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Мета. Рибосомальна ДНК (рДНК) є важливим інструментом молекулярної систематики та 
являє собою зручну модель для вивчення еволюції повторюваних послідовностей. Проте, для 
багатьох груп покритонасінних рослин 5S рДНК все ще залишається вивченою недостатньо, 
зокрема для такої великої групи як родина Тонконогові або Злакові. Відповідно, було вирішено 
проаналізувати молекулярну організацію 5S рДНК у широко розповсюдженого та економічно 
важливого виду Lolium perenne. Методи. Виділення ДНК, ПЛР-ампліфікація, клонування та 
розшифрування нуклеотидної послідовності ДНК. Результати. Сиквеновано дві клоновані 
послідовності 5S рДНК L. perenne. Показано, що в геномі L. perenne присутній тільки один 
варіант повторюваної одиниці 5S рДНК з міжгенним спейсером (МГС) довжиною 188–189 нп. У 
МГС виявлено потенційні елементи промотора та термінатора РНК-полімерази III. Рівень 
подібності МГС представників різних родів триби Poeae коливається від 46 до 63 %. Виснов-
ки. Порівняльний аналіз МГС може бути використаний для уточнення філогенетичних відно-
син між таксонами низького рангу, зокрема — між видами та родами триби Poeae. 
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ступ. Родина Тонконогові (Poaceae) або Злакові (Gramineae), яка налічує більш, 
ніж 11 000 видів і домінує у більшості наземних екосистем, є однією з найбільших 

екологічно та економічно важливих родин покритонасінних рослин (Clayton et al., 2014; 
Duvall et al. 2009; Soreng et al., 2015). Незважаючи на важливість цієї родини, єдиної 
думки щодо її філогенії та систематики досі не існує. Однією з причин цього є висока 
морфологічна подібність злаків, що вимагає широкого застосування молекулярних ме-
тодів для вирішення відкритих питань її систематики.  

Значний прогрес у філогенетиці родини Poaceae було досягнуто завдяки порів-
няльному вивченню хлоропластної ДНК (Clayton et al., 2014; Givnish et al., 2010; 
Quintanar et al., 2007). Пізніше шляхом порівняння хлДНК та морфологічних ознак було 
проаналізовано більше семисот родів та створено сучасну класифікацію родини 
(Soreng et al., 2015). Проте, в багатьох випадках хлДНК є недостатньо мінливою для 
використання у систематиці таксонів низького рангу. Відповідно, постає питання пошу-
ку інших, більш мінливих ділянок геному.  

В останні десятиліття в молекулярній систематиці широко використовують 45S рДНК, 
тоді як 5S рДНК все ще залишається менш дослідженою в цьому плані (Bolsheva et al., 
2017; Denk, Grimm, 2010; Grimm et al., 2005; Quintanar et al., 2007; Volkov et al., 2001; Volkov 
et al., 2010; Zeng et al., 2015). 5S рДНК належать до середньоповторюваних тандемно ор-
ганізованих послідовностей. До складу повторюваної одиниці (повтору) 5S рДНК входить 
ділянка, яка кодує 5S рРНК та міжгенний спейсер (МГС). Кодувальна ділянка є еволюційно 
консервативною, і помітні відмінності в її послідовності спостерігаються лише при порів-
нянні віддалених таксонів. 
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Натомість, послідовність МГС швидко нако-
пичує мутації і нерідко значно відрізняється вже 
на міжвидовому або навіть міжпопуляційному 
рівні (Русак та ін., 2016; Baum et al., 2012; Mlinarec 
et al., 2016; Saini, Jawali, 2009; Volkov et al., 2001; 
Volkov et al., 2003). 

На сьогодні для триби Poeae, яка є найбіль-
шою у родині і охоплює 118 родів та близько 2800 
видів (Soreng et al., 2015), 5S рДНК охарактеризо-
вана лише у кількох родів (Ishchenko et al., 2018; 
Peng et al., 2008; Roser et al., 2001). Тому ми пос-
тавили перед собою завдання охарактеризувати 
молекулярну організацію 5S рДНК у такого широ-
ко розповсюдженого та економічно важливого 
виду, як пажитниця багаторічна (Lolium peren-
ne L.) та порівняти її з іншими представниками 
триби Poeae. 

Матеріали і методи 

Матеріалом для дослідження був зразок 
Lolium perenne, зібраний на території заказнику 
Цецино (Чернівецька обл.). Загальну ДНК екст-
рагували зі свіжого листя згідно стандартного 
протоколу з використанням цетавлону в якості 
детергента (Rogers, Bendich, 1985).  

Ампліфікацію повторюваної ділянки 5S 
рДНК проводили методом ПЛР з використанням 
універсальної пари праймерів Pr5S-L-Not 
(5’-CAATGCGGCCGCGAGAGTAGTACTAGGAT 
GCGTGAC-3’) + Pr5S-R-Not (5’-CATTGCGGCCG 
CTTAACTTCGGAGTTCTGATGGGA-3’), які ком-
плементарні до консервативної ділянки, що 
кодує 5S рРНК у покритонасінних рослин (Тин-
кевич та ін., 2015; Tynkevich, Volkov, 2014; 
Volkov et al., 2001) і забезпечують ампліфікацію 
повного МГС та фланкуючих ділянок кодуваль-
ної послідовності. Ці праймери містять додатко-
вий сайт впізнавання рестриктази NotI 
(GCGGCCGC — підкреслено вище), який було 
використано при клонуванні.  

Реакційна суміш для ПЛР загальним 
об’ємом 25 мкл містила такі компоненти: 10–
30 нг ДНК, 1,0 од. акт. ДНК-полімерази (Phusion 
DNA polymerase, Thermoscientific), 0,1 мМ суміші 
дезоксирибонуклеотидфосфатів, 1˟ буфер для 
ПЛР та 0,5 мкМ кожного з праймерів. ПЛР про-
водили з використанням ампліфікатора Mini-
Cycler (MJ Research Inc, США) за такою програ-
мою: (1) початкова активація ДНК-полімерази — 
95 °С, 2 хв; (2) денатурація ДНК — 95 °С, 40 с; 
(3) гібридизація праймерів — 60 °С, 30 с; (4) 
синтез ДНК — 72 °С, 40 c; (5) закінчення амплі-
фікації — 72° С, 10 хв; припинення реакції — 
4 °С; загальна кількість циклів ампліфікації — 

35. Продукти ПЛР аналізували за допомогою 
електрофоретичного аналізу у 1,5 % агарозно-
му гелі та використовували для клонування. 

Отримані фрагменти ДНК обробляли рест-
риктазою NotI та лігували у плазмідний вектор 
рBluescript-KS. В подальшому методом елект-
ропорації з використанням приладу E. coli 
Pulsher (BioRad, США) проводили трансформа-
цію компетентних клітин Escherichia coli штаму 
XL-blue продуктами лігування. Колонії, які міс-
тили рекомбінантні плазміди, виявляли мето-
дом синьо-білого скринінгу. Плазміди виділяли 
методом лужного лізису (Sambrook et al., 1989). 

Наявність вставки у плазмідах перевіряли 
за допомогою ПЛР із стандартними праймерами 
M13/pUC forward (For) та reverse (Rev), сайти 
гібридизації яких знаходяться в плазмідній ДНК з 
двох боків від полілінкеру. Рекомбінантні плазмі-
ди, які містили вставки 5S рДНК, сиквенували на 
фірмі GATC (Німеччина). Первинну обробку нук-
леотидних послідовностей проводили за допо-
могою комп’ютерних програм Chromas та 
DNASTAR. Вирівнювання послідовностей здійс-
нювали методом Clustal W (Higgins et al., 1992), а 
пошук гомологічних послідовностей у Genbank — 
з використанням програми BLAST (Altschul et al., 
1997). 

Результати та обговорення 

Електрофоретичний аналіз продуктів амп-
ліфікації 5S рДНК L. perenne показав, що для 
даного зразка утворюється лише один ПЛР-
продукт довжиною приблизно 290 нуклеотидних 
пар (нп). Це свідчить про наявність у геномі 
лише одного за довжиною класу 5S рДНК. Ра-
ніше у видів родини Poaceae було описано ви-
падки, коли в індивідуальному геномі присутні 
або один, або декілька варіантів МГС 5S рДНК, 
які відрізняються між собою за довжиною чи за 
нуклеотидною послідовністю (Ishchenko et al., 
2018; Volkov, Panchuk, 2014). На загал тради-
ційно вважається, що повтори рибосомальних 
генів високоподібні між собою в межах одного 
виду внаслідок концертної еволюції (Coen et al., 
1997; Volkov et al., 2001; Volkov et al., 2003). 

В ході подальших експериментів по клону-
ванню було відібрано 10 колоній трансформан-
тів. Після перевірки наявності у рекомбінантних 
плазмідах вставки 5S рДНК два клони було сик-
веновано.  

Комп’ютерний аналіз нуклеотидних послі-
довностей виявив, що отримані клони містять 
ділянку МГС 5S рДНК, яка з обох боків фланкова-
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на фрагментами кодувальної послідовності та 
використаними для ПЛР праймерами. Було вста-
новлено, що довжина МГС у L. perenne становить 
188–189 нп, а вміст GC-пар — 46–47 % (табл. 1). 
Раніше було показано, що у представників родів 
Avena, Dactylis, Deschampsia, Helictotrichon, 
Lagurus, Pseudarrhenatherum та Trisetum (які, як і 
Lolium, належать до триби Poeae (Soreng et al., 
2015) розмір МГС знаходиться у межах від 88 до 
329 нп (Ishchenko et al., 2018; Peng et al., 2008; 
Roser et al., 2001; Volkov, Panchuk, 2014). Отже, 
розмір МГС у L. perenne є типовим для представ-
ників триби Poeae. 

Таблиця 1. Характеристика клонованих послі-
довностей МГС 5S рДНК L. perenne 

Клон 
Довжина 
МГС, нп 

Вміст GC-пар, 
% 

Lope4 189 47,62 
Lope7 188 46,81 

Вирівнювання послідовностей показало, 
що для розшифрованих нами клонів Lope4 та 
Lope7 рівень подібності МГС становить 95 %, 
тобто є високим. Раніше було виявлено, що у 
представників спорідненої триби Triticeae (ро-
дина Poaceae) у геномі присутні як мінімум два 
класи повторів 5S рДНК (Baum et al., 2004). 
Проте, у представників триби Poeae картина 
видається більш складною. Так, для кількох 

видів родів Avena та Dactylis було знайдено 
лише по одному класу повторів (Peng et al., 
2008; Volkov, Panchuk, 2014). Водночас, геноми 
H. bromoides та Deschampsia antarctica містять 
по декілька варіантів повторів, які, імовірно, 
належать до різних кластерів 5S рДНК і відпові-
дають різним хромосомним локусам (Amosova 
et al., 2017; Ishchenko et al., 2018; Navrotska et 
al., 2018; Roser et al., 2001; Volkov, Panchuk, 
2014). У Dactylis glomerata рівень подібності 
МГС становить 97–99 % в межах одного класу 
повторів, а у Deschampsia antarctica — 91–99 % 
в межах одного структурного класу та 81–84 % 
при порівнянні різних структурних класів 
(Ishchenko et al., 2018; Volkov, Panchuk, 2014). 
Відповідно, можна вважати, що у L. perenne 
наявний лише один варіант МГС 5S рДНК. 

Отримані нами послідовності L. perenne бу-
ло порівняно з МГС 5S рДНК інших представни-
ків родини Poaceae. За результатами пошуку у 
Genbank було встановлено, що найбільшу поді-
бність з МГС 5S рДНК L. perenne мають інші 
представники триби Poeae. При цьому рівень 
подібності знаходиться в межах від 46 % (Dactylis 
glomerata) до 62–63 % (H. convolutum та T. 
spicatum) (табл. 2). Отже, МГС 5S рДНК 
L. perenne суттєво відрізняється від інших дослі-
джених на сьогодні представників триби Poeae. 

 

 
Таблиця 2. Рівень подібності (%) МГС 5S рДНК представників триби Poeae 
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Lope4 -- 95,4 62,2 61,3 61,3 55,8 58,1 59,9 58,1 57,1 57,1 54,4 55,3 47,0 45,6 
Lope7  -- 62,7 61,8 60,8 57,6 59,4 60,8 58.1 59,0 57,1 55,8 55,3 47,5 47,0 
Heco   -- 85,3 61,3 63,1 63,1 64,1 73,3 71,4 71,9 77,9 67,7 60,4 59,0 
Trsp    -- 64,5 61,3 65,0 65,4 74,7 72,4 72,8 83,9 66,4 61,8 60,4 
Phco     -- 48,8 51,2 51,2 56,2 59,0 56,7 59,9 57,6 49,8 49,3 
DeanA1.1      -- 81,1 78,3 55,3 61,3 52,1 55,8 54,8 51,6 51,2 
DeanA8.10       -- 92,2 61,3 62,7 55,3 56,7 55,3 50,2 49,3 
DeanA10.11        -- 62,7 62,2 55,3 58,1 56,7 51,6 50,2 
Heae         -- 65,0 68,7 66,4 62,7 58,1 57,6 
Avma1          -- 66,4 64,5 69,1 60,4 59,9 
Avma2           -- 67,7 63,1 59,9 58,5 
Laov            -- 62,7 57,1 56,7 
Trja             -- 62,7 62,2 
Dagl1              -- 98,6 
Dagl2               -- 

Примітка. Скорочення назв та реєстраційні номери клонів: Heco — Helictotrichon convolutum, AJ390078; Trsp — Trisetum 
spicatum, AJ390233; Phco — Phalaris coerulescens, Y09573; Dean A1.1 — Deschampsia antarctica, MH071970; Dean A8.10 — 
Deschampsia antarctica, MH071973; Dean A10.11 — Deschampsia antarctica, MH071974; Heae — Helictochloa aetolica, AJ390137; 
Avma1 — Avena macrostachya, EF064638; Avma2 — A. macrostachya, AJ390215; Laov — Lagurus ovatus, AJ390222; Trja — 
Tricholemma jahandiezii, AJ390218; Dagl1 — Dactylis glomerata, KF743553; Dagl2 — Dactylis glomerata, KF743554. 
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Детальне порівняння МГС 5S рДНК L. pe-
renne, H. convolutum та T. spicatum показало 
(рис. 1), що з моменту дивергенції цих трьох 
видів еволюційні зміни МГС полягали у замінах 
нуклеотидів та у невеличких інсерціях та деле-
ціях. Зокрема, при порівнянні окремих клонів 
L. perenne із консенсусною послідовністю вияв-

лено 11 транзицій та 13 трансверсій для клону 
Lope4, і 11 транзицій та 11 трансверсій для кло-
ну Lope7 (рис. 1). Крім того, знайдено вставку 
одного (Lope7) або двох (Lope4) нуклеотидів на 
початку МГС та двонуклеотидну делецію у обох 
клонів в позиції 45–46 від кінця кодувальної 
ділянки.

 

Рис. 1. Структурна організація МГС 5S рДНК. Жирним курсивом виділено оліго-Т послідовність потенційного термінатора та 
передбачувані зовнішні елементи промотора РНК-полімерази ІІІ. Стрілками відмічено розташування повторюваних елементів. 
Скорочення назв клонів наведено у табл. 2. 

 
У центральній частині МГС L. perenne при-

сутні три субповтори довжиною 14 нп (рис. 1, 2). 
Ці субповтори, імовірно, виникли внаслідок тан-
демної дуплікації ще до дивергенції L. perenne, 
H. convolutum та T. spicatum. Протягом подаль-
шої еволюції у кожній копії субповторів накопи-

чувались індивідуальні заміни нуклеотидів, а у 
H. convolutum та T. spicatum фрагмент третього 
субповтору було взагалі втрачено внаслідок 
делеції. 
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Рис. 2. Порівняння субповторів у МГС 5S рДНК L. perenne. 

Порівняння МГС 5S рДНК L. perenne та 
представників дев’яти родів триби Poeae до-
зволило ідентифікувати в межах МГС декілька 
мотивів, які є відносно консервативними в ево-
люції, що може свідчити про їх функціональне 

значення (рис. 1, 3). Зокрема, консервативні 
мотиви у МГС можуть бути задіяні у ініціації та 
термінації транскрипції 5S рДНК. Проведений 
нами порівняльний аналіз послідовностей МГС 
видів триби Poeae показав, що на початку МГС 
у L. perenne знаходиться консервативний деся-
тинуклеотидний Т-багатий мотив, який, імовір-
но, залучений до термінації транскрипції 5S 
рДНК. Крім того, у МГС L. perenne у позиції +53 
нп наявний ще один Т-багатий мотив, який 
складається з семи залишків тимідину (рис. 1, 
3). Можливо, цей мотив слугує додатковим (за-
пасним) сайтом термінації транскрипції. 

 

 

Рис. 3. Схематичне зображення вирівнювання нуклеотидних послідовностей МГС 5S рДНК представників триби Poeae. Скоро-

чення назв клонів наведено у табл. 2. Градацією відтінків сірого показано рівень гомології між окремими ділянками:  — 

менше 60 %,  — 60–80 %,  — 80–100 %,  — 100 %. 

У Arabidopsis thaliana до елементів зовніш-
нього промотора РНК-полімерази ІІІ належать 
ТАТАТА-подібний мотив, динуклеотид GC та 
нуклеотид С, розташовані, відповідно, на відс-
тані -28 нп, -13 нп та -1 нп перед початком коду-
вальної ділянки (Douet, Tourmente, 2007; Layat 
et al., 2012). Схожі мотиви були знайдені і у ін-
ших покритонасінних рослин (Русак та ін. 2016; 
Тинкевич, Волков, 2014; Тинкевич та ін., 2015; 
Шелифіст та ін., 2018; Tynkevich, Volkov, 2014; 
Volkov et al., 2017). У L. perenne та у інших 
представників триби Poeae консервативний 
мотив GC та нуклеотид С було виявлено в по-
зиціях -12 та -1 нп, відповідно (рис. 1). Крім того, 
у позиції -28 від початку кодувальної ділянки у 
L. perenne та інших видів злаків знаходиться 
консервативна послідовність АТАА, яка нагадує 
ТАТА-бокс. Зазначимо, що на відміну від злаків 
у всіх досліджених на сьогодні видів дводоль-
них АТ-багаті мотиви у цій позиції мають розмір 
6 нп, або більше (Русак та ін., 2016; Тинкевич, 
Волков, 2014; Тинкевич та ін., 2015; Шелифіст 

та ін., 2018; Douet, Tourmente, 2007; Tynkevich, 
Volkov, 2014; Volkov et al., 2017). 

Цікаво, що у МГС L. perenne консервативні 
мотиви АТАА та GC, які є потенційними елемен-
тами зовнішнього промотора РНК-полімерази ІІІ, 
представлені двома копіями у складі короткого 
субповтору GCАТАА (рис. 1). Чи ця структурна 
особливість впливає на ініціацію транскрипції, 
залишається незрозумілим та потребує додатко-
вого прояснення.  

Висновки 

У геномі L. perenne присутній тільки один ва-
ріант повтору 5S рДНК з МГС довжиною 188–
189 нп, до складу якого входять консервативні 
мотиви, що відповідають потенційним елементам 
промотора та термінатора РНК-полімерази III. 
Рівень подібності МГС L. perenne та інших пред-
ставників триби Poeae лежить в межах від 46 до 
62–63 %, що дозволяє використовувати цю ділян-
ку для уточнення філогенетичних відносин між 
видами та родами триби Poeae. 
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Aim. Ribosomal DNA (rDNA) is an important tool for 
molecular taxonomy and represents a convenient model 
for studying the evolution of repeated sequences. 
However, for many groups of angiosperms, 5S rDNA 
remains poorly studied, in particular for such a large 
group as the Poaceae (Gramineae) family. Accordingly, 
it was decided to analyze the molecular organization of 
5S rDNA in the widespread and economically important 
species Lolium perenne. Methods. DNA extraction, PCR 
amplification, cloning and sequencing. Results. Two 
clones of L. perenne 5S rDNA were sequenced. It was 
shown that only one variant of 5S rDNA repeats with a 
188–189 bp-long intergenic spacer (IGS) is present in 
the genome of L. perenne. Putative RNA polymerase III 
promoter elements were detected in the IGS. The level 
of IGS sequence similarity between representatives of 
different genera of the tribe Poeae ranges from 46 to 
63 %. Conclusions. Comparison of IGS can be used to 
clarify the phylogenetic relationship between taxa of low 
ranks, in particular, between species and genera of the 
tribe Poeae. 

Keywords: 5S rDNA, intergenic spacer, molecular 
evolution, Lolium, Poaceae. 
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