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Мета. Quercus rubra L. – представник пі-

внічноамериканської секції Lobatae, який нату-

ралізувався в Україні та подекуди стає інвазив-

ним видом. Тому, з’ясування його спорідненості 

з українськими видами секції Quercus є актуа-

льним для оцінки можливості формування між-

видових гібридів. Міжгенний спейсер 5S рДНК 

(IGS) являє собою зручний молекулярний мар-

кер для вирішення цього питання. Методи. 

Виділення ДНК, ПЛР-ампліфікація, клонування 

та сиквенування. Результати. Клоновано та 

сиквеновано послідовності IGS Q. rubra. 

З’ясовано, що після дивергенції секцій Lobatae 

та Quercus послідовності IGS еволюціонували 

переважно шляхом накопичення нуклеотидних 

замін. Виявлено високий рівень подібності IGS 

для видів у межах секцій Labatae та Quercus, 

тоді як генетичні дистанції між представниками 

цих двох секцій значно більші. Висновки. Вели-

ка кількість нуклеотидних замін вказує на знач-

ну генетичну дистанцію між секціями Lobatae і 

Quercus та ставить під сумнів можливість спон-

танної гібридизації між Q. rubra та аборигенни-

ми для України видами секції Quercus. Водно-

час висока генетична спорідненість між іншим 

північноамериканським видом (Q. lobata) та 

українськими «білими дубами» показує, що 

інтродукція представників цієї групи може 

створити умови для їхньої спонтанної гібриди-

зації з місцевими видами, що може бути неба-

жаним для збереження природних лісостепових 

угрупувань України. Особливості будови IGS 5S 

рДНК можуть бути використані для молекуляр-

ної паспортизації видів роду Quercus та іденти-

фікації міжвидових гібридів. 

Ключові слова: 5S рДНК, молекулярна 

еволюція, Quercus, Lobatae. 

 

Quercus rubra – представник ендемічної 

для американського континенту секції Lobatae 

(підвид Quercus), яка має також тривіальну на-

зву «червоні дуби» завдяки характерному ко-

льору листя наприкінці вегетативного сезону. 

Цей вид був інтродукований до Європи у пер-

шій половині 18 ст. і з часом натуралізувався по 

всій західній та центральній Європі [1]. Місця-

ми спостерігається інвазія Q. rubra у природні 

фітоценози [2]. У зв’язку з цим постає питання 

про можливість гібридизації Q. rubra з місцеви-

ми видами роду Quercus та міжвидове перене-

сення генів.  

В Україні розповсюджені три аборигенні 

види дубів [3], які близько споріднені між со-

бою та належать до секції Quercus (так звані 

«білі дуби»). З них лише дуб черешчатий, Q. 

Robur трапляється на більшій частині території 

країни. Хоча українські види дубів відносяться 

до того ж підроду, що і Q. rubra [4], вони вва-

жаються генетично віддаленими. Немає жодних 

відомостей про можливість їх схрещування у 

природі, проте є поодинокі згадки про успішні 

спроби штучної гібридизації між Q. rubra та 

деякими представниками секції Quercus, зокре-

ма і Q. robur [5–7]. Однак згадані дослідження 

не були опубліковані у міжнародних виданнях, 

а гібридна природа отриманих форм не була 

підтверджена генетичними методами, що зумо-

влює певне скептичне ставлення до них [8]. 

Теоретична можливість гібридизації видів із 

різних секцій залишається недостатньо дослі-

дженою, хоча відомо, що всередині груп «чер-

воних дубів» та «білих дубів» міжвидова гібри-

дизація є надзвичайно поширеною [8]. Для пе-

ревірки ідеї про можливість гібридизації між 

представниками секцій Lobatae та Quercus не-

обхідно оцінити генетичну дистанцію між ними 

з використанням молекулярних методів та роз-

робити молекулярні маркери для виявлення 

гібридних форм. Ці цілі можуть бути досягнуті 

шляхом дослідження молекулярної організації 

5S рДНК, тобто ділянок геному, які кодують 5S 

рибосомну РНК. 

Особливістю генів 5S рРНК є їхня багато-

копійність з утворенням тамдемно організова-

них кластерів у ядерному геномі. Кодувальна 

ділянка 5S рДНК еволюційно консервативна, 
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що необхідно для збереження функції 5S рРНК 

у складі рибосоми [9]. Розділяє сусідні кодува-

льні ділянки міжгенний спейсер (intergenic spac-

er, IGS), який є еволюційно мінливим, оскільки 

він не транскрибується і більша його частина не 

виконує регуляторних функцій [10]. Завдяки 

цим властивостям 5S рДНК є зручним інстру-

ментом для вивчення закономірностей молеку-

лярної еволюції та з’ясування генетичних дис-

танцій між близько спорідненими таксонами. 

Раніше ефективність використання цієї ділянки 

у таксономічних дослідженнях  було успішно 

представлено для родів Solanum [11], Acer [12, 

13], Lathyrus [14], Vinga [15], триб Poeae [16–

18], Helieae [19] та інших груп Покритонасінних 

рослин. 5S рДНК була також використана у 

таксономічних дослідженнях роду Quercus, про-

те, переважно для західноєвразійських предста-

вників секцій Quercus, Cerris та Illex [20, 21]. 

Для секції Lobatae організація 5S рДНК була 

описана лише для двох видів – Q. texana та Q. 

imbricaria [22, 23]. У пропонованій роботі ми 

аналізуємо молекулярну організацію IGS 5S 

рДНК у ще одного представника цієї секції – 

Q. rubra.  

 

Матеріали і методи 

Матеріалом для дослідження слугували 

гербаризовані зразки Q. rubra з Ботанічного 

саду Чернівецького національного університету 

імені Юрія Федьковича. Сумарну ДНК екстра-

гували за модифікованою методикою з цетавло-

ном [24, 25]. Для ампліфікації повторювальної 

ділянки 5S рДНК методом полімеразної ланцю-

гової реакції (ПЛР) використовували пару 

праймерів 5S-L (5'-GCG AGA GTA GTA CTA 

GGA TGC GTG AC-3') та 5S-R (5'-GCT TAA 

CTT CGG AGT TCT GAT GGG A-3'), які ком-

плементарні до кодувальної ділянки [11, 22]. 

Застосування цих праймерів забезпечує амплі-

фікацію повного міжгенного спейсера та флан-

куючих ділянок кодувальної послідовності 5S 

рДНК.  

Реакційна суміш для ПЛР загальним 

об’ємом 20 мкл містила такі компоненти: 10 нг 

ДНК, 10 мкл полімеразної суміші FIREPol 

5×Green та 0,5 мкМ кожного з двох праймерів. 

ПЛР проводили за допомогою ампліфікатора 

BioRad T100 (BioRad, США) за такою програ-

мою: (1) початкова активація ДНК-полімерази 

та денатурація ДНК – 95° , 12 хв; (2) денатура-

ція ДНК – 95° , 20 с; (3) гібридизація праймерів 

– 61° , 30 с; (4) синтез ДНК – 72° , 30 с; (5) 

завершення ампліфікації – 72° , 7 хв; припи-

нення реакції – 4° ; загальна кількість циклів 

ампліфікації – 35. Результати ампліфікації пере-

віряли за допомогою електрофорезу у 2 % ага-

розному гелі. 

Продукти ПЛР лігували у плазмідний век-

тор pJET 1.2/blunt, використовуючи набір реак-

тивів CloneJET PCR Cloning Kit (Thermo Fisher 

Scientific, США). Очищену лігазну суміш тран-

сформували в компетентні клітини E. сoli лінії 

XL1-Blue методом електропорації з викорис-

танням приладу E. coli Pulser (BioRad, США). 

Колонії, що містили рекомбінантні плазміди, 

виявляли за резистентністю до ампіциліну. Ная-

вність вставки перевіряли, застосовуючи ПЛР із 

праймерами Forward і Reverse pJET 1.2, сайти 

гібридизації яких знаходяться в плазмідній ДНК 

по обидва боки від полілінкера. Рекомбінантні 

плазміди з позитивних клонів виділяли методом 

лужного лізису. Продукти ампліфікації, що міс-

тили вставки 5S рДНК, сиквенували на фірмі 

LGC Genomics (Німеччина).  

Первинну обробку нуклеотидних послідо-

вностей проводили за допомогою комп’ютерної 

програми Chromas та пакета програм 

комп’ютерної обробки даних DNASTAR. По-

шук гомологічних послідовностей здійснювали 

за допомогою програми BLAST [26]. Вирівню-

вання нуклеотидних послідовностей проводили 

методом Clustal W [27]. Філогенетичну дендро-

граму будували за допомогою плагіна RAxML 

[28] у середовищі програми Geneious Prime 

2019.0.4. 

 

Результати та обговорення 

За результатами скринінгу бактерій-

трансформантів було ідентифіковано сім реком-

бінантних клонів 5S ДНК, два з яких було відіб-

рано для сиквенування. Аналіз отриманих пос-

лідовностей показав наявність у них повнороз-

мірного IGS 5S рДНК, фланкованого з обох 

боків фрагментами кодувальної ділянки (вклю-

чно з праймерами, використаними для ампліфі-

кації). 

Для порівняння IGS Q. rubra з відповід-

ними ділянками геному видів роду Quercus, які 

представлені в українській флорі, був проведе-

ний пошук у міжнародній базі даних Genbank та 

знайдено послідовності IGS для Q. robur, Q. 

pubescens та Q. petraea (табл. 1).  
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Таблиця 1. Характеристика IGS 5S рДНК видів роду Quercus 

Вид Клон / фрагмент ДНК IGS 

Посилання 

Назва 
Розповсю-

дження 
Назва 

GenBank 

Acc. No 

Довжина, 

нп 

Вміст  

GC-пар,  

% 

Q. rubra СПА 
Qurub3 – 219 47,5 

Ця стаття 
Qurub7 – 218 47,2 

Q. texana СПА 
Qutex4 MN124992 217 47,9 

[22] 
Qutex6 MN124993 217 47,0 

Q. imbricaria СПА Quimb1 – 217 46,1 [23] 

Q. lobata ЗПА 

Qulob (SW786 

ch. 5, 33816993 - 

33817322 bp) 

LRBV020000

05.1 
219 50,7 [22, 29] 

Q. robur ЗЄ SQroALP12e AJ245083.1 230 52,2 
Trontin 1999, 

unpublished 

Q. pubescens ЗЄ vi10s06 FM243349.1 230 52,6 [20] 

Q. petraea ЗЄ SQpe390096-3b AJ245091.1 230 52,6 
Trontin 1999, 

unpublished 
Примітки: ЗЄ – західна Євразія, ЗПА – західна Північна Америка, СПА – східна Північна Америка. 

 

Вирівнювання послідовностей IGS пред-

ставників секцій Quercus та Lobatae було прове-

дено за методом Clustul W. Загальна довжина 

вирівнювання складає 230 нп (рис. 1). Порівня-

льний аналіз показує, що між IGS видів, які від-

носяться до однієї секції, відмінності обмежу-

ються поодинокими нуклеотидними замінами та 

подекуди однонуклеотидними інделами. Винят-

ком є лише північноамериканський представник 

секції Quercus – Q. lobata, в якого знайдена 12-

ти нуклеотидна делеція на початку IGS, що від-

різняє цю послідовність від усіх інших. У вод-

ночас між послідовностями, що належать видам 

із різних секцій, відмінності є значно більші. 

Особливо багато нуклеотидних замін та дві олі-

гонуклеотидні делеції виявлено у центральній 

частині спейсера, між позиціями 70 та 160 нп.  

На 5' та 3' кінцях IGS ідентифіковано по-

тенційні регуляторні мотиви, відповідно термі-

нації та ініціації транскрипції для РНК-

полімерази III [30, 31]. Раніше подібні елементи 

було знайдено також у кількох інших групах 

Покритонасінних [14, 18, 32, 33]. Нуклеотидна 

послідовність таких мотивів у Q. rubra є типо-

вою для роду Quercus [22]. Очевидно, що саме 

присутність названих функціонально важливих 

елементів зумовлює підтримання вищого рівня 

еволюційної консервативності цих ділянок (по-

рівняно з центральною частиною IGS). 

На основі вирівнювання був обрахований 

відсоток подібності між послідовностями IGS 

(табл. 2). Як можна побачити, цей показник є 

значно вищим для видів, які відносяться до од-

нієї секції (у порівнянні з його значеннями між 

послідовностями IGS видів з двох різних сек-

цій). Так, всередині секцій Lobatae та Quercus 

значення відсотка подібності знаходяться в ме-

жах від 94,5–99,1 % та 97,8–99,1 % відповідно. 

Воденочас між послідовностями з двох різних 

секцій цей показник знаходиться в межах від 

67,3 до 71,0 %.  

Варто відмітити, що достатньо низькі зна-

чення подібності між послідовностями IGS ви-

дів, що відносяться до секцій Lobatae та 

Quercus, пов’язані в першу чергу з великою 

кількістю точкових нуклеотидних замін, для 

накопичення яких був потрібен тривалий час 

незалежної еволюції цих таксонів. Це узгоджу-

ється із викопними даними, на основі яких вва-

жається, що дивергенція таких двох груп могла 

відбутися вже в ранньому еоцені. 

Вирівнювання послідовностей IGS вико-

ристано для побудови філодендрограми, що 

відображає генетичні дистанції між проаналізо-

ваними видами дубів (рис. 2).  
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Рис. 1. Структурна організація IGS 5S рДНК видів роду Quercus. Pr1 та Pr2 – праймери 5S-L та 5S-R від-

повідно. Виділено потенційні зовнішні елементи промотора; підкресленим курсивом позначено оліго-Т послі-

довність термінатора. Характеристики використаних для вирівнювання клонів наведено у табл. 1. 
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Таблиця 2. Рівень подібності (%) IGS 5S рДНК видів роду Quercus 

Примітка. На сірому фоні позначено рівень подібності між видами з однієї секції. 

 

 

 
Рис. 2. Філодендрограма отримана під час порівняння послідовностей IGS 5S рДНК представників роду 

Quercus методом максимальної правдоподібності з використанням GTR моделі заміщення. Цифри біля вузлів 

відповідають бутстреп-підтримці, яка розрахована у відсотках для 1000 реплікацій. 

 

Видно, що в межах секцій генетичні дис-

танції є мінімальними, що свідчить про високу 

спорідненість видів та пояснює легкість проце-

сів міжвидової гібридизації як між «червони-

ми», так і між «білими» дубами. На противагу 

цьому, генетична дистанція між секціями є на-

багато більшою. Хоча базове хромосомне число 

у всіх представників роду є однаковим (х=12 

[34]), накопичення нуклеотидних замін може 

призводити до того, що хромосоми видів з різ-

них секцій стають гомеологічними. Тому це має 

ускладнювати проходження мейозу у міжсек-

ційних гібридів або навіть унеможливлювати 

його. Таке припущення добре узгоджується із 

відсутністю достовірних даних про успішну 

гібридизацію в природі між представниками 

секцій Lobatae та Quercus, хоча їх ареали у Пів-

нічній Америці дуже часто перекриваються [4]. 

 

Висновки 

Після дивергенції секцій Lobatae та 

Quercus послідовності IGS 5S рДНК еволюціо-

нували переважно шляхом накопичення точко-

вих нуклеотидних замін. Велика кількість таких 

замін вказує на значну генетичну дистанцію між 

цими секціями та ставить під сумнів можливість 
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Qurub3 100,0 98,6 97,7 98,6 94,9 69,1 69,9 69,4 68,9 

Qurub7  100,0 98,1 99,1 95,4 68,9 69,7 69,3 68,8 

Qutex4   100,0 99,1 94,5 69,3 70,0 69,6 69,6 

Qutex6    100,0 95,4 70,2 71,0 70,5 70,0 

Quimb1     100,0 67,3 68,2 67,7 67,3 

Q. lobata      100,0 99,1 98,6 98,2 

Q. robur       100,0 98,7 98,3 

Q. pubescens        100,0 97,8 

Q. petraea         100,0 
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спонтанної гібридизації між Q. rubra та абори-

генними для України видами секції Quercus. 

Водночас висока генетична спорідненість між 

іншим північноамериканським видом (Q. lobata) 

та українськими «білими дубами» показує, що 

інтродукція представників цієї групи може 

створити умови для їхньої спонтанної гібриди-

зації з місцевими видами, що може бути неба-

жаним для збереження природних лісостепових 

угрупувань України. Особливості будови IGS 5S 

рДНК видів роду Quercus можуть бути викорис-

тані для молекулярної паспортизації видів та 

ідентифікації міжвидових гібридів.  
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ORGANIZATION OF THE 5S rDNA INTERGENIC SPACER OF QUERCUS RUBRA L. AND ITS 

RELATIONSHIP TO THE UKRAINIAN QUERCUS SPECIES 

Aim. Quercus rubra L. is a representative of the North American section Lobatae, which has naturalized in Ukraine and 

becomes an invasive species in some places. Accordingly, elucidation of its relationship with the Ukrainian species of 

section Quercus is relevant to assess the possibility of interspecific hybridization. The 5S rDNA intergenic spacer (IGS) 

represents a convenient molecular marker to address this question. Methods. DNA isolation, PCR amplification, clon-

ing and sequencing. Results. The IGS of Q. rubra was cloned and sequenced. It was shown that after the divergence of 

the Lobatae and Quercus sections, the IGS sequences evolved mainly by accumulation of nucleotide substitutions. 

A high level of IGS similarity was found for species within the Labatae and Quercus sections, while the genetic dis-

tances between the representatives of these two sections appeared significantly higher. Conclusions. The high level of 

nucleotide substitutions indicates a considerable genetic distance between the Lobatae and Quercus sections and calls 

into question the possibility of spontaneous hybridization between Q. rubra and Ukrainian native species of the section 

Quercus. At the same time, the close genetic relationship between other North American species, Q. lobata and Ukrai-

nian "white oaks" indicate that introduction of representatives of this group may create conditions for their spontaneous 

crossing with the native species, which could be undesirable for the conservation of Ukraine's natural forest-steppe 

communities. Sequencing of the 5S rDNA IGS can be used for molecular genotyping of the Quercus species and for 

identification of interspecific hybrids. 

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


