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Сòðукòуðíà оðãàí³зàц³я 5S ðèбоñомíої дíк rosa nitida willd
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З метою вивчення молекулярної орãанізації ділянки ãеному, що кодує 5S рРНК диплоїд-
ноãо виду Rosa nitida було клоновано та сиквеновано декілька повторюваних одиниць 
5S рДНК. Аналіз отриманих послідовностей виявив наявність у ãеномі повторюваних 
одиниць 5S рДНК двох типів. Довжина повторів мажорноãо і мінорноãо типів складає 
506–514 п.н. та 318 п.н., відповідно. Різниця в довжині пов’язана з делецією частини 
міжãенної спейсерної ділянки (МГС). Повтори 5S рДНК обох типів містять у МГС інтактні 
елементи промотора та імовірно є транскрипційно активними.

Ключові слова: Rosa, 5S рДНК, молекулярна еволюція, видоутворення у рослин.

вñòуп. âикористання у таксоноì³чних досл³дженнях ìетод³в ìолекулярної 
генетики дозволило значною ì³рою переглянути ³снуючу систеìу вищих 

рослин. Зокреìа, рев³з³ї зазнали таксони родового та п³дродового ранг³в. При-
кладаìи усп³шного застосування ìолекулярних п³дход³в у таксоноì³ї ìожуть 
бути досл³дження таких великих ³ складних у систеìатичноìу в³дношенн³ род³в, 
як Prunus L. та Solanum L. [1– 6].

âикористання техн³к AFLP, RAPD, SSR та анал³з нуклеотидних посл³довнос-
тей хлоропластних ген³в та спейсерних д³лянок 35S рибосоìальної äÍê дозво-
лили значною ì³рою вдосконалити ³ таксоноì³ю роду Rosa L. [7–10]. Проте по-
ходження алопол³плоїдних вид³в та особливост³ ìолекулярної еволюц³ї ун³каль-
них та повторюваних посл³довностей у їхн³х геноìах (особливо у зв’язку з 
перìанентною непарною пол³плоїд³єю у Rosa canina) все ще залишаються 
нез’ясованиìи. 

ä³лянки геноìу, як³ кодують рðÍê, зокреìа 5S рäÍê, широко використову-
ються у досл³дженнях ³з ìолекулярної еволюц³ї та таксоноì³ї [4, 5, 11, 12]. öе 
пов’язано ³з особливостяìи структурної орган³зац³ї та еволюц³ї цих ген³в. ãени 
5S рäÍê належать до класу тандеìних повторюваних посл³довностей, тобто 
ìають кластерний тип орган³зац³ї. êластери ìожуть бути локал³зован³ на одн³й 
чи дек³лькох хроìосоìах. ê³льк³сть повторюваних одиниць на один кластер за-
звичай складає в³д к³лькох десятк³в до тисяч [13]. êожна повторювана д³лянка в 
ìежах кластеру складається з високо консервативної кодуючої посл³довност³ та 
вар³абельного ì³жгенного спейсера (ìãñ). ó вищих рослин б³льша частина ìãñ 
не транскрибується та не несе важливої для регуляц³ї транскрипц³ї ³нфорìац³ї. 
âнасл³док цього, б³льш³сть ìутац³й, що виникають у ìãñ ìають нейтральний ха-
рактер ³ тоìу не зазнають д³ї природного добору. Íакопичення таких ìутац³й 
призводить до високої швидкост³ еволюц³ї ìãñ пор³вняно ³з кодуючиìи д³лянка-
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ìи. Швидк³ еволюц³йн³ зì³ни дозволяють 
«побачити» р³зницю у посл³довност³ ìãñ не 
лише у представник³в р³зних род³в, а й 
близько спор³днених вид³в [4, 11].

âважається, що рäÍê, як ³ ³нш³ повто-
рюван³ посл³довност³, еволюц³онує кон-
цертно (узгоджено) [14]. Явище концерт-
ної еволюц³ї полягає у здатност³ до вир³в-
нювання р³зниц³ (гоìоген³зац³ї) вс³х 
посл³довностей як у ìежах одного класте-
ра, так ³ ì³ж р³зниìи кластераìи. êонцерт-
на еволюц³я є ìожливою нав³ть при про-
сторов³й ³золяц³ї локус³в рäÍê, за рахунок 
ì³жлокусної конверс³ї. Проте результати 
багатьох досл³джень показують, що гоìо-
ген³зац³я 5S рäÍê, особливо ì³ж посл³дов-
ностяìи з р³зних кластер³в, не завжди про-
ходить ефективно. öя властив³сть еволюц³ї 
5S рäÍê є корисною при визначенн³ гено-
ì³в батьк³вських форì алопол³плоїдних ви-
д³в, оск³льки батьк³вськ³ вар³анти 5S рäÍê 
залишаються ìайже незì³нниìи в геноì³ 
алоплоїда [15].

Зважаючи на вищезазначене, 5S рäÍê 
є ефективниì ìолекулярниì ìаркероì 
для досл³дження таксон³в алопол³плоїдно-
го генезу. îдниì ³з таких таксон³в є р³д Rosa 
L., для якого характерна значна к³льк³сть 
пол³плоїдних вид³в г³бридогенного похо-
дження. âважається, що у процеси г³бри-
дизац³ї вступала значна к³льк³сть диплоїд-
них вид³в роду. òоìу, першиì крокоì на 
шляху до розуì³ння генетичної структури 
алопол³плоїд³в, ìає бути вивчення ìожли-
вих диплоїдних предкових форì. â³дпов³д-
но, ìетою даної роботи було клонування, 
розшифровка та анал³з первинної нуклео-
тидної посл³довност³ ìãñ 5S рäÍê одного з 
диплоїдних вид³в – Rosa nitida Willd.

Ìàòåð³àëè ³ мåòодè
ìатер³алоì для досл³дження був зра-

зок Rosa nitida з колекц³ї ботан³чного саду 
ì. òюб³нген (Í³ìеччина). Загальну äÍê 
екстрагували з гербаризованого листя 
зг³дно стандартного протоколу з викорис-
танняì цетавлону як детергенту [16].

Повторювану д³лянку 5S рäÍê аìпл³ф³-
кували ìетодоì пол³ìеразної ланцюгової 
реакц³ї (Пëð) з використанняì пари прай-
ìер³в 5S–14a-Not (5’- CAATGCGGCCGCG
AGAGTAGTACTAGGATGCGTGAC–3’) i 
5S–15-Not (5’-CATTGCGGCCGCTTATCG
GAGTTCTGATGGGA–3’). Íуклеотидна по-
сл³довн³сть прайìер³в є коìплеìентарною 
до центральної частини кодуючої д³лянки 
5S рäÍê та ун³версальною для вс³х дво-
дольних рослин. êр³ì того, прайìери ì³с-
тять на 5’-к³нц³ додатковий сайт вп³знаван-
ня ендонуклеази рестрикц³ї Not I 
(GCGGCCGC), що використовується для 
клонування Пëð-продукт³в. ì³сце г³бриди-
зац³ї прайìер³в на ìатриц³ äÍê забезпечує 
аìпл³ф³кац³ю повноì³рного ìãñ та флан-
куючих д³лянок кодуючої посл³довност³ 
(рисунок). 

ðеакц³йна суì³ш для Пëð ì³стила так³ 
коìпоненти: 0,1 ìкг загальної геноìної 
äÍê, 1,0 од. акт. äÍê-пол³ìерази 
(HotStartTaq DNA polymerase, QIAGEN, 
ñШà), 0,1 ìì суì³ш³ дезоксирибонуклео-
тидфосфат³в, 0,3 ìì MgCl2, 1х буфер для 
Пëð та 0,5 ìкì кожного з двох прайìер³в 
5S–14a-Not i 5S–15-Not. Загальний об’єì 
суì³ш³ складав 25 ìкл. Пëð проводилась з 
використанняì аìпл³ф³катора MiniCycler 
(MJ Research Inc, ñШà) за такою програ-
ìою: (1) початкова активац³я äÍê-
пол³ìерази – 95 °ñ, 15 хв.; (2) денатурац³я 
äÍê – 94 °ñ, 45 с; (3) г³бридизац³я прай-
ìер³в – 55 °ñ, 1 хв; (4) синтез äÍê – 72 °ñ, 
2,5 хв; (5) зак³нчення аìпл³ф³кац³ї – 72 °ñ, 
8 хв; (6) припинення реакц³ї – 4 °ñ. Загаль-
на к³льк³сть цикл³в аìпл³ф³кац³ї – 35. Про-
дукти Пëð виявляли електрофоретично у 
2% агарозноìу гел³.

äля клонування Пëð-продукти оброб-
ляли ендонуклеазою рестрикц³ї Not I п³сля 
чого л³гували по коìпл³ìентарних липких 
к³нцях у сайт Eco 52 плазì³ди pLitmus 38³ з 
використанняì ò4 äÍê-л³гази (Fermentas, 
ëитва). òрансфорìац³ю коìпетентних кл³-
тин л³н³ї Escherichia coli XL-blue проводи-
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рèñуíок. ñтруктурна орган³зац³я ìãñ 5S рäÍê Rosa nitida. жирниì курсивоì вид³лено ол³го-ò посл³довн³сть терì³-
натора, п³дкреслениì жирниì шрифтоì позначено елеìенти зовн³шнього проìотору. ñтр³лкаìи позначено окре-
ì³ субповтори, присутн³ в центральн³й частин³ ìãñ. Pr1 та Pr2 – прайìери 5S-14a-Not та 5S-15-Not, в³дпов³дно



ISSN 1810-7834. Вісн. Óкр. тов-ва ãенетиків і селекціонерів. 2011, том 9, № 2 279

Сòðукòуðíà оðãàí³зàц³я 5S ðèбоñомíої дíк rosa nitida willd

Òàбëèця 1. õарактеристика сиквенованих повторюваних д³лянок 5S рäÍê Rosa nitida

Назва клону Довжина 
інсерту, н.п.

Довжина 
МГС, н.п. Характеристика МГС

Вміст А-Т пар,  %
Кодуюча 
ділянка МГС

pRoni-T30 514 400 Повномірний 45,8 62,00
pRoni-T31 318 204 Містить делецію – 196 нп 45,8 61,3
pRoni-T32 506 392 Містить делецію – 8 нп 45,8 61,9
pRoni-T33 514 400 Повномірний 45,8 62,9

ли ìетодоì електропорац³ї з використан-
няì приладу E. coli Pulser (BioRad, ñШà). 
êлони, що ì³стять рекоìб³нантн³ плазì³ди 
виявляли за допоìогою ìетоду blue-white 
colony selection. Плазì³ди вид³ляли ìето-
доì лужного л³зису [17]. Íаявн³сть ³нсерц³ї 
перев³ряли за допоìогою розщеплення 
ендонуклеазою рестрикц³ї åсо 52. Фер-
ìентативн³ реакц³ї проводили зг³дно з ре-
коìендац³яìи ф³рìи-постачальника 
(Fermentas, ëитва). 

ðекоìб³нантн³ плазì³ди, що ì³стили ³н-
серти 5S рäÍê сиквенували з використан-
няì Big Due Terminator Cycle Sequencing 
Kit на сиквенатор³ ABI Prism 310 (PE 
Applied Biosystems, ñШà). Первинну об-
робку отриìаної нуклеотидної посл³дов-
ност³ проводили за допоìогою 
коìп’ютерної програìи Chromas та пакету 
програì коìп’ютерної обробки даних 
DNASTAR [18]. âир³внювання посл³дов-
ностей зд³йснювали ìетодоì Clustal V 
[19]. Пошук посл³довностей у баз³ даних 
Genbank зд³йснювали за допоìогою про-
граìи BLAST [20].

рåзуëüòàòè òà ¿х обãовоðåííя
àнал³з результат³в електрофоретичного 

розд³лення Пëð-продукт³в показав ³снуван-
ня в геноì³ R. nitida двох тип³в посл³довнос-
тей 5S рäÍê, що ³стотно в³др³знялись за до-
вжиною. Посл³довност³ 5S рäÍê ìажорного 
типу аìпл³ф³кувалися з утворенняì б³льшої 
к³лькост³ Пëð-продукту ³з довжиною повто-
рюваної одиниц³ в ìежах 520–540 н.п. äо-
вжина повтор³в ì³норного типу складала 
320–340 н.п. îтриìан³ Пëð-продукти було 
клоновано у бактер³альний вектор. 

За допоìогою blue-white colony 
selection було в³д³брано 10 колон³й транс-
форìант³в ³ вид³лено з них зразки плазì³д-
ної äÍê. ðозщеплення ендонуклеазою ре-
стрикц³ї Eco 52 призводило до появи на 
електрофореграì³ двох сìуг, що в³дпов³-
дають фрагìентаì äÍê р³зного розì³ру. 
Фрагìент б³льшого розì³ру для вс³х зраз-
к³в ìав довжину приблизно 2800–2900 
н.п., що в³дпов³дає розì³ру вектора pLit-
mus 38. Фрагìент ìеншого розì³ру ìав 
довжину приблизно 520 н.п. та 320 н.п., 
що в³дпов³дає розì³раì Пëð-продукт³в 5S 
рäÍê R. nitida. Загалоì, було ³дентиф³ко-
вано с³ì плазì³д з³ вставкою, з яких чотири 
– pRoni-T30, pRoni-T31, pRoni-T32 та 
pRoni-T33 було в³д³брано для сиквенуван-
ня. 

àнал³з сиквенованих посл³довностей 
показав, що вс³ чотири клони ì³стять ìãñ 
5S рäÍê фланкований з обох стор³н фраг-
ìентаìи кодуючої д³лянки. Пол³л³нкерн³ 
зони вектора ìежують ³з посл³довностяìи 
використаних для аìпл³ф³кац³ї прайìер³в. 
Загальну довжину ³нсерт³в наведено в 
табл. 1. 

ñуìарна довжина фланкуючих ìãñ 
фрагìент³в кодуючої д³лянки (включаючи 
посл³довн³сть прайìер³в 5S–14a-Not, 
5S–15-Not) становила 114 н.п. Зважаючи 
на те, що 6 н.п. центральної частини коду-
ючої д³лянки залишаються неаìпл³ф³кова-
ниìи ³з застосуванняì використаних наìи 
прайìер³в, ìожна стверджувати, що за-
гальний розì³р д³лянки, яка кодує 5S рðÍê 
у R. nitida складає 120 н.п. òакий розì³р є 
характерниì для переважної б³льшост³ 
вид³в вищих рослин [21]. Посл³довн³сть 
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нуклеотид³в кодуючої д³лянки є однаковою 
в ус³х отриìаних наìи клон³в 5S рäÍê 
R. nitida. âизначення границь кодуючої д³-
лянки дозволило встановити ³снування 
двох р³зних за розì³раìи вар³ант³в ìãñ. 
äовжина короткого вар³анта, що власти-
вий для повтор³в 5S рäÍê ì³норного типу 
складає 204 н.п., тод³ як у повтор³в ìажор-
ного типу виявлено ìãñ довжиною 392 
н.п. та 400 н.п. òак³ значення довжин ìãñ 
в³дпов³дають широкоìу д³апазону його 
розì³р³в, характерноìу для вищих рослин: 
в³д 200 до 600 н.п. [21]. ðан³ше наìи було 
показано, що ìãñ довгого типу зустр³ча-
ється в 5S рäÍê б³льшост³ представник³в 
роду Rosa L., а короткого – лише у дек³ль-
кох вид³в, зокреìа у R. canina та деяких ³н-
ших пол³плоїд³в [22]. 

Посл³довност³ кодуючої д³лянки ³ ìãñ 
суттєво в³др³зняються за вì³стоì à-ò пар 
(табл. 1). äля ìãñ цей показник є под³бниì 
у вс³х чотирьох клон³в ³ значно нижчиì, н³ж 
для кодуючої д³лянки.

âир³внювання нуклеотидних посл³дов-
ностей ³нсерт³в ìетодоì Clustal V показа-
ло, що р³вень под³бност³ ì³ж повтораìи 5S 
рäÍê ìажорного типу є дуже високиì ³ ко-
ливається в³д 98,8 % до 99,6 % (табл. 2). 
Посл³довн³сть ³нсерт³в ì³норного типу 
pRoni-T31 при пор³внянн³ з ³ншиìи клона-
ìи характеризується в³дсоткоì под³бност³ 
в³д 94,0 % до 96,2 %. Посл³довност³ pRoni-
T30 та pRoni-T33 в³др³зняються ì³ж собою 
лише двоìа транзиц³яìи в ìежах ìãñ. 
ìãñ клону pRoni-T32 не ì³стить нуклео-
тидних заì³н, проте несе на 5’ к³нц³ вось-
ìинуклеотидну делец³ю. Íайб³льш в³дì³н-
ниì був клон pRoni-T31, що представляє 
ì³норний тип 5S рäÍê повтор³в. ó ìежах 
ìãñ посл³довност³ pRoni-T31 виявлено дв³ 
транзиц³ї на 3’ к³нц³, однонуклеотидну де-
лец³ю на 5’ к³нц³ та велику 196 нуклеотидну 
делец³ю, яка ³ обуìовлює невелик³ розì³ри 
повтор³в ì³норного типу (рисунок). 

ó проанал³зованих посл³довностях ìãñ 
R. nitida виявлено сигнали характерн³ для 

зовн³шнього проìотора 5S рäÍê [23]. äо 
таких регуляторних посл³довностей нале-
жить ìотив òàòàòà, розташований на 3’ 
к³нц³ ìãñ в позиц³ї –28 нп в³д 5’ к³нця коду-
ючої д³лянки, а також ìотиви GC та C в по-
зиц³ях –12 та –1, в³дпов³дно (рисунок). òа-
кож безпосередньо п³сля 3’ к³нця кодуючої 
д³лянки локал³зована пол³-ò посл³довн³сть, 
що ³ìов³рно виконує функц³ю терì³натора 
транскрипц³ї [23].

Значну частину нуклеотидної посл³дов-
ност³ ìãñ проанал³зованих клон³в склада-
ють коротк³ 1–4 нуклеотидн³ негоìогенн³ 
повтори. ó середн³й частин³ ìãñ (позиц³я 
–237) присутня д³лянка, що складається з 
трьох субповтор³в, довжина яких колива-
ється в³д шести до дев’яти н.п. (рисунок). 
â клон³ pRoni-T31 ц³ субповтори в³дсутн³ 
разоì з центральною частиною ìãñ.

Проведений анал³з показав невелику 
к³льк³сть ìутац³й в ìãñ трьох досл³джених 
клон³в R. nitida, що св³дчить про ³снування 
процес³в гоìоген³зац³ї тандеìних повтор³в 
5S рäÍê ³, в³дпов³дно, концертний харак-
тер їхньої еволюц³ї [14]. При цьоìу, наяв-
н³сть значної делец³ї в ìãñ повтор³в ì³нор-
ного типу ìожна пояснити локал³зац³єю 
посл³довностей двох тип³в у р³зних класте-
рах, що зазвичай обìежує гоìоген³зац³ю 
[15]. âстановлена ³дентичн³сть нуклеотид-
ної посл³довност³ кодуючої д³лянки для вс³х 
досл³джених повтор³в 5S рäÍê R. nitida уз-
годжується з уявленняìи про низьку швид-
к³сть її ìолекулярної еволюц³ї [14, 21, 24]. 
ðазоì ³з наявн³стю в ìãñ непорушених 
елеìент³в зовн³шнього проìотору ц³ осо-
бливост³ вказують на те, що досл³дженн³ 

Òàбëèця 2. ð³вень под³бност³ ( %) ìãñ 5S рäÍê 
Rosa nitida

Клони pRoni-
T30

pRoni-
T31

pRoni-
T32

pRoni-
T33

pRoni-T30 – 96,2 98,8 99,6
pRoni-T31 – – 94,0 96,2
pRoni-T32 – – – 98,8
pRoni-T33 – – – –
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клони ìажорного типу йìов³рно є тран-
скрипц³йно активниìи посл³довностяìи 
5S рäÍê. Багатонуклеотидна делец³я 
властива посл³довностяì ì³норного типу 
ìоже вказувати на переродження їх у псев-
догени [25]. Проте непошкоджен³сть 
транскрипц³йно-важливих елеìент³в (ри-
сунок) не дозволяє стверджувати це одно-
значно ³ залишає в³дкритиì питання про 
функц³ональну активн³сть повтор³в обох 
тип³в. äодатковиì аргуìентоì на користь 
такої ìожливост³ сл³д вважати те, що ко-
ротк³ повтори ì³норного типу не були втра-
чен³ в процес³ еволюц³ї, оск³льки вони при-
сутн³ в геноìах к³лькох пол³плоїдних вид³в 
[22]. 

вèñíовкè
äосл³джено структурну орган³зац³ю 5S 

рäÍê повторюваних одиниць диплоїдного 
виду Rosa nitida Willd. âиявлено 2 типи 
тандеìних повтор³в: ìажорний, ³з довжи-
ною 506–514 н.п. та ì³норний – 318 н.п. 
Íаявн³сть посл³довностей 5S рäÍê ì³нор-
ного типу ìожна розглядати як вказ³вку на 
генетичну спор³днен³сть досл³дженого 
виду до деяких пол³плоїдних представник³в 
роду (зокреìа R. canina L.), як³ ìають ì³-
норн³ повтори 5S рäÍê довжиною близько 
320 н.п. âиявлений високий р³вень гоìо-
лог³ї окреìих повтор³в у ìежах ìажорного 
типу ìãñ вказує на ефективн³сть процес³в 
гоìоген³зац³ї та св³дчить, що посл³довност³ 
5S рäÍê в геноì³ R. nitida еволюц³онують 
концертно. При цьоìу, ³снування значної 
делец³ї в ìãñ повтор³в ì³норного типу 
ìоже пояснюватись локал³зац³єю посл³-
довностей двох тип³в у р³зних кластерах, 
що обìежує їхню гоìоген³зац³ю. îбидва 
типи повтор³в ìають неушкоджену кодую-
чу д³лянку та необх³дн³ регуляторн³ посл³-
довност³ у ìãñ ³, в³дпов³дно, ìожуть бути 
транскрипц³йно активниìи.
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ñòðóêòóðÍàЯ îðãàÍèЗàöèЯ 5S ðèБîñîì-
ÍîЙ äÍê ROSA NITIDA WILLD.

Ю.О. Тынкевич, Р.А. Волков 
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äля изучения ìолекулярной организации 
участка геноìа, который кодирует 5S рðÍê у 
диплоидного вида Rosa nitida было клониро-
вано и сиквенировано несколько повторяю-
щихся единиц 5S рäÍê. àнализ полученных по-
следовательностей показал наличие в геноìе 
двух типов повторяющихся единиц 5S рäÍê. 
äлина повторов ìажорного и ìинорного типов 
составляет 506–514 п.н. и 318 п.н., соответ-
ственно. ðазличие в длине связано с делецией 
части ìежгенного спейсерного участка (ìãñ). 
Повторы 5S рäÍê обоих типов содержат в ìãñ 
интактные элеìенты проìотора и вероятно яв-
ляются транскрипционно активныìи.

Ключевые слова: Rosa, 5S рäÍê, ìолекуляр-
ная эволюция, видообразование у растений.

STRUCTURAL ORGANIZATION OF 5S  
RIBOSOMAL DNA OF ROSA NITIDA WILLD.

Yu.O. Tynkevych, R.A. Volkov

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

In order to clarify molecular organization of 
the genomic region encoding 5S rRNA in 
diploid Rosa nitida species several 5S rDNA 
repeated units were cloned and sequenced. 
Analysis of the obtained sequences revealed 
two types of 5S rDNA repeated units present in 
the genome. The repeat lengths for major and 
minor types account for 506–514 bp and 318 
bp, respectively. The length difference may be 
due to deletion some of the intergenic spacer 
region (IGS). The 5S rDNA repeats of both types 
contain intact promoter elements in the IGS and 
appear to be transcriptionally active.

Key words: Rosa, 5S rDNA, molecular evolution, 
plant speciation.


