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Організація та мінливість міжгенного спейсера 5s рДНК Lathyrus venetus
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Мета. У популяціях Lathyrus venetus (Mill.) Wohlf. – реліктового виду, включеного до Червоної книги 
України з статусом «вразливий» – більшість рослин є гібридними формами зі спорідненим видом 
L. vernus (L.) Bernh. Тому використання молекулярних маркерів, таких як послідовність міжгенного 
спейсера (МГС) 5S рДНК є необхідним для оцінки генетичної однорідності популяцій L. venetus та ро-
зробки раціональної стратегії збереження цього виду. Методи. ПЛР-ампліфікація, клонування та 
розшифрування нуклеотидної послідовності МГС 5S рДНК L. venetus. Результати. Встановлено, 
що у геномі L. venetus присутні два варіанта повторів 5S рДНК, розмір МГС у яких становить 158 
та 162 п.н., а вміст GC-пар – 22,8-22,9 %. У фрагменті МГС, який передує ділянці, що кодує 5S рРНК 
знайдено характерні для покритонасінних елементи зовнішнього промотора РНК полімерази III. 
Серед представників 17 родів бобових найвищій рівень подібності послідовностей МГС – 85,4-86,7 % 
– було виявлено між L. venetus і Pisum sativum, які належать до триби Fabeae. Висновки. Висока мін-
ливість МГС 5S рДНК робить їх зручним молекулярним маркером для прояснення філогенетичних 
відносин між родами та видами в межах триби Fabeae.

Ключові слова: Lathyrus, 5S рДНК, молекулярні маркери, зникаючі види.

вступ. Рід Чина (Lathyrus L.) належить до еволюційно просунутої і високоспеціалізованої 
триби Fabae (бобові) родини Fabaceae та охоплює близько 160 видів [1]. Представники 

роду розповсюджені у різноманітних біотопах, переважно, помірної зони північної півкулі. 
В Україні росте 31 вид цього роду, які належать до 3 підродів та 16 секцій, причому, два з 
них – чину посівну (L. sativus L.) та чину запашну (L. odoratus L.) вирощують у культурі [2]. три 
види роду Lathyrus занесені до Червоної книги України: чина гладенька (L. laevigatus (Waldst. 
et Kit.) Gren.), чина трансильванська (L. transsilvanicus (Spreng.) Rchb.) та чина ряба або чина 
венеціанська (L. venetus). Це переважно лісові види, популяції яких знаходяться під загрозою 
знищення у зв’язку з інтенсивною експлуатацією лісових масивів останніми десятиліттями. 
Особливо небезпечна ситуація склалася із чиною венеціанською: популяції цього виду кри-
тично малочисельні, багато з них за останній час зникли. За останніми даними, поширення 
цього виду ще більш обмежене, ніж вважалось раніше, а більшість відомих популяцій в дій-
сності представлені гібридними формами між L. venetus та близько спорідненим широко 
розповсюдженим видом L. vernus [3].

Для розробки ефективних заходів щодо збереження популяцій чини венеціанської та від-
новлення їх чисельності важливо мати достовірну інформацію стосовно їхнього сучасного 
стану. Зокрема, необхідно достовірно розрізняти L. venetus та морфологічно подібні гібрид-
ні форми із спорідненими видами. Ефективним методом для вирішення цього завдання є 
застосування молекулярних маркерів, одним із яких може бути нуклеотидна послідовність 
міжгенного спейсера (Мгс) 5S рДНК. 

Ділянки 5S рДНК належать до класу тандемно організованих повторюваних послідовно-
стей, які утворюють кластери, локалізовані на одній чи декількох хромосомах. Кількість по-



Ю.О. Тинкевич, А.О. Невельська, І.І. Чорней, Р.А. Волков

82 ISSN 1810-7834. Вісн. Укр. тов-ва генетиків і селекціонерів. 2015, том 13, № 1

TGGGA-3’), які комплементарні до ділянки, що ко-
дує 5S рРНК у дводольних рослин. Праймер 5S-14a-
Ph містив на 5’-кінці фосфатну групу, що дозволяє 
збільшити ефективність лігування при клонуванні 
ПлР-продуктів за тупим кінцем. Застосовані прай-
мери забезпечують ампліфікацію повного Мгс та 
фланкуючих ділянок кодуючої послідовності. Реак-
ційна суміш загальним об’ємом 25 мкл містила такі 
компоненти: 10–30 нг загальної геномної ДНК, 1,0 
од. акт. ДНК-полімерази (Maxima DNA polymerase, 
Thermo scientific), 0,1 мМ суміші дезоксирибону-
клеотидфосфатів, 1х буфер для ПлР та 0,5 мкМ 
кожного з двох праймерів.

ПлР проводилась з використанням ампліфі-
катору MiniCycler (MJ Research Inc, сША) за такою 
програмою: (1) початкова активація ДНК-поліме-
рази – 95 °с, 15 хв; (2) денатурація ДНК – 94 °с, 
45 с; (3) гібридизація праймерів – 57 °с, 45 c; (4) 
синтез ДНК – 72 °с, 1 хв; (5) закінчення ампліфіка-
ції – 72 °с, 10 хв; (6) припинення реакції – 4 °с. За-
гальна кількість циклів ампліфікації – 35. Продук-
ти ПлР аналізували за допомогою електрофорезу 
у 2 % агарозному гелі.

Для клонування ПлР-продукти обробляли ре-
стриктазою BamHI, сайт впізнавання якої присутній 
у ділянці, що кодує 5S рРНК у вищих рослин. Після 
цього продукти рестрикції лігували з використан-
ням т4 ДНК-лігази (Thermo scientific) по утворено-
му липкому кінцю та фосфорильованому тупому 
кінцю у плазмідний вектор рBlueSkript II KS (+), по-
передньо розщеплений рестриктазами BamHI та 
EcoRV. трансформацію компетентних клітин лінії 
Escherichia coli XL-blue проводили методом елек-
тропорації з використанням приладу E. coli Pulser 
(BioRad, сША). Клони, що містили рекомбінант-
ні плазміди, виявляли методом blue-white colony 
selection та перевіряли рестриктазним картуван-
ням. Плазміди виділяли методом лужного лізису 
[10]. Ферментативні реакції проводили згідно з ре-
комендаціями фірми-постачальника.

Рекомбінантні плазміди, що містили інсерти 5S 
рДНК сиквенували на фірмі GATC (Німеччина). Пер-
винну обробку отриманої нуклеотидної послідов-
ності проводили за допомогою комп’ютерної про-
грами Chromas та пакету програм комп’ютерної 
обробки даних DNASTAR [11]. Вирівнювання послі-
довностей здійснювали методом Clustal V [12]. По-

вторів 5S рДНК у вищих рослин складає від декіль-
кох сотень до десятків тисяч на геном [4]. До складу 
кожної повторюваної одиниці входять еволюційно 
консервативна ділянка, що кодує 5S рРНК та варіа-
бельний Мгс. Нейтральний характер мутацій, які 
виникають у Мгс дозволяє їм уникати дії добору, 
що призводить до їх накопичення. Завдяки висо-
кому темпу еволюції різниця у послідовності Мгс 
спостерігається навіть між близькоспорідненими 
видами, а інколи – і між особинами у популяціях 
[5, 6]. 

Однією із особливостей еволюції повторів 5S 
рДНК (як і більшості повторюваних послідовно-
стей) є явище концертної (узгодженої) еволюції [5, 
7]. Це явище полягає у здатності до гомогенізації 
всіх послідовностей в межах кластера, а інколи – і 
між кластерами. Для 5S рДНК гомогенізація, осо-
бливо між послідовностями з різних кластерів, не 
завжди відбувається швидко та ефективно, внаслі-
док чого можливе одночасне існування в геномі 
двох та більше варіантів 5S рДНК, що відрізняють-
ся за нуклеотидною послідовністю [8].

На сьогодні організація Мгс 5S рДНК у пред-
ставників роду Lathyrus та більшості споріднених 
груп залишається не вивченою. Але, для того, щоб 
оцінити можливість використання послідовності 
Мгс як молекулярного маркера у таксономічних 
дослідженнях, важливо визначити такі параметри, 
як розміри, еволюційна мінливість та внутрішньо-
геномний поліморфізм цієї ділянки геному. тому 
метою даної роботи було клонування, розшиф-
ровка та аналіз нуклеотидної послідовності Мгс 
повторів 5S рДНК L. venetus та її порівняння з го-
мологічної ділянкою інших представників родини 
Fabaceae. 

Матеріали і методи
Матеріалом для дослідження був зразок 

L. venetus з колекції гербарію Чернівецького на-
ціонального університету імені Юрія Федьковича 
(CHER). Загальну ДНК екстрагували з гербаризова-
ного листя згідно стандартного протоколу з вико-
ристанням як детергенту цетавлону [9].

Повторювану ділянку 5S рДНК ампліфікували 
за допомогою полімеразної ланцюгової реакції 
(ПлР). Для цього використовували пару універсаль-
них праймерів 5S-14a-Ph (5’-GCGAGAGTAGTACTAGG
ATGCGTGAC-3’) i 5S-15 (5’-GCTTAACTTCGGAGTTCTGA
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подібності між Мгс 5S рДНК з клонів LaVen1 та 
LaVen2 становить 88 % (табл. 2). При цьому в його 
межах було виявлено одну чотиринуклеотидну де-
лецію, 10 транзицій та 9 трансверсій (рис. 1). Отже, 
в межах геному у L. venetus присутні як мінімум два 
варіанта повторів 5S рДНК, які мають майже одна-
кову довжину, але відрізняються за послідовністю 
Мгс. 

Таблиця 2. Рівень подібності ( %) Мгс 5S рДНК представ-
ників родини Fabaceae

1 2 3 4 5 6 7

1 100 88,0 86,7 53,1 50,3 35,2 41,2
2 – 100 85,4 53,2 50,3 35,4 42,3
3 – – 100 48,1 47,6 36,1 39,1
4 – – – 100 51,8 42,6 48,6
5 – – – – 100 34,0 43,5
6 – – – – – 100 46,9
7 – – – – – – 100

П р и м і т к и . 1 – клон LaVen1; 2 – клон LaVen2; 3 – Pisum 
sativum; 4 – Trifolium subterraneum; 5 – Medicago arborea; 6 – 
Vigna unguiculata; 7 – Glycine max.

Аналіз отриманих послідовностей показав, що 
в Мгс клонів LaVen1 та LaVen2 присутні мотиви, які 
відповідають зовнішнім регуляторним елементам 
промотора 5S рДНК [14]. До таких елементів нале-
жать шестинуклеотидний мотив тАтАтА, розміще-
ний на 3´ кінці Мгс у позиції –28 п.н. від 5´ кінця 
кодуючої ділянки, а також мотиви GC та C в пози-
ціях –12 п.н. та –1 п.н., відповідно. також безпо-
середньо після 3´ кінця кодуючої ділянки локалі-
зована оліго-т послідовність, що виконує функцію 
термінатора транскрипції РНК-полімерази ІІІ [14]. 
У клоні LaVen2 у позиції, що відповідає регуля-
торному мотиву GC присутня транзиція с→т. Крім 
того, у Мгс присутні декілька коротких (4–8 п.н.) 
прямих повторів, які, імовірно, виникли як резуль-
тат тандемних дуплікацій.

Для порівняння структурної організації Мгс 
L. venetus з іншими представниками Fabaceae про-
ведено пошук у базі даних GenBank, який виявив 
послідовності 5S рДНК для представників 17 родів 
цієї родини. Проте лише для п’яти родів, які як і 
Lathyrus належать до підродини Faboideae, рівень 
гомології Мгс був достатній для коректного вирів-
нювання (табл. 2, рис. 2). При цьому в межах Мгс 
ділянки підвищеної гомології локалізуються пере-
важно на його 5’ та 3’ кінцях. Послідовності Мгс 

шук послідовностей у базі даних Genbank здійсню-
вали за допомогою програми BLAST [13].

результати та обговорення
У наших експериментах із клонування для од-

нієї рослини L. venetus було відібрано 12 колоній 
трансформантів, з яких виділено зразки плазмід-
ної ДНК. Для перевірки наявності інсерту 5S рДНК 
ці плазміди були оброблені парою рестриктаз 
HindIII та BamHI, сайти впізнавання яких знаходять-
ся з двох сторін від нього. Це призводило до появи 
на електрофореграмі двох фрагментів ДНК. Фраг-
мент більшого розміру для всіх зразків мав дов-
жину приблизно 2900 п.н., що відповідає розміру 
лінійної ДНК вектора рBlueScript II KS. Фрагмент 
меншого розміру мав довжину приблизно 250 
п.н., що відповідає розміру ПлР-продукту 5S рДНК 
L. venetus. Загалом, було ідентифіковано чотири 
зразки плазмідної ДНК зі вставкою, з яких два – 
LaVen1 та LaVen2 – відібрано для сиквенування.

Комп’ютерна обробка отриманих в результаті 
сиквенування послідовностей показала, що оби-
два клони містять Мгс 5S рДНК, фланкований з 
обох сторін фрагментами кодуючої послідовності. 
Загальна довжина інсертів, від праймера 5S-14а до 
сайта BamHI, становила 253 п.н. для клону LaVen1 
та 249 п.н. для LaVen2. Визначення границь ко-
дуючої ділянки дозволило встановити розміри 
Мгс, що складають для послідовностей LaVen1 та 
LaVen2, відповідно, 162 та 158 п.н. (табл. 1). У двох 
проаналізованих нами послідовностях 5S рДНК 
L. venetus не знайдено мутацій у присутніх фраг-
ментах кодуючої ділянки, за винятком одної транс-
версії с→G у клоні LaVen2. 

Таблиця 1. Характеристика сиквенованих повторюваних 
ділянок 5S рДНК L. venetus

Назва 
клону

Дов-
жина 
інсер-
ту, п.н.

Дов-
жина 
Мгс, 
п.н.

Характеристика 
Мгс

Вміст GC-пар, %

кодуюча 
ділянка

Мгс

LaVen1 253 162 Повнорозмірний 53,9 22,9
LaVen2 249 158 Повнорозмірний 53,9 22,8

Розрахунок нуклеотидного складу Мгс показав, 
що для нього властивий низький вміст GC-пар – 
23 %. На противагу цьому, у розшифрованих нами 
фрагментах кодуючої ділянки вміст GC-пар стано-
вить 53,9 % (табл. 1). Вирівнювання отриманих ну-
клеотидних послідовностей показало, що рівень 
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рис. 1. структурна організація Мгс 5S рДНК L. venetus (LaVen) та Pisum sativum (PiSat). Pr1 та Pr2 – праймери 5S-14a-Ph та 5S-15, відпо-
відно, B – локалізація сайта впізнавання рестриктази BamHI. Жирним курсивом виділено оліго-т послідовність термінатора та елемен-
ти зовнішнього промотора. стрілками позначено розташування повторюваних мотивів у Мгс, подвійним підкресленням відмічено 
ділянку довжиною 50 п.н., що дуплікується у довгому варіанті повторів 5S рДНК P. sativum

(довгий варіант Мгс P. sativum відрізняється від ко-
роткого присутністю тандемної дуплікації довжи-
ною 50 нп на початку спейсерної ділянки – див. 
рис. 1). У той же час гомологія між послідовностя-
ми Мгс Lathyrus та Pisum, з одного боку, та інших 
представників підродини Faboideae, з другого, не 
перевищує 53,2 %. Єдиними ділянками Мгс, які 
мають подібність у видів з різних триб підродини 
Faboidea, є 5’ та 3’ кінцеві ділянки, у яких розміще-
но необхідні для транскрипції послідовності зов-

представників інших 12 родів бобових більш сут-
тєво відрізнялись від Мгс L. venetus за довжиною 
за рахунок делецій/інсерцій та/або мали рівень 
подібності менше 30–35 %.

Зіставлення між собою послідовностей Мгс 
L. venetus та інших представників підродини 
Faboideae показало (табл. 2), що найвищій рівень 
подібності з клонами LaVen1 та LaVen2 – 86,7 і 
85,4 % – має короткий варіант Мгс Pisum sativum L. 
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рис. 2. схематичне зображення вирівнювання нуклеотидних послідовностей Мгс 5S рДНК клонів L. venetus та деяких представни-
ків родини Fabaceae. Pisum sativum L. (GenBank Acc. No AY499178) [15]; Trifolium subterraneum L. (AM258986.1); Medicago arborea L. 
(KF435091) [16]; Vigna unguiculata (L.) Walp. (AF141141); Glycine max (L.) Merr. (X15199) [17]. градацією відтінків сірого показано рівень 
гомології між окремими ділянками:  – менше 50 %,  – 60-80 %,  – 80-100 %,  – 100 %

гали дещо більшу кількість мутацій відносно до 
Мгс P. sativum, який можна розглядати як зовніш-
ню групу для Мгс 5S рДНК L. venetus. Ці характе-
ристики LaVen2 вказують на більшу швидкість мо-
лекулярної еволюції цієї послідовності та імовірну 
втрату контролю стабілізуючого добору над шкід-
ливими мутаціями внаслідок її перетворення у 
псевдоген [22].

Як свідчать наші данні, максимальний рівень 
подібності між двома сиквенованими нами Мгс 
5S рДНК L. venetus та Мгс представників інших 
родів Fabaceae становить 86,7 і 85,4 % у випадку 
P. sativum. Відповідно, можна припустити, що між 
видами роду Lathyrus слід очікувати рівень подіб-
ності Мгс більше, ніж ці значення. Для перевірки 
цього припущення необхідно провести сиквену-
вання 5S рДНК декількох видів роду Lathyrus.

Оскільки рід Pisum L. належить до однієї із 
Lathyrus триби Fabeae, значно вища подібність між 
послідовностями Мгс 5S рДНК представників цих 
родів порівняно із іншими видами метеликових 
видається цілком очікуваною. Проведений аналіз 
також показує, що у представників одного чи кіль-
кох близько споріднених родів (в межах однієї три-
би) послідовність Мгс 5S рДНК зберігає достат-
ній для коректного порівняння рівень гомології. 
Аналогічну тенденцію ми встановили раніше для 
представників триб Rosae та Sanquisorbae родини 
Rosaceae [21]. 

висновки
Досліджено організацію Мгс 5S рДНК «черво-

нокнижного» представника родини Fabaceae – L. 
venetus. Встановлено, що як мінімум частина по-
вторів уникає повної гомогенізації під час концерт-

нішнього промотора РНК-полімерази III. Враховую-
чи важливу функцію цих ділянок, можна вважати, 
що ці послідовності зберігаються завдяки постійній 
роботі стабілізуючого добору.

Як показав проведений аналіз, структурна ор-
ганізація послідовностей 5S рДНК L. venetus є ана-
логічною до цих генів із інших рослин [5, 15, 17–20]. 
Відносно низька гомологія між Мгс двох дослід-
жених нами клонів чини, що близька до подібності 
між клонами L. venetus та представником іншого 
роду – P. sativum вказує на недостатність процесів 
гомогенізації послідовностей 5S рДНК у геномі L. 
venetus. Раніше нами встановлено, що у геномах 
багатьох диплоїдних видів роду Solanum окремі 
повтори 5S рДНК майже ідентичні між собою [5], 
що добре узгоджується з уявленням про концерт-
ний характер еволюції цієї ділянки геному [7]. До-
сить високим – більше 98 % – виявився рівень вну-
трішньогеномної подібності Мгс 5S рДНК у ди-
плоїдного виду Rosa rugosa, проте у спорідненого 
диплоїда R. nitida рівень подібності Мгс між різни-
ми клонами коливався від 92,2 до 99,5 % [21]. то-
бто, гомогенізація повторів 5S рДНК може відбува-
тись із різною ефективністю навіть у близько спорід-
нених видів. Що стосується L. venetus, то отримані 
результати вказують, що у цього виду гомогенізація 
як мінімум частини повторів 5S рДНК відбувається 
недостатньо  ефективно. 

Однією з причин, що зумовлюють прискоре-
не накопичення мутацій, може бути перетворен-
ня функціональної послідовності у псевдоген [22]. 
Щодо клону LaVen2 на це опосередковано може 
вказувати наявність мутацій в GC-елементі зов-
нішнього промотора та у кодуючій ділянці. Крім 
того, у послідовності Мгс клону LaVen2 спостері-
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Цель. В популяциях Lathyrus venetus (Mill.) Wohlf. – релик-
тового вида, включенного в Красную книгу Украины со ста-
тусом «уязвимый» – большинство растений представляют 
собой гибридные формы с родственным видом L. vernus. 
Поэтому использование молекулярных маркеров, таких 
как последовательность межгенного спейсера (Мгс) 5S 
рДНК необходимо для оценки генетической однородности 
популяций L. venetus и разработки рациональной страте-
гии сохранения этого вида. Методы. ПЦР-амплификация, 
клонирование и расшифровка нуклеотидной последова-
тельности Мгс 5S рДНК L. venetus. результаты. Установле-
но, что в геноме L. venetus присутствуют два варианта пов-
торов 5S рДНК, размер Мгс у которых составляет 158 и 162 
нп, а содержание GC-пар – 22,8-22,9 %. Во фрагменте Мгс, 
предшествующем участку, который кодирует 5S рРНК, най-
дены характерные для покрытосеменных элементы внеш-

ної еволюції. Причиною пришвидшеного накопи-
чення мутацій одним із досліджених варіантів 5S 
рДНК може бути його перетворення у псевдоген.

Високий рівень мінливості Мгс вказує на мож-
ливість використовувати порівняння цієї ділянки 
для уточнення філогенетичних відносин між так-
сонами низького рангу (вид, рід, триба), зокре-
ма – між представниками триби Fabeae. У той же 
час Мгс представників віддаленіших таксонів ма-
ють гомологію лише у ділянках, в яких розміщені 
зовнішні регуляторні елементи РНК-полімерази ІІІ. 
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the majority of plants are hybrids between the original species 
and the related L. vernus. Therefore, the use of molecular 
markers, such as intergenic spacer region (IGS) of 5S rDNA, 
appears to be necessary for the assessment of genetic 
homogeneity of L. venetus populations and for development of 
a rational strategy of this species’ preservation. methods. PCR 
amplification, cloning and sequencing of the 5S rDNA IGS of 
L. venetus. Results. It was found that two variants of 5S rDNA 
repeats are present in the genome of L. venetus. The IGS size is 
158 and 162 bp, and the content of GC pairs amounts to 22,8–
22,9 %. Typical for angiosperms RNA polymerase III promoter 
elements were detected in the IGS fragment preceding the 5S 
rRNA coding sequence. Among representatives of 17 genera of 
Fabaceae the highest level of IGS sequence similarity of 85,4–
86,7 % was revealed between L. venetus and Pisum sativum, 
which belong to tribe Fabeae. Conclusions. High variability of 
the 5S rDNA IGS makes them a convenient molecular marker 
for elucidation of phylogenetic relationships between genera 
and species of tribe Fabeae.

keywords: 5S rDNA, molecular markers, endangered species, 
Lathyrus. 

него промотора РНК полимеразы III. среди представителей 
17 родов бобовых самый высокий уровень сходства после-
довательностей Мгс – 85,4-86,7 % – был обнаружен меж-
ду L. venetus и Pisum sativum, которые относятся к трибе 
Fabeae. выводы. Высокая изменчивость Мгс 5S рДНК де-
лает их удобным молекулярным маркером для проясне-
ния филогенетических связей между родами и видами в 
пределах трибы Fabeae.

ключевые слова: 5S рДНК, молекулярные маркеры, исче-
зающие виды, Lathyrus.
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Aim. In populations of Lathyrus venetus (Mill.) Wohlf., which 
is an endangered species included in the Red Book of Ukraine, 


