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Молекулярна орãанізація 5S рДНК Solanum Betaceum Cav.
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Мета. 5S рДНК належить до класу тандемно орãанізованих помірно повторюваних по-
слідовностей і використовується як зручний інструмент для досліджень молекулярних 
змін протяãом еволюції ãеномів еукаріот. Зокрема, швидко еволюціонуючий міжãенний 
спейсер (МГС) може значно відрізнятися навіть у близькоспоріднених видів. Проте досі 
залишається нез’ясованим, чи може змінюватися характер еволюції МГС під час видо-
утворення у межах однієї таксономічної ãрупи. Для з’ясування цьоãо питання ми здій-
снили клонування та сиквенування МГС 5S рДНК Solanum betaceum (підрід Bassovia) 
і порівняли йоãо молекулярну орãанізацію з такою в інших видів Solanum. Методи. По-
вторювані одиниці 5S рДНК було ампліфіковано методом ПЛР, клоновано у бактеріаль-
ний вектор та сиквеновано. Результати. Встановлено, що МГС 5S рДНК S. betaceum 
має довжину 187 пн і містить субповтори кількох типів, знайдених у раніше досліджених 
видів Solanum. Протяãом еволюції МГС S. betaceum відбулися делеції кількох коротких 
фраãментів, тоді як ãоловним напрямком молекулярної еволюції у підродах Solanum і 
Leptostemonum була ампліфікація субповторів.

Ключові слова: Solanum, 5S рДНК, молекулярна еволюція.

Вñòуп. Ð³д Solanum L., один з найб³льших у родин³ Solanaceae ³ взагал³ у по-
критонас³нних рослин, включає б³льш як 1500 вид³в, розповсюджених пе-

реважно у Öентральн³й ³ П³вденн³й Àìериц³ [1–3]. ×астина ³з них використову-
ються як важлив³ с³льськогосподарськ³ культури або слугують сировиною для 
отриìання фарìацевтичних препарат³в [4], що зуìовлює необх³дн³сть всеб³ч-
ного вивчення цього роду. Проте робота ³з створення єдиної систеìатики роду 
Solanum дос³ не завершена, що пов’язано, зокреìа, з багаточисельн³стю ви-
д³в, р³зноìан³тн³стю їхн³х ìорфолог³чних ознак, високиì р³внеì ìодиф³кац³йної 
ì³нливост³ та ³снуванняì природних г³брид³в ì³ж окреìиìи видаìи [2, 3, 5].

Äля вир³шення сп³рних питань систеìатики та таксоноì³ї роду в останн³ де-
сятил³ття все ширше використовуються ìолекулярно-генетичн³ ìаркери [6, 7], 
зокреìа д³лянки ядерної та хлоропластної ÄÍÊ [8–13]. Äо таких ìаркер³в нале-
жать ³ гени, що кодують 5S рибосоìальну ÐÍÊ, як³ прийнято позначати як 5S 
рÄÍÊ. Ó геноì³ еукар³от 5S рÄÍÊ належить до фракц³ї поì³рно повторюваних 
посл³довностей ³ нараховує к³лька сотень або тисяч повторюваних одиниць, 
розташованих на одн³й або к³лькох хроìосоìах у вигляд³ тандеìно орган³зова-
них кластер³в [14, 15]. Äо складу повторюваної одиниц³ 5S рÄÍÊ входять висо-
коконсервативна кодуюча д³лянка та вар³абельний ì³жгенний спейсер (ÌÃÑ). 
Пор³вняння посл³довностей кодуючої д³лянки дозволяє визначати ф³логенетич-
н³ зв’язки на р³вн³ таксон³в вищого рангу, натоì³сть посл³довност³ ÌÃÑ зручн³ 
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для проведення пор³вняльного анал³зу на 
р³вн³ род³в ³ вид³в [16, 17]. Ðан³ше наìи по-
казано ìожлив³сть використання посл³-
довностей ÌÃÑ 5S рÄÍÊ для визначення 
шлях³в ìолекулярної еволюц³ї та з’ясу-
вання ф³логенетичних зв’язк³в у вид³в сек-
ц³ї Petota Dumort п³дроду Solanum L. [18] 
та у S. melongena L. (п³др³д Leptostemo-
num (Dunal) Bitter, секц³я Melongena (Mill.) 
Dunal) [19]. Ìетою нашої роботи було 
встановлення первинної нуклеотидної по-
сл³довност³ та визначення особливостей 
структурної орган³зац³ї ÌÃÑ 5S рÄÍÊ виду 
Solanum betaceum Cav., який належить до 
п³дроду Bassovia, секц³я Pachyphylla.

Ìàòåð³àëè ³ мåòодè
Ñуìарну ÄÍÊ вид³ляли ³з гербарних 

зразк³в S. betaceum за ìетодикою з вико-
ристанняì л³зуючого буфера з цетавлоноì 
[20]. Äля аìпл³ф³кац³ї повторюваної оди-
ниц³ 5S рÄÍÊ ìетодоì пол³ìеразної лан-
цюгової реакц³ї (ПËÐ) було використано 
пару прайìер³в 5S-14a-Not (5'-CAATGCG
GCCGCGAGAGTAGTACTAGGATGCGTG
AC-3') ³ 5S-15 – Not (5'-CATTGCGGCCGCT
TAACTTCGGAGTTCTGATGGGA-3') вироб-
ництва «MWG Oligo Synthese», Í³ìеччина, 
посл³довност³ яких розраховувалися вихо-
дячи з наявної ³нфорìац³ї про посл³дов-
ност³ кодуючої д³лянки гена 5S рÐÍÊ р³зних 
вид³в дводольних рослин [14, 18]. З ìетою 
подальшого л³гування в сайт вп³знавання 
ендонуклеази Eco52 I на 5'-к³нц³ прайìер³в 
було додано посл³довн³сть, що в³дпов³дає 
сайту вп³знавання ендонуклеази Not I 
(GCGGCCGC). Äля ПËÐ-аìпл³ф³кац³ї ви-
користовували ÄÍÊ-пол³ìеразу DreamTaq 
(«Fermentas», Ëитва). Ê³льк³сть ÄÍÊ для 
аìпл³ф³кац³ї складала 50 нг на реакц³ю. 
Àìпл³ф³кац³ю ÄÍÊ проводили в середови-
щ³ такого складу: 1× буфер для ПËÐ (PCR-
buffer, «Fermentas»), суì³ш dNTP – 0,2 ìÌ 
кожного, прайìери – 1 ìÌ кожного, ÄÍÊ-
пол³ìераза – 1–2 од. активност³ на реак-
ц³ю. Загальний об’єì реакц³йної суì³ш³ 

складав 25 ìкл. ПËÐ проводилася з вико-
ристанняì приладу MiniCycler («MJ 
Research Inc», ÑШÀ) за такою програìою: 
1) початкова активац³я ÄÍÊ-пол³ìерази – 
95 °Ñ, 3 хв.; 2) денатурац³я ÄÍÊ – 94 °Ñ, 
30 с; 3) посадка прайìер³в – 57 °Ñ, 30 с.; 
4) синтез ÄÍÊ – 72 °Ñ, 1 хв.; 5) зак³нчення 
аìпл³ф³кац³ї – 72 °Ñ, 8 хв.; 6) припинення 
реакц³ї – 4 °Ñ. Загальна к³льк³сть цикл³в 
аìпл³ф³кац³ї – 40. Продукти ПËÐ розд³ляли 
ìетодоì електрофорезу в 1% агарозноìу 
гел³.

Îтриìан³ ПËÐ-продукти розщеплюва-
ли ендонуклеазою рестрикц³ї Not І 
(«Fermentas») ³ л³гували по липких к³нцях у 
сайт Eco52 I плазì³ди pLitmus 38 з вико-
ристанняì Ò4 ÄÍÊ-л³гази («Fermentas»). 
Òрансфорìац³ю коìпетентних кл³тин л³н³ї 
Escherichia coli XL-blue рекоìб³нантниìи 
плазì³даìи проводили ìетодоì електро-
порац³ї, використовуючи прилад E. coli 
Pulser («BioRad», ÑШÀ). Ñкрин³нг колон³й 
зд³йснювали ìетодоì blue-white colony 
selection. Ðекоìб³нантн³ плазì³ди з в³д³-
браних колон³й вид³ляли ìетодоì лужного 
л³зису [21]. Ідентиф³кац³ю рекоìб³нантних 
плазì³д зд³йснювали шляхоì розщеплен-
ня ендонуклеазою рестрикц³ї Eco52 I 
(«Fermentas»). Âс³ ферìентативн³ реакц³ї 
проводили в³дпов³дно до рекоìендац³й ви-
робника.

З ³дентиф³кованих клон³в, що ì³стили 
вставки 5S рÄÍÊ, два було сиквеновано з 
використанняì Big Due Terminator Cycle 
Sequencing Kit на сиквенатор³ ABI Prism 
310 («PE Applied Biosystems», ÑШÀ). Пер-
винну обробку та анал³з отриìаної первин-
ної нуклеотидної посл³довност³ проводили 
за допоìогою коìп’ютерної програìи 
Chromas та пакета програì коìп’ютерної 
обробки даних DNASTAR [22]. Äля пор³в-
няльного анал³зу використовувалися по-
сл³довност³ 5S рÄÍÊ дек³лькох вид³в п³дро-
ду Solanum (секц³ї Petota та Dulcamara 
(Moench) Dumort) ³ виду S. melongena.
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A1 A2C3

D2

3‘-ФД

Повторювана одиниця 5S рДНК

5S рРНК5S рРНК
5‘-ФД

  1 50

51 GGGCATAAC TATTTGATGG TATTTTTTTT 100

101 TCGCTGAAGC GACATCTGGG CCGAGACGTC GCTAGGACAG GCGCCGAGGA 150

151 TGGGCGTGGG TGGCGCCACC ACGCGCGGGT GCGTGGAGGC TAGGGCGTT  200

201 250

251 300

GCGAGAGTAG TACTAGGATG CGTGACCCCC TGGGAAGTCC TCGTGTTGCA   

 TCCCT

GGATGCGA  

TCATACCAGC ACTAACGCAC CGGATCCCAT CAGAACTCCG AAGTTAAGC   

CGTTT TTGTCGAAAT T  

 

G  

GGAGGAATGT GGTTTAATAG AATTTAGAGT GCTAGGAATG AT

ВД

B1 B2 B3

Рèñуíок. Ñтруктурна орган³зац³я повторюваної одиниц³ 5S рÄÍÊ S. betaceum. Жирниì шрифтоì вид³лено кодуюч³ 
д³лянки. Êурсивоì вид³лено 3'- ³ 5'-фланкуюч³ д³лянки (ФÄ). Ñтр³лкаìи позначен³ повторюван³ ìотиви, гоìолог³чн³ 
субповтораì ран³ше досл³джених вид³в Solanum

Рåзуëüòàòè òà обãовоðåííя
Ó в³д³браних рекоìб³нантних клонах 

³дентиф³ковано вставки завдовжки при-
близно 300 пн. Проведене сиквенування 
вставок у двох клонах дозволило встано-
вити, що довжина сиквенованої д³лянки 
складає 299 пн. За результатаìи пор³в-
няльного анал³зу посл³довност³ даної д³-
лянки S. betaceum з ран³ше сиквеновани-
ìи посл³довностяìи повторюваної одини-
ц³ 5S рÄÍÊ ³нших вид³в Solanum виявлено, 
що вона складається з фрагìент³в кодую-
чих д³лянок гена 5S рÐÍÊ ³ ì³жгенного 
спейсера ì³ж ниìи завдовжки 187 пн (ри-
сунок). Öе значення близьке до довжини 
ÌÃÑ досл³джених вид³в Solanum, яка пере-
буває у ìежах в³д 165 до 229 пн [18, 19]. 
Âì³ст GC-пар у ÌÃÑ S. betaceum дор³внює 
52,9%, що незначно перевищує такий у ви-
д³в Solanum секц³ї Petota (45,6–52,3%) ³ S. 
melongena (49%) та ìенший, н³ж у S. 
dulcamara (57,7%).

Åволюц³йно консервативн³ посл³дов-
ност³ кодуючої д³лянки 5S рÄÍÊ 
S. betaceum виявили високий р³вень под³-
бност³ з гоìолог³чниìи д³лянкаìи ³нших 
вид³в Solanum – 95–100%. Íатоì³сть р³-
вень под³бност³ посл³довност³ ÌÃÑ значно 
нижчий: в³д 71,4% при пор³внянн³ з S. 
melongena до 81,0% пор³вняно з 
S. laxissimum (секц³я Petota).

Ó результат³ пор³вняльного анал³зу вста-
новлено, що структурно ÌÃÑ S. betaceum 
орган³зований аналог³чно до ÌÃÑ ³нших ви-
д³в Solanum. Òак, у ньоìу знайдено 3'- ³ 
5'-фланкуюч³ д³лянки (ФÄ), що ìежують з 
кодуючиìи д³лянкаìи, ³ центральну вар³а-
бельну д³лянку (ÂÄ). 3'- ³ 5'-ФÄ ÌÃÑ 
S. betaceum завдовжки 16 ³ 53 пн, в³дпов³д-
но, деìонструють р³вень под³бност³, близь-
кий до такого при пор³внянн³ кодуючих д³ля-
нок: у 3'-ФÄ в³н складає в³д 81,2% 
(S. brevidens) до 93,8% (10 вид³в Solanum, 
секц³я Petota), а у 5'-ФÄ – в³д 88,2% 
(S. licopersicum) до 94,1% (7 вид³в 
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Solanum, секц³я Petota). Âисокий р³вень 
под³бност³ засв³дчує ³ìов³рне важливе зна-
чення фланкуючих д³лянок у ³н³ц³ац³ї та тер-
ì³нац³ї транскрипц³ї гена 5S рÐÍÊ. Â³дì³н-
ност³ 3'- ³ 5'-ФÄ S. betaceum за довжиною 
в³д пор³внюваних вид³в Solanum зуìовлен³ 
делец³єю одного нуклеотида у 3'-ФÄ та 
одно- ³ двонуклеотидною делец³яìи у 5'-
ФÄ. Ó ìежах 5'-ФÄ ÌÃÑ S. betaceum у по-
ложенн³ в³д –28 до –24 знайдено ìотив ÒÀÀ-
ÒÀ, а у положенн³ в³д –12 до –11 – динуклео-
тид GC, необх³дн³, як вважається, для 
³н³ц³ац³ї транскрипц³ї [23].

Ð³вень под³бност³ посл³довност³ ÂÄ ва-
р³ює в³д 61,2% (S. melongena) до 77,4% 
(S. spegazzinii), тобто суттєво нижчий по-
р³вняно з ФÄ, що св³дчить про вищу швид-
к³сть накопичення еволюц³йних зì³н. Â³д-
ì³нност³ у посл³довност³ ÂÄ зуìовлен³ на-
саìперед наявн³стю трьох делец³й – 20, 9 ³ 
7 нуклеотид³в – та точковиìи заì³наìи. Ó 
ìежах ÂÄ в ÌÃÑ S. betaceum знайдено по-
вторюван³ ìотиви, що в³дпов³дають: 1) 
субповтораì À1, À2, Ñ3 та D2, виявлениì 
ран³ше у ÌÃÑ S. melongena [19]; 2) суб-
повтораì Â1, Â2 та Â3, характерниì для 
вид³в секц³ї Petota [18] ³ в³дсутн³ì у ÌÃÑ S. 
melongena (рисунок). Âидається ³ìов³р-
ниì, що субповтори типу Â виникли у вид³в 
Solanum Íового Ñв³ту п³сля дивергенц³ї в³д 
сп³льного з S. melongena предка. Подаль-
ша незалежна еволюц³я призвела до втра-
ти видаìи секц³ї Petota д³лянок, що в³дпо-
в³дають субповтораì тип³в Ñ ³ D, накопи-
чення точкових заì³н у предковоìу 
субповтор³ типу À та до його подальшої 
аìпл³ф³кац³ї. Íатоì³сть для ìолекулярної 
еволюц³ї ÌÃÑ S. betaceum б³льше харак-
терн³ делец³ї посл³довностей з к³лькох ну-
клеотид³в, а не аìпл³ф³кац³я окреìих ìоти-
в³в, як у ³нших досл³джених вид³в Solanum.

Вèñíовкè
Îтриìан³ результати дозволяють при-

пустити, що на в³дì³ну в³д б³льшост³ досл³-
джених вид³в Solanum, що належать до 

п³дрод³в Solanum ³ Leptostemonum, ìоле-
кулярна еволюц³я 5S рÄÍÊ яких проходить 
переважно шляхоì дупл³кац³ї окреìих ìо-
тив³в ³ супроводжується зростанняì до-
вжини ÌÃÑ, у S. betaceum (п³др³д Bassovia) 
вона характеризується переважанняì де-
лец³й коротких фрагìент³в та загальниì 
зìеншенняì довжини ÌÃÑ.
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ÌÎËÅÊÓËЯÐÍÀЯ ÎÐÃÀÍÈЗÀÖÈЯ 5S рÄÍÊ 
SOLANUM BETACEUM CAV.

Ю.Н. Давидюк, О.А. Молода, Р.А. Волков

×ерновицкий национальный университет  
иìени Юрия Федьковича  
Óкраина, 58012, ×ерновцы, ул. Êоцюбинского, 2 
е-mail: ra.volkov@gmail.com

Цåëü. 5S рÄÍÊ относится к классу тандеì-
но организованных уìеренно повторяющих-
ся последовательностей и используется как 
удобный инструìент для исследований ìоле-
кулярных изìенений в ходе эволюции гено-
ìов эукариот. Â частности, быстро эволюци-
онирующий ìежгенный спейсер (ÌÃÑ) ìожет 
значительно отличаться даже у близкородст-
венных видов. Îднако до сих пор остаётся не-
выясненныì, ìожет ли изìенятся характер 
эволюции ÌÃÑ при видообразовании в преде-
лах одной таксоноìической группы. Äля отве-
та на этот вопрос ìы осуществили клонирова-
ние и сиквенирование ÌÃÑ 5S рÄÍÊ Solanum 
betaceum (подрод Bassovia) и сравнили его 
ìолекулярную организацию с таковой у дру-
гих видов Solanum. Ìåòоды. Повторяющие-
ся единицы 5S рÄÍÊ были аìплифицированы 
ìетодоì ПÖÐ, клонированы в бактериальный 
вектор и сиквенированы. Рåзуëüòàòы. Óста-
новлено, что ÌÃÑ 5S рÄÍÊ S. betaceum иìеет 
длину 187 пн и содержит субповторы несколь-
ких типов, обнаруженных у ранее исследо-
ванных видов Solanum. Â ходе эволюции ÌÃÑ 
S. betaceum произошли делеции нескольких 
коротких фрагìентов, тогда как главныì на-
правлениеì ìолекулярной эволюции в подро-
дах Solanum и Leptostemonum была аìплифи-
кация субповторов.

Кëючåвыå ñëовà: Solanum, 5S рÄÍÊ, ìолеку-
лярная эволюция.

MOLECULAR ORGANIZATION OF 5S rDNA  
OF SOLANUM BETACEUM CAV.

Y.M. Davidjuk, O.O. Moloda, R.A. Volkov

Yurii Fedkovych University of Chernivtsi 
Ukraine, 58012, Chernivtsi, Kotsiubynski str., 2 
e-mail: ra.volkov@gmail.com

Aim. 5S rDNA belongs to the class of tandemly 
arranged moderately repeated sequences and 
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Молекулярна орãанізація 5S рДНК Solanum Betaceum Cav.

represents a useful tool for investigation of 
molecular alterations in eukaryotic genomes 
during the evolution. Especially, rapidly evolving 
intergenic spacer (IGS) can differ significantly 
even in closely related species. However, it 
remains still unclear if the mode of IGS evolution 
may change during speciation within the same 
taxonomic group. In order to clarify this question 
we have cloned and sequenced the 5S IGS of 
Solanum betaceum (subgenus Bassovia) and 
compared their molecular organization with 
that one of other Solanum species. Methods. 

The 5S rDNA repeated units were amplified by 
PCR, cloned in bacterial vector and sequenced. 
Results. It was shown that the IGS of 5S rDNA 
of S. betaceum has the length of 187 bp and 
contains subrepeats of several types found early 
in other Solanum species. Several short deletions 
occurred during the evolution of S. betaceum 
IGS, whereas amplification of subrepeats 
was the main mode of molecular evolution in 
subgenera Solanum and Leptostemonum. 

Key words: Solanum, 5S rDNA, molecular 
evolution. 


