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Однією зі зручних моделей для дослідження молекулярної еволюції рослин є 5S рДНК, яка належить до класу 

повторюваних послідовностей. Повторювана одиниця 5S рДНК складається з консервативної ділянки, яка 
кодує 5S рРНК, та варіабельного міжгенного спейсера (intergenic spacer – IGS), в якому містяться мотиви, що 
необхідні для ініціації та термінації транскрипції. Саме послідовності IGS можуть слугувати молекулярним 
маркером для дослідження філогенетичних відносин таксонів низького рангу. На сьогодні молекулярна органі-
зація 5S рДНК у видів родини Poaceae, до якої належать багато економічно важливих культур, все ще недо-
статньо вивчена. Тому метою роботи було дослідити організацію і поліморфізм IGS 5S рДНК у геномі тонко-
ногу лучного (Poa pratensis L.), представника одного з найбільших родів родини Poaceae. З використанням ПЛР-
ампліфікації, клонування, сиквенування та аналізу бази даних SRA встановлено, що в геномі Poa pratensis при-
сутні як мінімум два варіанти повторюваної одиниці 5S рДНК. Обидва варіанти мають кодувальну ділянку 
довжиною 119 нп, тоді як довжина IGS змінюється у межах від 169 до 185 нп. На початку IGS присутня олі-
го-Т послідовність термінатора транскрипції РНК-полімерази III. Потенційні зовнішні елементи промотора 
5S рДНК у представників родини Злаки відрізняються від таких у досліджених раніше груп рослин.  

 
Ключові слова: 5S рДНК, міжгенний спейсер, молекулярна еволюція, повторювані послідовності, Poa 
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Вступ. Більше половини геному вищих рослин 
складають повторюванні послідовності, значна 
частина яких є специфічними для споріднених 
видів. Виключення становлять ділянки, які коду-
ють рРНК (так звана рДНК), і які наявні у всіх 
живих організмів. Відповідно, рДНК являє уні-
версальну модель для вивчення еволюції повто-
рюваних послідовностей (Benabdelmouna et al., 
2001; Cloіx et al., 2000; Denk and Grimm, 2010; 
Volkov et al., 2003). 

У еукаріот 5S рДНК представлена тисячами 
копій повторюваних одиниць (повторів), які орга-
нізовані тандемно та складається з консервативної 
кодувальної ділянки та варіабельного міжгенного 
спейсера (intergenic spacer - IGS). Послідовності 
IGS швидко еволюціонують та накопичують му-
тації і можуть відрізнятися у споріднених видів 
або навіть у популяцій одного виду (Русак та ін., 
2016; Fulnecek et al., 2002; Іshchenko et al., 2018а; 
Mlinarec et al., 2016). Послідовність IGS містить 
зовнішні елементи промотора та термінатор РНК-
полімерази ІІІ (Layat et al., 2012). Проте, з літера-
тури та наших попередніх досліджень відомо, що 
ці ділянки можуть відрізнятися у різних таксоно-
мічних груп покритонасінних рослин (Іщенко та 
ін.,2018b; Русак та ін., 2016; Тинкевич та Волков, 
2014; Тинкевич та ін., 2015; Шелифіст та ін., 2018; 
Baum et al., 2003; Röser et al., 2001; Volkov and 
Panchuk, 2014). Тому, задля розуміння еволюції 
транскрипційного апарату РНК-полімерази ІІІ 

видається важливим порівняти молекулярну орга-
нізацію IGS 5S рДНК у широкого кола видів. 

Однією з найбільших та економічно важливих 
є родина Злакові (Poaceae). Незважаючи на попе-
редні дослідження, проведені для представників 
кількох родів (Іщенко та ін.,2018b; Ishchenko et al., 
2018а; Röser et al., 2001; Peng et al., 2008; Volkov 
and Panchuk, 2014), 5S рДНК все ще залишається 
недостатньо вивченою для цієї групи рослин. Зок-
рема, нічого невідомо про організацію цієї ділян-
ки геному у представників роду Poa, найбільшого 
у трибі Poeae. Тому ми поставили перед собою 
мету проаналізувати молекулярну організацію 5S 
рДНК тонконога лучного (Poa pratensis L.), ши-
роко поширеного кормового виду. 

Матеріали та методи. Матеріалом для дослі-
дження був зразок P. pratensis, зібраний на околи-
цях с. Селище, Сокирянського району, Чернівець-
кої області, наданий нам кафедрою ботаніки, лі-
сового і садово-паркового господарства Черніве-
цького національного університету.  

Виділення ДНК проводили за стандартною ме-
тодикою (Porebski et al., 1997). Ампліфікацію по-
вторюваної одиниці 5S рДНК здійснювали мето-
дом полімеразної ланцюгової реакції (ПЛР) з ви-
користанням пари універсальних праймерів 5S-
14a-Not (5’– CAA TGC GGC CGC GAG AGT AGT 
ACT AGG ATG CGT GAC–3’) і 5S-15-Not (5’– 
CAT TGC GGC CGC TTA ACT TCG GAG TTC 
TGA TGG GA–3’), які комплементарні до ділянки, 
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що кодує 5S рРНК. Застосування цих праймерів 
забезпечує ампліфікацію повного IGS та фланку-
вальних ділянок кодувальної послідовності. 
Отримані ПЛР-продукти за допомогою набору 
для клонування Cloning Jet (Thermo Fisher 
Scientific, USA) лігували у плазмідний вектор pJet 
1.2. Отриманими продуктами лігування трансфо-
рмували компетентні клітин Escherichia coli 
(штам XL-blue). Наявність вставки у плазмідах 
перевіряли за допомогою ПЛР із праймерами 
forward (For) та reverse (Rev) для вектора pJet 1.2, 
сайти гібридизації яких знаходяться в плазмідній 
ДНК з двох боків від полілінкеру. Отриманий 
ПЛР-продукт, що містив вставку, сиквенували на 
фірмі Europhins Genomics (Німеччина).  

Також було ідентифіковано послідовності 5S 
рДНК тонконога лучного у міжнародній базі да-
них SRA (sequence read archive). Аналіз повноге-
номного архіву SRX5824432 було здійснено за 
допомогою програми SeqMan NGen 14. 

Первинну обробку нуклеотидних послідовнос-
тей проводили за допомогою комп’ютерних про-
грам Chromas та DNASTAR. Вирівнювання послі-
довностей здійснювали методом Clustal W (Larkin 
et al., 2007). 

Результати та їх обговорення. Електрофоре-
тичний аналіз ампліфікованих послідовностей 5S 
рДНК показав наявність одного ПЛР-продукту 
довжиною приблизно 300 нп. Подібна довжина 
характерна і для інших представників родини 
Poaceae (Іщенко та ін.,2018b; Ishchenko et al., 
2018а; Volkov and Panchuk, 2014). В подальшому 
отриманий ПЛР-продукт клонували у плазмідний 
вектор pJet 1.2. В ході експерименту по клонуван-
ню для досліджуваного зразка нами було відібра-
но шість рекомбінантних клонів та з використан-
ням ПЛР перевірено їх на наявність вставки. Ви-
явилось, що всі клони містять вставку однакової 
довжини. Клон Popra12 було обрано для сиквену-
вання. Комп’ютерний аналіз отриманої послідов-
ності показав, що в складі вставки наявний IGS 5S 
рДНК, який фланкований з обох сторін фрагмен-
тами кодувальної ділянки.  

Аналіз повногеномного архіву SRX5824432 
дозволив нам отримати послідовності трьох по-
вторів 5S рДНК P. pratensis: Popra-Rep3, Popra-
Rep2 та Popra-Rep1. В межах отриманих послідо-

вностей було виявлено IGS та кодувальні ділянки 
довжиною 119 нп. Такий розмір кодувальної діля-
нки характерний для переважної більшості вищих 
рослин (Тинкевич та Волков, 2014; Kolano et al., 
2019; Mlinarec et al., 2016; Peng et al., 2008; Röser 
et al., 2001; Sіngh and Ahuja, 2006). 

Аналіз отриманих послідовностей також пока-
зав, що довжина IGS 5S рДНК P. pratensis дорів-
нює 169-185 нп, а вміст GC пар становить 51,48-
53,55% (табл. 1). Порівняння наших нових резуль-
татів із даними попередніх досліджень показує, 
що така довжина IGS є типовою для представни-
ків родини Poaceae, у яких вона знаходиться в 
межах від 88 до 329 нп (Baum and Johnson 2018; 
Peng et al., 2008; Röser et al., 2001; Yang et al., 
2019). 

Таблиця 1.  
Характеристика IGS 5S рДНК Poa pratensis L. 

Table 1. 
 Characteristics of the 5S rDNA IGS of Poa pratensis L. 

 

Вирівнювання послідовностей IGS показало 
високу подібність між ними – від 94,6 до 100% 
(табл. 2). Нуклеотидні послідовності IGS 5S рДНК 
P. pratensis відрізняються між собою лише пооди-
нокими замінами нуклеотидів та однонуклеотид-
ними інделами (інсерціями/делеціями), розкида-
ними по всій довжині IGS. Крім того, у Popra-
Rep3 виявлено делецію довжиною 14 нп на почат-
ку IGS (рисунок). Таким чином, можна стверджу-
вати, що у геномі P. pratensis наявні як мінімум 
два класи повторюваної послідовності 5S рДНК, 
що відрізняються за довжиною. З літератури ві-
домо, що у Злакових можуть зустрічатись як 
один, так і декілька класів рДНК, які відрізняють-
ся довжиною повтору (Baum et al., 2004; Іshchenko 
et al., 2018а; Peng et al., 2008). 

 

  Таблиця 2.  
Внутрішньогеномний рівень подібності (%) IGS 5S рДНК Poa pratensis L. 

Table 2. 
Intragenomic sequence similarity (%) of the 5S rDNA IGS of Poa pratensis L. 

 

Зразок Popra12 Popra-Rep1 Popra-Rep2 Popra-Rep3 
Popra12 100 97,3 95,1 94,6 
Popra-Rep1  100 96,7 96,4 
Popra-Rep2   100 100 
Popra-Rep3    100 

Назва зразка Довжина 
IGS, нп 

Вміст GC 
пар в IGS, 

% 
Popra12 182 53,30 

Popra-Rep1 185 52,97 
Popra-Rep2 183 53,55 
Popra-Rep3 169 51,48 
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Детальний аналіз послідовностей дозволив 
ідентифікувати в IGS P. pratensis мотиви, необ-
хідні для роботи РНК-полімерази ІІІ, яка забезпе-
чує транскрипцію 5S рДНК. Зокрема, до таких 
мотивів, належить оліго-Т послідовність, яка ло-
калізована після 3’-кінця кодувальної ділянки і 
імовірно виконує функцію термінатора транскри-
пції (Douet and Tourmente, 2007). 

Крім того, доведено, що у IGS знаходяться зо-
внішні елементи промотора РНК-полімерази ІІІ, 
які беруть участь в ініціації транскрипції. Деталь-
но це питання вивчено для виду Arabidopsis 
thaliana (родина Brassicaceae), для якого встанов-

лено, що до таких елементів належать мотиви 
ТАТАТА, GC та C, які знаходяться у IGS, відпо-
відно, у позиціях -28, -13 та -1 від 5’-кінця коду-
вальної ділянки (Layat et al., 2012). Також відомо, 
що подібні елементи присутні і в інших покрито-
насінних рослин (Стратійчук та ін., 2019; de Souza 
et al., 2020; Falistocco et al. 2007; Saini and Jawali, 
2009; Schneeberger et al., 1989; Zhu et al., 2008). 
Аналіз розшифрованих послідовностей IGS пока-
зав, що у P. pratensis у позиції –1, як і у інших 
покритонасінних рослин, присутній нуклеотид C 
(рис. 1).  

 

 
 

Рис. 1. Структурна організація IGS 5S рДНК Poa 
pratensis L. 

Жирним шрифтом виділено оліго-Т послідовність 
потенційного термінатора. Жирним підкресленим 
шрифтом виділено передбачувані зовнішні елементи 
промотора РНК-полімерази ІІІ. Скорочення назв кло-
нів та їх характеристики наведено у табл. 1. 

Fig. 1. Structural organization of 5S rDNA IGS of Poa 
pratensis. 

Pr1 and Pr2, primers 5S-14a-Not and 5S-15-Not, respec-
tively. The oligo-T sequence of terminator is shown in bold; 
putative external elements of RNA polymerase III promoter 
are presented in bold and underlined. Abbreviations of 
clone names and their characteristics are given in table 1. 
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У позиції -28 від початку кодувальної ділянки 
у P. pratensis знаходиться мотив АТАА. Цей АТ-
багатий є вкороченим порівняно з A. thaliana та 
іншими дводольними рослинами. Проте, такий 
мотив є характерним і для інших злакових (Іщен-
ко та ін., 2018b; Ishchenko et al., 2018a; Volkov and 
Panchuk, 2014).  

У IGS P. pratensis динуклеотид GC відсутній у 
позиції –13 у всіх порівнюваних послідовностях. 
Натомість, у Popra12 та Popra-Rep1 він знаходить-
ся у позиції –15. У двох інших послідовностях 
IGS такий мотив відсутній. Проте, варто зазначи-
ти, що у всіх послідовностях, використаних для 
порівняння, ділянка від -17 до -10 нп є збагаченою 
на GC-пари. Відповідно, можна висунути припу-
щення, що ця ділянка може слугувати елементом 
промотора 5S рДНК. 

Назагал складається враження, що у 5S рДНК 
видів родини Poaceae організація зовнішніх еле-
ментів промотора відрізняється від такої у дослі-
джених раніше рослин. Прояснення цього питан-
ня потребує подальших досліджень. 

Висновки. У геномі P. pratensis L. присутні як 
мінімум два різні за довжиною IGS класи повто-
рюваної одиниці 5S рДНК. На початку IGS прису-
тня оліго-Т послідовність термінатора транскрип-
ції РНК-полімерази III. Потенційні зовнішні еле-
менти промотора 5S рДНК у представників роди-
ни Злаки відрізняються від таких у досліджених 
раніше груп рослин. 

Подяка. Автори висловлюють щиру подяку 
проф. І.І. Чорнею, завідувачу кафедри ботаніки, 
лісового і садово-паркового господарства Черніве-
цького національного університету за наданий для 
досліджень гербарний зразок тонконога лучного.  
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ORGANIZATION OF 5S RIBOSOMAL DNA OF POA PRATENSIS L. 

 
O. O. Ishchenko, R. A. Volkov 

 
5S rDNA, which belongs to the class of repeated sequences, represents a convenient model for studying the molecu-

lar evolution of plants. The 5S rDNA repeated unit consists of a conserved region encoding 5S rRNA and variable 
intergenic spacer (IGS) that contains the motifs required for initiation and termination of transcription. The IGS se-
quences can be used as a molecular marker for elucidation of the phylogenetic relationships of low-ranking taxa. To-
day, the molecular organization of 5S rDNA in species of the Poaceae family, which includes many economically im-
portant crops, is still poorly understood. Therefore, the aim of the study was to investigate the organization and poly-
morphism of 5S rDNA IGS in the genome of Poa pratensis L., a member of one of the largest genera of the Poaceae 
family. Using PCR amplification, cloning, sequencing and analysis of the SRA database, two variants of the 5S rDNA 
repeated units were found in the genome of P. pratensis. The two variants possess 119 bp-long coding regions, whereas 
the length of IGS ranges from 169 to 185 bp. At the beginning of IGS, the oligo-T sequence of the RNA polymerase III 
transcription terminator is present. In members of the Poaceae family, the putative external elements of the 5S rDNA 
promoter differ from those in previously studied groups of plants. 
 
Keywords: 5S rDNA, intergenic spacer, molecular evolution, repeated sequences, Poa pratensis L., Poaceae.  
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