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Апельсин (Citrus sinensis) и мандарин (C. reticulata) являются экономически важными 
сельскохозяйственными растениями, которые выращиваются во многих странах мира, 
в том числе и на юге России. В связи с этим широко проводятся их генетические исследо-
вания, включающие как секвенирование отдельных локусов, так и полногеномное секве-
нирование. Одними из важнейших локусов генома являются массивы генов 5S рибосом-
ной РНК, которые представляют собой тандемные повторы. Их мономеры состоят из 
консервативной кодирующей 120-нуклеотидной части и нетраскрибируемого спейсера 
(NTS), который часто имеет различную длину и последовательность у разных видов. 
В  данной работе были секвенированы и изучены 8 NTS апельсина (сорт Гамлин) 
и 16 NTS мандарина (мандарин иволистный – 3, сорт Карликовый Уншиу – 8, Тиахара – 
4 и Уншиу – 1). Полученные NTS имели различную длину и были разделены на два клас-
са – NTS_218 (длиной 217–221 п.о.) и NTS_381 (длиной 381 п.о.). Была изучена внутрен-
няя структура NTS обоих классов и распределение характерных для NTS ДНК-мотивов. 
Полученные результаты расширяют теоретическое понимание природы NTS и  знание 
о строении NTS у близкородственных видов. Они могут быть использованы при анализе 
гибридов и сортов цитрусовых, выведенных с участием апельсина и мандарина.
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Введение
Подтриба Citrinae Engl. относится к семейству 

Рутовые (Rutaceae Juss.) и входит в трибу Aurantieae 
подсемейства Померанцевые (Aurantioideae Eaton.) 
[1]. Одним из самых известных родов этой подтри-
бы является род Citrus L., виды которого (прежде 
всего, апельсин (C. sinensis (L.) Osbeck), грейпфрут 
(C. paradisi Macfad.), лимон (C. limon (L.) Osbeck), 
мандарин (C. reticulata Blanco) и некоторые дру-
гие) – это широко распространенные садовые пло-
довые деревья [2]. Согласно современным генетиче-
ским исследованиям, цитрусовые появились около 
8 млн лет назад в регионе, включающем северо-вос-
точную Индию, Мьянму и юго-восточный Китай. 
Выделяют четыре предковых вида – помело 
(C.  maxima (Burm.) Merr.), цитрон (C. medica L.), 
лайм (C.  aurantiifolia Christm.) и мандарин. В про-
цессе одомашнивания, спонтанных и направлен-
ных скрещиваний получались известные на сегод-
няшний день формы. Так, скрещивание мандарина 
и помело привело к появлению апельсина и некото-
рых подвидов мандарина, а гибридизация апельси-
на с помело привела к появлению грейпфрута [1].

Апельсин и мандарин возделываются как сель-
скохозяйственные растения во многих странах мира 
и имеют для некоторых из них важное экономиче-
ское значение, поскольку торговля плодами этих ви-
дов составляет значительную долю в структуре их 
экспорта [3–6]. В связи с этим ведутся селекционная 
работа и широкое генетическое изучение данных 
и  родственных им видов цитрусовых. На данный 
момент получен огромный массив генетических и 
геномных данных представителей подтрибы 
Citrinae, состоящий из результатов секвенирования 
отдельных локусов и целых геномов [7–11]. 

Среди часто изучаемых локусов генома важное 
теоретическое и прикладное значение имеют гены, 
кодирующие 5S рибосомную РНК (5S-рРНК), ко-
торая у эукариот входит в состав большой 60S субъ-
единицы рибосом [12]. У большинства эукариот, 
в  том числе и у высших семенных растений, эти 
гены не входят в кластер с генами 18S, 5,8S и 26S 
рРНК, но присутствуют в геноме в виде отдельных 
от них массивов, которые представляет собой, по 
сути, тандемные ДНК-повторы [13–15]. Мономер 
5S рибосомной ДНК (5S-рДНК) состоит из двух  
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частей: консервативного 120-нуклеотидного участ-
ка, транскрибируемого РНК-полимеразой III, и не-
транскрибируемого спейсера (NTS) [16, 17]. Длина 
и  нуклеотидная последовательность NTS часто яв-
ляются геном- или субгеномспецифичными и могут 
иметь различия даже у близкородственных видов. 
В связи с этим полиморфизм 5S-рДНК широко ис-
пользуется в исследованиях, связанных с установле-
нием филогенетических отношений между видами, 
анализе гибридов, а также при разработке видо- 
и  субгеномоспецифичных ДНК-маркеров [18–27]. 
Несмотря на вариабельность, NTS многих организ-
мов имеют некоторые общие структурные элемен-
ты. Прежде всего, это содержащиеся в начале NTS 
Т-богатые мотивы и ТАТА-подобные мотивы  
в положении около -25−-30 п.о. c конца NTS. Так-
же NTS ряда видов может содержать внутри 
поли-Т- или микросателлитные блоки [17, 28–35]. 

Благодаря тому, что 120-нуклеотидная транс-
крибируемая часть мономера 5S-рДНК является 
консервативной, подобранная на ее основе пара 
праймеров позволяет проводить амплификацию 
NTS у широкого спектра видов. Использование та-
ких универсальных праймеров неоднократно встре-
чается в ранее опубликованных работах [36–39], 
и можно сказать, что они показали себя в качестве 
эффективных инструментов для изучения 5S-рДНК 
даже в малоизученных, не полностью секвениро-
ванных, геномах [28].

В данной работе впервые были секвенированы 
и изучены NTS апельсина и мандарина (24 после-
довательности). Полученные результаты и выводы 
имеют теоретическое значение (расширяют пони-
мание о структуре NTS, знание о строении NTS 
у близкородственных видов и т.д.) и могут быть ис-
пользованы в практической селекционной работе 
при анализе гибридов и сортов цитрусовых, выве-
денных с участием апельсина и мандарина.

Материалы и методы
Растительный материал и выделение ДНК. 

В  работе использовались пять растений апельсина 
(сорта Вашингтон Навел (питомник «Павловский 
лимон»), Гамлин (Лаборатория плодоводства 
РГАУ-МСХА им. Тимирязева), Голден Бакай (пи-
томник «Садовод Крым»), Навелина (питомник 
«Павловский лимон»), Томсон Навелин (питомник 
«Садовод Крым»)) и семь растений мандарина 
(мандарин иволистный (питомник «Павловский 
лимон»), Карликовый Уншиу (питомник «Садовод 
Крым»), Кавано-Васе (питомник «Павловский ли-
мон»), Михо-Васе (питомник «Садовод Крым»), 
Сацума (питомник «Павловский лимон»), Тиахара 
(питомник «Павловский лимон») и Уншиу (Лабо-
ратория плодоводства РГАУ-МСХА им. Тимирязе-
ва)). С данных растений, выращиваемых в оранже-
рее ФГБНУ ВНИИСБ, были собраны молодые 
листья и выделена ДНК по методике Дойл и Дойл 
(1990) с модификациями [40, 41]. 

Амплификация, клонирование и секвенирование. 
Для амплификации NTS изучаемых растений про-
водилась полимеразная цепная реакция (ПЦР) 
с  праймерами 5S1/5S2 [39] на амплификаторе 
C1000 Touch™ Thermal Cycler (Вio-Rad, США) 
при следующих условиях: 1) 94°С – 5 мин; 
2)  30  циклов (94°С – 20 с, 60°С – 20 с, 72°°С – 
20  с); 3) 72°С – 10 мин. Ампликоны разделяли 
в 2,5%-ном агарозном геле при 5 В/см и детекти-
ровали с  помощью системы гель-документации 
Gel Doc XR+ (Вio-Rad, США).

Ампликоны клонировали в вектор рAL2-T 
(ЗАО «Евроген», Россия) согласно инструкции 
производителя. Для химической трансформации 
использовали компетентные клетки XL1-Blue 
(ЗАО «Евроген», Россия) согласно инструкции их 
применения. Отбор целевых колоний проводили 
с  помощью бело-голубой селекции. Анализ вста-
вок проводили методом ПЦР с праймерами М-13 
(forward 5’-GTAAAACGACGGCCAGT-3’; reverse 
5’-GGAAACAGCTATGACCATG-3’) при следую-
щих условиях: 1) 94°С – 5 мин; 2) 30 циклов 
(94°С – 30 с, 55°С – 30 с, 72°С – 1 мин 30 с); 
3) 72°С – 10 мин. Секвенирование вставок прово-
дилось на генетическом анализаторе 3500хL 
Applied Biosystems (США).

Обработка последовательностей и их анализ. 
Конвертация секвенированных последовательно-
стей в FASTA формат производилась с помощью 
программы «ab1 viewer» (https://www.chiplot.
online/static/ChiBioTools/src/ab1_file.html). После-
довательности NTS выделялись из вставок при 
выравнивании с последовательностью гена 
5S-рРНК льна (X01531). Обработка последова-
тельностей, выравнивания, поиск ДНК-мотивов 
и  расчет уровня идентичности осуществлялись 
с помощью программы «GenDoc» [42]. 

Поиск микросателлитных мотивов осущест-
влялся с помощью программы «DNA Microsatel-
lites Finder» (https://www.novoprolabs.com/tools/
microsatellites-finder).

Результаты и обсуждение
Результаты (особенности) амплификации NTS 

апельсина и мандарина. ДНК пяти растений апель-
сина (сорта Вашингтон Навел, Гамлин, Голден Ба-
кай, Навелина и Томсон Навелин) и семи растений 
мандарина (Мандарин иволистный, сорта мандари-
на Карликовый Уншиу, Кавано-Васе, Михо-Васе, 
Сацума, Тиахара и Уншиу) была использована в ка-
честве матрицы в ПЦР-эксперименте с праймерами 
5S1/5S2. Электрофоретическое разделение ампли-
конов показало во всех паттернах наличие мажор-
ных фрагментов длиной 316–320 п.о. (рис. 1), вклю-
чающих в себя NTS длиной 218–220  п.о. (система 
праймеров подобрана так, что вместе с NTS ампли-
фицируются участки гена 5S-рРНК длиной 98 п.о.). 
В нескольких профилях также присутствовал ми-
норный компонент длиной около 700–800 п.о., оче-

https://www.chiplot.online/static/ChiBioTools/src/ab1_file.html
https://www.chiplot.online/static/ChiBioTools/src/ab1_file.html
https://www.novoprolabs.com/tools/microsatellites-finder
https://www.novoprolabs.com/tools/microsatellites-finder
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видно, включающий в себя несколько мономеров 
«ген 5S-рРНК + NTS», что часто наблюдается при 
амплификации тандемных повторов [26]. Профили 
апельсина сорта Гамлин и  мандарина сортов Кар-
ликовый Уншиу и Тиахара включали дополнитель-
ные фрагменты длиной порядка 480 п.о., что соот-
ветствует длине содержащихся в них NTS около 
380 п.о. Кроме того, профиль мандарина сорта Ти-
ахара содержал фрагменты около 150 п.о. с  NTS 
длиной около 50 п.о.

В целом, приблизительные длины NTS апель-
сина и мандарина, полученные при проведении 
ПЦР-экспериментов с помощью праймеров 
5S1/5S2, находятся в диапазоне 100–700 п.о., как 
и NTS многих других организмов [17]. Короткие 
же NTS, сходные по длине с дополнительными 
NTS-фрагментами мандарина сорта Тиахара, 
встречаются нечасто и были описаны для тополя 
белого и некоторых видов диких злаков [43–45].

Клонирование, секвенирование и особенности 
NTS апельсина и мандарина. Ампликоны апельсина 
сорта Гамлин, мандарина иволистного и мандари-
на сортов Карликовый Уншиу, Тиахара и Уншиу 
были очищены и клонированы в АТ-векторе. 
Было получено 24 клона, содержащих целевые 
вставки (апельсин сорта Гамлин – 8, мандарин 
иволистный – 3, мандарин сортов Карликовый 
Уншиу – 8, Тиахара – 4 и Уншиу – 1). ПЦР-про- 
дукты вставок, полученные при амплификации 
с  праймерами М13, были секвенированы. Все 
вставки содержали последовательности NTS, ко-
торые были проанализированы и размещены 
в базе данных GenBank (PQ141631–PQ141654).

Среди последовательностей NTS апельсина со-
рта Гамлин шесть имели длину 217–218 п.о. (L13, 
L16, L17, L18, L21, L23), одна – 250 п.о. (L19) 
и одна – 381 п.о. (L14). Анализ последовательности 
L14 (381 п.о.) показал высокий уровень идентично-
сти с последовательностями 217–218 п.о. (90–98%) 
на участках с 1 по 52 п.о. и с 216 по 381 п.о. BLAST-
анализ инсерции L14 53_215 показал наличие на ее 
конце 38-нуклеотидного участка, который был 
практически полностью идентичен участку L14 
15_52 (имелась G/A замена в положении 30 п.о.), 
который граничит с данной инсерцией вверх по 
цепи (рис. 2). Ввиду существенных отличий по дли-
не и структуре NTS длиной 217–218 п.о. и 381 п.о. 
были отнесены к двум классам: NTS_218 
и NTS_381. Наличие двух классов NTS в одном ге-
номе (или субгеноме) ранее было описано и у дру-
гих растений – например, у элимусов, псевдорог-
нерий и ячменей [45–47]. Данный факт может быть 
косвенным свидетельством гибридного происхож-
дения таких видов.

Анализ последовательности L19 (250 п.о.) по-
казал наличие 31-нуклеотидной дупликации в на-
чале этого NTS. Выравнивание участка L19 32_250 
данного NTS показало высокий уровень идентич-
ности (88–95%) с остальными NTS_218 апельсина 
сорта Гамлин. Возникновение дупликаций в регио-
не 5S-рДНК ранее отмечалось и у других видов. 
В частности, Сколз и др. [48], анализируя последо-
вательности 5S-рДНК некоторых злаков, описыва-
ют наличие дупликаций как в кодирующей части 
мономера, так и в нетранскрибируемом спейсере. 

Рис. 1. Результаты амплификации NTS апельсина и мандари-
на с помощью праймеров 5S1/5S2 [39]: А – ампликоны апель-
сина сортов Вашингтон Навел (1), Гамлин (2), Голден Ба-
кай  (3), Навелина (4), Томсон Навелин (5), Б – ампликоны 
мандарина иволистного (1) и сортов Карликовый Уншиу (2), 
Кавано-Васе (3), Михо-Васе (4), Сацума (5), Тиахара (6) и Ун-
шиу (7). М – маркер молекулярного веса с шагом 100 п.о.

Рис. 2. Сравнительная схема последовательностей классов NTS_218 и NTS_381. Горизонтальной штриховкой обозначены участ-
ки с высоким уровнем идентичности. Вертикальной штриховкой обозначена инсерция в NTS_381. Серым цветом обозначены 
идентичные 38-нуклеотидные участки перед инсерцией и на ее конце. Границы участков обозначены порядковыми номерами 
соответствующих нуклеотидов под схемой.
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Пытаясь объяснить, каким образом появляются 
наблюдаемые ими дупликации и делеции, авторы 
выдвигают гипотезу, которая основывается на 
ошибках репликации в данной области из-за нали-
чия близко расположенных друг к другу идентич-
ных коротких мотивов (TTGGG и ATGGG). В ду-
плицированном начале последовательности L19 
таких мотивов найдено не было, но были обнару-
жены шесть мотивов СТТТТ в положениях 4_8, 
11_15, 36_40, 43_47, 63_67 и 85_89 п.о., которые ве-
роятно могли бы стать причиной запуска механиз-
ма, идентичного описанному Сколзом и др. [48].

Среди секвенированных NTS мандарина 
большинство относилось к классу NTS_218 с ва-
риацией длины в пределах 217–222 п.о. (мандарин 
иволистный – три последовательности 217 п.о. 
(L57, L59, L60); сорт Карликовый Уншиу – пять 
последовательностей 218 п.о., одна 220 п.о. 
(L61_1, L61_2, L62, L64, L67, L69); сорт Тиахара – 
две последовательности 221 п.о. (L77, L83) и две 
последовательности 222 п.о. (L78, L84); сорт Ун-
шиу – одна последовательность 217 п.о. (L90)). 
Клон L61 содержал вставку длиной 808 п.о., вклю-
чающую в себя, кроме частей гена 5S-рРНК по 
краям, два целых гена и два NTS. Такой результат 
стал возможным благодаря тому, что массивы 
5S-рДНК представляют собой тандемные повторы 
и с помощью универсальных праймеров на их ма-
трице могут амплифицироваться фрагменты, со-
держащие два мономера и более (схема такой ам-
плификации представлена, например, в работе 
Александрова и др. (2018) [26]). Особенностью 
NTS сорта Тиахара являлся мотив GAAT в поло-
жении 28_31 п.о. (приложение, Б). Выравнивание 
всех полученных NTS мандарина показало, что 
у  остальных NTS вместо данного мотива присут-
ствует мотив СС. Выявленный полиморфизм мо-
жет послужить основанием для разработки специ-
фичных молекулярных маркеров, позволяющих 
идентифицировать сорт мандарина Тиахара.

Последовательности L68 и L70 сорта Карли-
ковый Уншиу относились к классу NTS_381. Вы-
равнивание данных последовательностей с L14 
апельсина сорта Гамлин показало, что 38-нуклео-
тидные участки 15_52 и 178_215 L68 полностью 
идентичны таковым у L14, а участок 178_215 L70 
не имеет описанной выше замены G/A и полно-
стью идентичен участку 15_52 L14. Однако уча-
сток 15_52 L70 имел три замены (две G/A на 8 
и  23  п.о. данного участка и одна С/T на 33 п.о. 
данного участка).

Поиск характерных мотивов в NTS апельсина 
и мандарина. В ранее опубликованных работах было 
отмечено, что начальные участки NTS 5S-рДНК ча-
сто содержат поли-Т-мотивы [28, 44–47]. Такие мо-
тивы были найдены в 16-17-нуклеотидных началь-
ных участках обоих классов изучаемых NTS 
апельсина и мандарина. Среди последовательно-
стей класса NTS_218 наиболее распространенным 

был вариант С1T1C2T4A1T1C1T4 (обнаружен у 17-ти 
NTS_218, частота встречаемости 80,96%). В еди-
ничных NTS этого класса также встречались ва-
рианты T3C1T4A1T1C1T4, C1T1G1C1T4A1T1C1T4, 
C1T2C1T5A1T1C1T4 и C1T1C1T5A1T1C1T4 (частота 
встречаемости каждого из них составила 4,76%). 
Последний вариант также встречался во всех трех 
секвенированных последовательностях класса 
NTS_381.

Анализ секвенированных NTS апельсина 
и  мандарина также показал, что поли-Т-мотивы 
встречаются не только в начальных 16-17-нуклео-
тидных участках (приложение). Все NTS_381 содер-
жали Т6-мотив в положении 102_107 п.о.; T5-мо- 
тивы в положениях 54_58, 124_128 и  145_149  п.о.; 
T4-мотивы в положениях 32_35, 135_138, 195_198, 
217_220 п.о. Кроме того, дополнительные поли-Т-
мотивы встречались в отдельных последовательно-
стях NTS_381: Т7 в положении 160_166 п.о. у L14 
и  L68; T5 в положении 54_58 п.о. у L14 и L70; T4 
в  положениях 117_120, 130_133 и 160_163 п.о. 
у L70. Последовательности класса NTS_218 не со-
держали Т7-, Т6- и Т5-мотивы, но имели Т4-мотивы 
в положении 32_35 п.о. (33_36 п.о. у L61_2; 34_37 
п.о. у L77, L78, L83 и L84) и 54_57 п.о. (у всех, кро-
ме L13; в положении 55_58 п.о. у L61_2; 56_59 п.о. 
у L77 и L83; 57_60 п.о. у L78 и L84). Дополнитель-
ные Т4-мотивы встречались в положении 51_54 п.о. 
у L78 и L84, а также 73_76 п.о. у L59 (74_77 п.о. 
у L61_2). Наличие поли-Т-мотивов не только в на-
чале NTS, но и в иных участках ранее было описа-
но также и для NTS разных видов семейства 
Elaegnaceae L. [28]. Функции данных мотивов не 
вполне ясны, но можно сделать предположение, 
что в случае мутационных изменений внутри участ-
ка «конец гена 5S рРНК/начало NTS» наличие 
поли-Т-мотивов ниже по цепи может обеспечить 
синтез иных РНК-продуктов. 

Возможно также влияние поли-Т-мотивов 
(точнее, соответствующих им полиадениновых 
блоков в антипараллельной цепи) на физический 
изгиб молекулы ДНК NTS, что может быть важ-
но для формирования конститутивного гетерох-
роматина. Ранее у различных видов эукариот 
было выявлено наличие изгибов ДНК сателлит-
ных повторов конститутивного гетерохроматина 
[49–52]. Определяющая роль полиадениновых 
блоков в  появлении изгибов ДНК, в свою оче-
редь, была подтверждена в  экспериментах по 
сайт-направленному мутагенезу у табака [53] 
и  сравнительными исследованиями на таких ви-
дах, как C.  limon, Poncirus trifoliata (L.) Raf., 
Ricinus communis L. и др. [54, 55].

Помимо поли-Т-мотивов в NTS апельсина 
и  мандарина были обнаружены поли-G-мотивы 
(приложение). У всех секвенированных NTS_381 
было выявлено несколько таких мотивов: G6-мотив 
в положении 341_346 п.о.; G5-мотив в положении 
95_99 п.о. и четыре G4-мотива в положениях 
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вести к существенному снижению эффективности 
работы РНК-полимеразы II [63].

У некоторых видов (тополь дельтовидный, об-
лепиха, чечевица, несколько видов рыб) имеется 
такая особенность NTS, как наличие внутри их 
последовательностей микросателлитных моти-
вов  [29–35, 64]. Поиск микросателлитов в NTS 
апельсина и мандарина показал отсутствие в них 
зрелых микросателлитных субповторов. Почти во 
всех случаях отмечались лишь двукратные повто-
рения микросателлитных мотивов. Только у по-
следовательности L61_1 в положении 57_62 п.о. 
было отмечено троекратное повторение микроса-
теллитного мотива TG. Данный мотив также был 
единственным динуклеотидным из 83 найденных 
(частота встречаемости 1,21%). Остальные были 
три- (CCG, GCG, ATC, GGT, TCG, TCC, CTT, 
TTG, GGA, GCC, ATT, ACT), тетра- (TGCG, 
GGAT, CGGC, CGAC, GGGA) или гексануклео-
идными (CGCGGG), с частотами встречаемости 
67,47%, 27,71% и 3,61% соответственно (пентану-
клеотидных мотивов найдено не было). Вполне 
возможно, что найденные «зарождающиеся» ми-
кросателлиты, находящиеся в самом начале своего 
эволюционного пути, являются неким резервом 
изменчивости NTS и могут впоследствии расши-
риться за счет увеличения числа копий мотивов 
вследствие различных мутационных процессов 
(проскальзывание фермента при репликации, 
ошибки при кроссинговере и др.) [65, 66].

Заключение
В данной работе были секвенированы и изу-

чены 24 последовательности NTS 5S-рДНК одно-
го сорта апельсина и четырех сортов мандарина. 
Последовательности были разделены на два клас-
са (NTS_318 и NTS_218), так как между ними 
имелись существенные отличия как по длине, так 
и по внутренней структуре. Поиск различных 
ДНК-мотивов (поли-Т-, поли-G-, ТАТА-подоб-
ные и микросателлитные мотивы) выявил некото-
рые особенности изучаемых NTS. Полученные ре-
зультаты являются очередным шагом на пути 
расширения теоретического понимания природы 
NTS в целом, а также знания о строении NTS 
у близкородственных видов и могут найти практи-
ческое применение при анализе гибридов и со-
ртов цитрусовых, включающих генетический ма-
териал апельсина и мандарина.

Работа выполнена при финансовой поддерж-
ке Российского научного фонда (проект № 23-16-
00234 «Молекулярно-цитогенетическое изучение 
рода Цитрус (Citrus) для использования в селек-
ции»). Работы проводили без использования жи-
вотных и без привлечения людей в качестве испы-
туемых. Авторы заявляют об отсутствии 
конфликта интересов.

252_255 п.о., 261_264 п.о. (отсутствует у L70), 
280_283 п.о. и 287_290 п.о. Большинство же после-
довательностей класса NTS_218 содержало G6-мо- 
тив в положении 178_183 п.о. и несколько G4-моти- 
вов, которые встречались не во всех последователь-
ностях сразу. У некоторых NTS_218 G6-мотиву со-
ответствовали мотивы с большим или меньшим ко-
личеством G (G7-мотив в положении 176_182 п.о. 
у  L16; G5-мотив в положении 178_182 п.о. у L59; 
G4-мотив в положении 178_181 п.о. у L61_1). 
У  NTS мандарина сорта Тиахара G6-мотив был 
смещен ниже по цепи и находился в  положении 
181_186 п.о. у L77 и L83 или в положении 182_187 
п.о. у L78 и L84. О роли поли-G-мотивов в NTS 
трудно утверждать однозначно, но можно предпо-
ложить их вклад в обеспечение сохранности такой 
жизненно важной структуры, как 5S-рДНК. В не-
скольких работах встречается мнение, что длинные 
последовательности из гуаниновых нуклеотидов 
являются сенсорами повреждения ДНК, так как 
ряд агентов (прежде всего окислителей) при повреж-
дении воздействуют именно на поли-G-после- 
довательности [56, 57]. Кроме того, окисление или 
иная модификация G-мотивов в  промоторной об-
ласти могут влиять на регуляцию экспрессии, явля-
ясь частью эпигенетических механизмов [58–62]. 
Конечно, данные выводы актуальны в большей 
степени для случаев, когда речь идет о работе РНК-
полимеразы II, регуляторные элементы которой 
находятся выше по цепи относительно транскри-
бируемого гена. Транскрипция же 5S-рРНК осу-
ществляется РНК-полимеразой III, регуляторные 
последовательности которой находятся внутри са-
мого гена 5S-рРНК. 

Помимо поли-G-мотива в NTS 5S-рДНК часто 
имеются и другие регуляторные последовательно-
сти. Например, в положении -25–-30 п.о. c конца 
NTS встречаются ТАТА-подобные мотивы (ТАТА-
бокс необходим для регуляции работы РНК-
полимеразы II) [17, 28, 43]. В изучаемых в данной 
работе 24 NTS канонической последовательности 
ТАТА-бокса (ТАТАА/ТАА/Т) найдено не было. Од-
нако в зоне -25–-30 п.о. c конца NTS ТАТА-подоб-
ные мотивы были обнаружены: ATTAA – во всех 
четырех NTS мандарина сорта Тиахара; GTTAA – 
в  остальных последовательностях класса NTS_218 
и последовательностях L14 и L68 класса NTS_381; 
CTTAA – последовательности L70 класса NTS_381. 
Факт наличия таких мотивов позволяет выдвинуть 
гипотезу о том, что ранее, до превращения ТАТА-
боксов в ТАТА-подобные мотивы, последователь-
ности 5S-рРНК могли синтезироваться и РНК-по- 
лимеразой II. Факт же наличия серьезных мутаци-
онных изменений, приведших к образованию  
ТАТА-подобных мотивов, подтверждает независи-
мость РНК-полимеразы III от наличия или 
сохранности ТАТА-бокса, в то время как даже од-
нонуклеотидные замены в ТАТА-боксе могут при-
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НЕТРАСКРИБИРУЕМЫЕ СПЕЙСЕРЫ 5S-РДНК CITRUS SINENSIS И C. RETICULATA

RESEARCH ARTICLE

Study of structural features of 5S rDNA non-transcribed spacers 
of Citrus sinensis and C. reticulata

O.S. Alexandrov* , D.V. Romanov
All-Russia Research Institute of Agricultural Biotechnology, Timiryazevskaya 42, 127550 Moscow, Russia

*e-mail: olegsandrov@gmail.com

Orange (Citrus sinensis) and mandarin (C. reticulata) are economically important agricultural 
plants grown in many countries of the world, including southern Russia. In this regard, their 
genetic studies are widely carried out, including both sequencing of individual loci and whole 
genome sequencing. Some of the most important loci in a genome are the 5S ribosomal RNA 
gene arrays, which are tandem repeats. Their monomers consist of a conservative 120-nucleotide 
coding part and a non-transcribed spacer (NTS), which often has different length and sequence 
in different species. In this work, 8 NTSs of orange (Hamlin variety) and 16 NTSs of mandarin 
(3 willow-leaved mandarin, as well as 8 Dwarf Unshiu, 4 Tiahara, and 1 Unshiu varieties) were 
sequenced and studied. The obtained NTSs had different lengths and were divided into two 
classes – NTS_218 (217-221 bp long) and NTS_381 (381 bp long). The internal structure of 
NTSs of both classes was studied, including such characteristics as the sequence of the 16-17 bp 
start region involved in transcription termination and polyadenylation, the presence of poly-T 
and poly-G motifs, TATA-like motifs at position -25–-30 bp from the end of NTS, the presence 
of microsatellite motifs, etc. The obtained results expand the theoretical understanding of the 
NTS nature, knowledge of the NTS structure in closely related species and can be used in the 
analysis of Citrus hybrids and varieties bred with the participation of orange and mandarin.

Keywords: orange, mandarin, NTS, poly-Т motifs, poly-G motifs, DNA repeats
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