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Ділянки, які кодують 5S рибосомну РНК (5S рДНК), необхідні для забезпечення біогенезу рибосом. Ці 

ділянки присутні у геномі всіх еукаріот у вигляді численних тандемно організованих одиниць і являють собою 
універсальну модель для вивчення еволюції повторюваних послідовностей. Кожна повторювана одиниця 5S 
рДНК складається з еволюційно консервативної кодувальної ділянки та міжгенного спейсера (МГС), який 
еволюціонує відносно швидко. В МГС присутні елементи зовнішнього промотора та термінатора РНК- 
полімерази ІІІ, які необхідні для транскрипції 5S рДНК. Проте, у різних родинах покритонасінних рослин ці 
мотиви можуть відрізнятись.  

Привабливою групою рослин для проведення порівняльних досліджень 5S рДНК є родина Злакові (Poaceae). 
Проте, для цієї родини організація 5S рДНК залишається все ще вивченою недостатньо. Зокрема, досі нічого 
невідомо про молекулярну організацію 5S рДНК у такого широко поширеного та економічно важливого роду, 
як Phlеum. Отже, ми поставили перед собою завдання клонувати, сиквенувати та проаналізувати будову 
повторюваної ділянки 5S рДНК тимофіївки лучної Ph. pratense L. Встановлено, що в геномі цього виду 
присутній тільки один варіант повторюваної одиниці 5S рДНК із довжинами кодувальної ділянки та МГС 120 
та 209 нп, відповідно. Центральна частина МГС складається з п’яти тандемно організованих дивергованих 
субповторів, які відрізняються між собою замінами нуклеотидів та невеличкими делеціями/інсерціями. На 
початку МГС присутня оліго-Т послідовність термінатора транскрипції РНК-полімерази III. У позиціях – 28, 
– 15 та – 1 нп перед кодувальною ділянкою виявлено консервативні мотиви АТАА, GC та С, які відповідають 
потенційним елементам зовнішнього промотора 5S рДНК. Порівняльний аналіз отриманих послідовностей 
свідчить, що розташування мотиву GC у позиції – 15 нп перед кодувальною ділянкою не зустрічається у 
жодного з досліджених раніше видів покритонасінних рослин, тобто є унікальним. Отримані результати 
вказують на різницю у ініціації транскрипції РНК- полімерази ІІІ у дво-  та однодольних рослин. 

 
Ключові слова: 5S рДНК, міжгенний спейсер, молекулярна еволюція, повторювані послідовності, Phleum 
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Вступ. Переважаючим компонентом в геномі 
вищих рослин є повторювальні послідовності, 
значна частина яких є специфічними для 
споріднених видів. Виключення становлять 
ділянки, які кодують рРНК (рДНК), і які наявні у 
всіх організмів. Відповідно, рДНК являє 
універсальну модель для вивчення еволюції 
повторюваних послідовностей (Cloіx et al., 2000; 
Denk and Grimm, 2010; Poczaі and Hyvonen, 2010; 
Volkov et al., 2003; Volkov et al., 2017). 

5S рДНК належить до класу тандемно 
організованих середньо повторюваних 
послідовностей. Кожна повторювана одиниця 5S 
рДНК складається з кодувальної ділянки та 
міжгенного спейсера (МГС). Кодувальна ділянка 
є еволюційно консервативною, і помітна різниця 
в її послідовності спостерігається лише при 
порівнянні віддалених таксонів. Натомість, 
послідовність МГС швидко накопичує мутації і 

нерідко значно відрізняється вже на 
міжвидовому або міжпопуляційному рівні 
(Fulnecek et al., 2002; Іshchenko et al., 2018; 
Volkov et al., 2001; Volkov et al., 2003).  

В МГС 5S рДНК присутні елементи 
зовнішнього промотора та термінатора РНК- 
полімерази ІІІ, яка забезпечує транскрипцію цих 
генів. Зокрема, це такі мотиви як ТАТА-бокс та 
оліго-Т послідовність (Layat et al., 2012). Проте, 
виявлено, що у різних родинах покритонасінних 
рослин ці мотиви можуть відрізнятись (Русак та 
ін., 2016; Тинкевич та Волков, 2014; Тинкевич та 
ін., 2015; Шелифіст та ін., 2018; Baum et al., 2003; 
Іshchenko et al., 2018; Roser et al., 2001; Volkov 
and Panchuk, 2014). Тому для розуміння 
закономірностей еволюції транскрипційного 
апарату видається важливим порівняти 
молекулярну організацію МГС 5S рДНК у 
широкого кола видів.  
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Привабливою групою рослин для проведення 
порівняльних досліджень 5S рДНК є така велика 
родини, як Poaceae. На загал для цієї групи 5S 
рДНК все ще залишається недостатньо 
вивченою, незважаючи на попередні 
дослідження, проведені для представників 
кількох родів (Ishchenko et al., 2018; Roser et al., 
2001; Peng et al., 2008; Volkov and Panchuk, 2014). 
Наприклад, нічого невідомо про молекулярну 
організацію 5S рДНК у такого широко 
поширеного та економічно важливого роду, як 
Phlеum. Отже, ми поставили перед собою 
завдання клонувати, сиквенувати та 
проаналізувати будову ділянки 5S рДНК 
тимофіївки лучної Phleum pratense L. 

Матеріали та методи. Матеріалом для 
дослідження був зразок Ph. pratense, зібраний на 
території заказнику Цецино (Чернівецька обл.).  

Сумарну ДНК екстрагували з свіжих листків 
(Rogers and Bendіch, 1985). Ампліфікацію 
повторюваної ділянки 5S рДНК методом 
полімеразної ланцюгової реакції (ПЛР), 
клонування ПЛР-продуктів та скринінг 
рекомбінантних плазмід здійснювали за 
методикою, яка була описана раніше (Шелифіст 
та ін., 2018). Для ПЛР було використано пару 
праймерів 5S- 14a- Ph (5'-  
GCGAGAGTAGTACTAGGATGCGTGAC- 3') і 
5S- 15- Ph (5'- 
GCTTATCGGAGTTCTGATGGGA- 3'), які 
комплементарні до центральної частини 
кодувальної ділянки 5S рДНК. Застосування цих 
праймерів забезпечує ампліфікацію повного 
МГС та фланкувальних ділянок кодувальної 
послідовності за винятком 6 нп у її центральній 
частині.  

Рекомбінантні плазміди, які містили вставки 
5S рДНК, сиквенували на фірмі GATC 
(Німеччина). Первинну обробку нуклеотидних 
послідовностей проводили за допомогою 
комп’ютерних програм Chromas та DNASTAR. 
Вирівнювання послідовностей здійснювали 
методом Clustal W (Hіggіns et al., 1991). 

Результати та обговорення. 
Електрофоретичне розділення показало, що 
отримані ПЛР-продукти мають довжину 
приблизно 290 нп, що свідчить про наявність в 
геномі Ph. pratense лише одного за довжиною 
класу повторів 5S рДНК. З літератури відомо, що 
у Злакових можуть зустрічатись як один, так і 
декілька класів рДНК, які відрізняються 
довжиною повтору (Baum et al., 2004; Іshchenko, 
2018; Peng et al.,2008).  

Отримані ПЛР-продукти клонували у 
плазмідний вектор. Загалом було ідентифіковано 
шість плазмід зі вставкою. Два клони - Phpra 1 та 
Phpra 3 було відібрано для сиквенування. 

Комп’ютерний аналіз нуклеотидних 
послідовностей двох просиквенованих клонів 
показав, що вони містять ділянку МГС 5S рДНК, 
з обох боків фланковану фрагментами 
кодувальної послідовності та використаними для 
ПЛР праймерами. Загальна характеристика 
клонів Phpra 1 та Phpra наведена в табл. 1. 

 
Таблиця 1.  

Характеристика 5S рДНК Phleum pratense. 
Table 1.  

Characterization of 5S rDNA of Phleum pratense. 
 

 
Було встановлено, що сумарна довжина 

фланкуючих МГС фрагментів кодувальної 
ділянки (включаючи послідовність ПЛР- 
праймерів) в обох клонах складає 114 нп. Беручи 
до уваги, що при застосуванні використаних 
праймерів 6 нп центральної частини кодувальної 
ділянки залишаються неампліфікованими, можна 
стверджувати, що загальний розмір ділянки, яка 
кодує 5S рРНК у Ph. pratense складає 120 нп. 
Такий розмір кодувальної ділянки характерний 
для переважної більшості вищих рослин (Poczaі 
and Hyvonen,  2010; Sіngh and Ahuja, 2006; 
Tynkevich and Volkov, 2014; Volkov et al., 2017). 
Також варто зазначити, що послідовності 
кодувального фрагменту в обох клонів є 
ідентичними. 

Визначення границь кодувальної ділянки 
дозволило встановити, що розміри МГС 
становлять 208 та 209 нп для клонів Phpra 1 та 
Phpra 3, відповідно (табл. 1). Порівняння із 
даними попередніх досліджень показує, що така 
довжина МГС є типовою для представників 
родини Poaceae, у яких вона знаходиться в межах 
від 88 до 329 нп (Peng et al., 2008; Röser et al., 
2001;  Volkov et al., 2014). 

Вирівнювання послідовностей клонів 
показало високу подібність між ними - 97,4%. 
Різниця в нуклеотидній послідовності між 
Phpra 1 та Phpra 3 виражається чотирма 
однонуклеотидними транзиціями та трьома 
трансверсіями, рівномірно розподіленими по 
всій довжині МГС. Також у клоні Phpra 3 
наявний додатковий нуклеотид Т в 7 позиції від 
кінця кодувальної ділянки, що і пояснює різницю 
в довжині МГС двох клонів (табл. 1, рис. 1). 

Назва клону 
Довжина 
МГС, нп 

Вміст GC пар, % 

Кодувальна 
ділянка 

МГС 

Phpra 1 208 56,67 52,88 

Phpra 3 209 56,67 53,11 
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Детальний аналіз отриманих сиквенсів 
показав, що в центральній частині МГС Ph. 
pratense присутні п’ять дивергованих 
субповторів (рис. 1, 2). Перший, другий і третій 
субповтори мають довжину 26, 22 та 25 нп, тоді 
як четвертий і п’ятий - лише 15 та 17 нп. Ці 
субповтори, імовірно, виникли внаслідок 
тандемної дуплікації батьківської послідовності 
довжиною 24 нп. Протягом подальшої еволюції у 
кожній копії субповторів мали місце заміни 
окремих нуклеотидів, а також - невеличкі делеції 
та інсерції. Саме за рахунок делецій і відбулося 
вкорочення четвертого і п’ятого субповторів. 

В МГС Ph. pratense виявлено потенційні 
елементи зовнішнього промотора 5S рДНК. У 
арабідопсису до таких елементів належить мотив 
ТАТАТА, розташований на 3´- кінці МГС в 
позиції – 28 нп від 5´-кінця кодувальної ділянки, 
а також мотиви GC та C в позиціях – 12 нп та – 
1 нп, відповідно (Douet and Tourmente, 2007). 
АТ- багатий елемент в позиції – 28 присутній в 
МГС представників кількох родин дводольних 
рослин (Baum et al., 2003; Singh and Ahuja, 2006; 
Tynkevich and Volkov, 2014; Volkov et al., 2017). 

Проте, у Ph. pratense у цій позиції виявлено лише 
вкорочений мотив АТАА, який зустрічається і в 
інших злакових (Ishchenko et al., 2018; Volkov 
and Panchuk, 2014). Це може свідчити про 
різницю у ініціації транскрипції РНК- 
полімерази ІІІ у дво-  та однодольних рослин. 

Що стосується інших елементів зовнішнього 
промотора, то консервативні мотив GC та 
нуклеотид С знайдено у Ph. pratense в позиціях – 
15 та – 1 нп, відповідно. Таке розташування 
динуклеотиду GC спостерігається вперше для 
представників родини Poaceae. 

Аналіз отриманих послідовностей показав, що 
безпосередньо після кодувальної ділянки на 
початку МГС знаходиться Т-багатий мотив, 
який, імовірно, залучений до термінації 
транскрипції 5S рДНК. У двох сиквенованих 
клонах Phpra 1 та Phpra 3 цей мотив відрізняється 
за довжиною на одну нуклеотидну пару. Крім 
того, у МГС Ph. pratense на відстані 31 нп від 
потенційного термінатора наявний ще один 
оліго-Т мотив (рис. 1, 3). Можливо, цей мотив 
має функцію додаткового сайта термінації 
транскрипції. 

  

 
     

Рис. 1. Структурна організація МГС 5S рДНК Phleum 
pratense.  

Fig. 1. Structural organization of 5S rDNA IGS of 
Phleum pratense.  

Примітки: Жирним курсивом виділено оліго- Т 
послідовність потенційного термінатора та 
передбачувані зовнішні елементи промотора РНК- 
полімерази ІІІ. Стрілками відмічено розташування 
повторюваних елементів. Скорочення назв клонів та їх 
характеристики наведено у табл. 1. 

Note: the oligo- T sequence of the putative 
terminator and the elements of the external promoter 
of RNA polymerase III are shown in bold italic. 
Arrows indicate the location of subrepeats. The 
abbreviation of clone names and their 
characteristics are shown in the table. 1. 

 

 
 

Рис. 2. Порівняння субповторів у МГС 5S рДНК Phleum 
pratense. 

Fig. 2. Comparison of the subrepeats located in 5S 
rDNA IGS of Phleum pratense. 
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Висновки. У геномі Ph. pratense виявлений 
тільки один варіант повторюваної одиниці 5S 
рДНК із довжинами кодувальної ділянки та МГС 
120 та 209 нп, відповідно. Центральна частина 
МГС складається з п’яти тандемно організованих 
дивергованих субповторів. На початку МГС 
присутня оліго-Т послідовність термінатора 
транскрипції РНК-  полімерази III. Також у МГС 
у позиціях – 28, – 15 та – 1 виявлено 
консервативні мотиви АТАА, GC та С, які 
відповідають потенційним елементам 
зовнішнього промотора 5S рДНК.  
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Р.А. Волкову (кафедра молекулярної генетики та 
біотехнології Чернівецького національного 
університету) за участь у обговоренні отриманих 
результатів. 
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5S RDNA OF TIMOTHY-GRASS PHLEUM PRATENSE L. 

 

O. O. Ishchenko, T. O. Derevenko, I. I. Panchuk 

Genomic regions encoding 5S ribosomal RNA (5S rDNA) are necessary for ribosomal biogenesis. Tandemly 
arranged repeated units of 5S rDNA found in the genomes of all eukaryotes represent a universal model for studying 
the evolution of repeated sequences. Each of the 5S rDNA repeated units consists of the evolutionarily conserved 
sequence coding for 5S ribosomal RNA (5S rRNA) and more rapidly evolving intergenic spacer region (IGS). The 
sequence elements of the external promoter and terminator of RNA polymerase III, which are required for transcription 
of 5S rDNA, are located in the IGS. However, these motifs may vary in different families of angiosperms.  

The family Poaceae appears to be an attractive group of plants for the comparative study of 5S rDNA. However, for 
this family, the 5S rDNA still remains poorly studied. In particular, nothing is known about the molecular organization 
of 5S rDNA in such a widespread and economically important genus as Phleum. Accordingly, it was decided to clone, 
sequence, and analyze the structure of the 5S rDNA repeated unit of the timothy- grass Ph. pratense L. It was shown 
that only one variant of the 5S rDNA repeated unit with 120 bp-long coding region and 209 bp- long IGS is present in 
the genome of this species. The central part of the IGS consists of five tandemly arranged diverged subrepeats, which 
differ by nucleotide substitutions and small deletions/insertions. At the beginning of the IGS, an oligo- T sequence of the 
transcription terminator of RNA polymerase III is present. The conservative motives ATAA, GC and C, which represent 
the putative elements of the external 5S rDNA promoter, were detected in the IGS 28, 15 and 1 bp upstream of the 
coding region. A comparative analysis of the obtained sequences shows that the location of the GC motive 15 bp 
upstream of the coding region is not found in the previously investigated species of angiosperms, i.e., it appears to be 
unique. The obtained results indicate the difference in the RNA polymerase III transcription initiation in dicots and 
monocots. 
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