. thaliana та представників багатьох інших родів 
покритонасінних тут знаходиться нуклеотид С 
(Cloix, Tutois, 2000; Volkov, Panchuk, 2014; Tyn-
kevich, Volkov, 2015; Tynkevich et al., 2015; Shely-
fist et al., 2018; Ishchenko et al., 2018).  

Також безпосередньо після 3´ кінця коду-
вальної ділянки на початку IGS були виявлені 
мотиви, які, імовірно, виконують функцію термі-
натора транскрипції (Douet, Tourmente, 2007; 
Tynkevich, Volkov, 2019; de Souza et al., 2019): 
оліго-Т послідовності, якими починаються дві 
копії довгих тандемних субповторів (рис. 3). 

 

 

Рис. 3. Структурна організація міжгенного спейсера 5S рДНК видів роду Quercus. Pr1 та Pr2 — праймери 5S-L та 5S-R, відповід-
но. Виділено потенційні зовнішні елементи промотора; жирним курсивом виділено оліго-Т послідовність термінатора; стрілками 
позначено розташування субповторів у IGS. 
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На основі вирівнювання IGS різних видів 
роду Quercus був обрахований рівень подібнос-
ті між ними (таб. 1). Між видами, що належать 
до секції Lobatae — Q. imbricaria та Q. texana — 
рівень подібності сягає 94,5 %, що підтверджує 

існуючі уявлення про приналежність цих двох 
видів до однієї секції. Водночас між видами з 
різних секцій подібність IGS є суттєво нижчою 
та коливається в межах від 56,7 до 78,5 %.  

 

Таблиця 1. Рівень подібності (%) нуклеотидної послідовності IGS 5S рДНК видів роду Quercus 
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Q. imbricaria 100 94,5 56,7 72,4 72,4 71,9 

Q. texana  100 58,5 72,4 73,7 75,1 

Q. robur   100 77,0 78,3 65,7 

Q. cerris    100 78,5 67,7 

Q. ilex     100 65,5 

Q. glauca      100 

 
Висновки 

Заміни нуклеотидів, які протягом еволюції 
виникають у кодувальній ділянці 5S рДНК, ма-
ють компенсаторний характер і не порушують 
вторинну структуру 5S рРНК. В IGS 5S рДНК 
видів роду Quercus присутні структурні особли-
вості, які дозволяють чітко відрізняти представ-
ників різних секцій. Завдяки значній мінливості у 
межах роду Quercus, IGS 5S рДНК має великий 
потенціал для використання у внутрішньородо-
вих таксономічних дослідженнях. 
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Aim. The 5S rDNA repeats represent a universal model 
for the investigation of molecular evolution of repeated 
sequences. Also, comparison of 5S rDNA was 
successfully applied for the elucidation of phylogenetic 
relationships between the closely related plant species. 
However, there is practically no data regarding the 
molecular organization of 5S rDNA repeats in members 
of the section Lobatae, one of the largest groups of the 
genus Quercus. Accordingly, our aim was to investigate 
the 5S rDNA organization for Q. imbricaria, a species 
that belongs to this section. Methods. DNA extraction, 
PCR amplification, cloning and sequencing. Results. A 
complete 5S rDNA repeat of Q. imbricaria was cloned 
and sequenced. It has been found that in the oak 
genome, the 5S rDNA coding region contains five 
nucleotide substitutions as compared to that in 
Arabidopsis. Nevertheless, the predicted secondary 
structure of the transcript retains all typical features of 
5S rRNA. Presumptive sequence elements of the 
external promoter were identified in the IGS. 
Conclusions. The nucleotide substitutions that occur in 
the 5S rRNA during evolution appear to be compen-
satory, resulting in conservation of its secondary 
structure. Due to considerable differences among the 
species of different sections, the 5S rDNA IGS can be 
applied for the taxonomic studies in the genus Quercus. 

Keywords: 5S rDNA, molecular evolution, Quercus, 
Lobatae. 
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