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Амплификация нетранскрибируемого спейсера 5S-рДНК облепихи крушиновид-
ной (Hippophae rhamnoides L.) с помощью праймеров, подобранных на фланги соседних 
кодирующих областей, показала наличие единичного фрагмента. Данный фрагмент был 
клонирован и секвенирован. Было обнаружено, что длина нетраскрибируемого спейсера 
облепихи составляет 807 п.о. Анализ последовательности показал высокий уровень го-
мологии с ранее описанными микросателлитными локусами облепихи, лоха серебристого 
(Elaeagnus angustifolia L.) и джузгуна (Calligonum mongolicum Turcz.), включающими мотив 
(GA)9. Полученные результаты могут быть полезны для дальнейшего изучения организа-
ции генов рибосомной РНК.
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У большинства животных и семенных растений 
гены, кодирующие рибосомную РНК 5S-субъеди-
ницы, организованы в виде кластеров, состоящих 
из мономеров, располагающихся тандемно по прин-
ципу “голова-хвост” [1–3]. Каждый мономер вклю-
чает в себя консервативную 120-нуклеотидную ко-
дирующую область и нетраскрибируемый спейсер 
(NTS), длина и нуклеотидный состав которого, 
как правило, различаются у разных видов [4–6]. 
Полиморфизм NTS 5S-рДНК используют для фи-
логенетических исследований, анализа гибридов и 
разработки видоспецифичных маркеров [7, 8]. Бла-
годаря тому, что кодирующие участки кластеров 
5S-рДНК консервативны, можно провести ампли-
фикацию NTS у широкого круга видов с помощью 
одной и той же пары праймеров, подобранной на 
фланги генов (рисунок). Часто используют системы 
праймеров, разработанные Пендасом и др. (1995); 
Брауном и Карлсоном (1997); Шмидтом (1994) [4, 
9, 10].

Облепиха крушиновидная (Hippophae rhamnoides 
L., 2n = 24) — двудомный многоствольный кустар-
ник (реже дерево) семейства Elaeagnaceae, имею-
щий обширный ареал преимущественно в северном 
полушарии Евразии и использующийся в качестве 
плодовой и лекарственной культуры [11]. Для био-
логической науки это растение интересно тем, что 
в его кариотипе имеются половые хромосомы. Было 
показано, что обычно в паре половых хромосом 
Y-хромосома короче X-хромосомы. Однако среди 
генотипов H. rhamnoides, произрастающих на тер-
ритории Румынии, встречаются такие, у которых 
Y-хромосома значительно длиннее X-хро мосомы 
[12]. Молекулярно-генетическому и цитогенетиче-
скому изучению облепихи крушиновидной посвя-
щено не так много работ. Известно, что размер ее 

генома составляет ~2,55×109 п.о./2C [13]. Для иден-
тификации пола растений облепихи были предло-
жены только маркёры на основе случайно ампли-
фицируемой полиморфной ДНК (RAPD-мар кёры). 
Также предпринимались попытки использования 
RAPD и других видов молекулярных маркёров для 
изучения полиморфизма облепихи [11]. 

Локусы 5S-рДНК у облепихи ещё не изучены. 
Данная работа является первым сообщением о по-
следовательности NTS 5S-рДНК облепихи.

Материалы и методы

В работе использовались образцы облепихи 
крушиновидной сорта Ломоносовская, любезно 
предоставленные сектором дендрологии Ботаниче-
ского сада МГУ. ДНК выделяли из молодых листьев 
облепихи согласно методике Дойл и Дойл 1990 [14]. 
Амплификацию NTS 5S-рДНК проводили на амп-
лификаторе C1000 Touch™ Thermal Cycler (Вio-Rad, 
США), используя систему праймеров 5S1/5S2 [8] 
и программу: 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. 
Электрофоретическое разделение продуктов ам-
плификации осуществляли в 1,5%-ном агарозном 
геле при 5 В/см и фотографировали с помощью 
системы гель-документации Gel Doc XR+ (Вio-Rad, 
США). Продукт полимеразной цепной реакции 
(ПЦР) очищали с помощью набора GenJet™ PCR 
Purification Kit (Fermentas, Латвия) и клонировали 
в векторе pGEM-T Vector Easy (Promega, США) 
согласно инструкциям производителей. Отбор кло-
нов со вставками осуществляли с помощью бело-
голубой селекции, размер вставок определяли с по-
мощью ПЦР со стандартными праймерами M13. 
Из отобранных клонов выделяли плазмидную ДНК 
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с помощью GeneJET™ Plasmid Miniprep Kit (Fer-
mentas, Латвия) и секвенировали на секвенаторе ABI 
3139xl Genetic Analyzer (Applied Biosystems, USA). 
Секвенирование проводили по 3 раза с каждого из 
М13-праймеров. Анализ последовательностей про-
водили с помощью программного обеспечения 
GenDoc [15] и BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.
gov/Blast.cgi).

Результаты и обсуждение

Амплификация с праймерами 5S1/5S2 на мат-
рице тотальной геномной ДНК Hippophae rhamnoi-
des L. показала наличие единичного фрагмента 

длиной около 900 п.о. (рисунок). После клониро-
вания ПЦР-продукта вставки 10 отобранных кло-
нов были секвенированы. Идентичность получен-
ных последовательностей составляла 97–98%, что 
характерно для эволюционно зрелых видов, у ко-
торых давно произошла гомогенизация нетранс-
крибируемых спейсеров 5S-рДНК. Консенсусная 
807-нуклеотидная последовательность NTS 5S-рДНК 
Hippophae rhamnoides L. была размещена в базе 
данных Genbank (KX010422).

Анализ полученной последовательности NTS 
5S-рДНК Hippophae rhamnoides L. показал наличие 
восьминуклеотидного ТАТА-подобного мотива, 

Рисунок. Организация локусов 5S-рДНК и система праймеров для амплификации NTS (a); электрофоретическая детекция про-
дуктов ПЦР с праймерами 5S1/5S2 на матрице тотал ьной ДНК H. rhamnoides L., маркер молекулярного веса (100 bp DNA Ladder 
Jena Bioscience GmbH, Германия) (б); выравнивание последовательности NTS 5S-рДНК H. rhamnoides L. (КХ010422) и гомоло-
гичных микросателлитных локусов H. rhamnoides L. (GQ241403), Elaeagnus angustifolia (JQ820109) и Calligonum mongolicum Turcz. 

(FG561322), жирной линией выделен мотив (GA)9 (в)
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расположенного на расстоянии 26 п.о. до начала 
гена 5S-рРНК (рисунок). Наличие таких мотивов, 
схожих с классической последовательностью ТАТА-
бокса, распространённого промотора архей и эука-
риот, является структурно-функциональной особен-
ностью многих ранее описанных NTS 5S-рДНК. 

Ещё одной особенностью NTS 5S-рДНК Hip-
pophae rhamnoides L. является присутствие микро-
сателлитного локуса (GA)9 в позиции –252/–235 
от начала гена 5S-рРНК. Среди растений подоб-
ное явление (но с другими микросателлитными 
мотивами) описано лишь у Populus deltoides (мотив 
(GAA)10–13) и ещё у нескольких видов тополей, а 
также у Lens culinaris (мотив (TA)6–21) [9, 16, 17]. 
Поэтому можно заключить, что NTS 5S-рДНК 
с микросателлитным мотивом (GA)9 у растений 
найден впервые. Наличие микросателлитного мо-
тива в последовательности NTS 5S-рДНК, однако, 
часто встречается у рыб: (GCT)10 у Potamotrygon 
motoro [18], (CA)13 у Merluccius albus [19], (GCT)8–11 
у Micropterus salmoides [20], (CA)48 у Molva molva [21], 
(CA)14 у Aulopus japonicus [22], (TTTG)5 у Danio rerio 
[23] и др. Широко известно, что NTS 5S-рДНК, 
как и многие другие спейсерные последовательно-
сти генома, являются эволюционно пластичными 
регионами. Эта пластичность обусловлена тем, что 
мутационные изменения в этих регионах не ока-
зывают существенного влияния на функцию син-
теза 5S-рРНК и, закрепляясь, достаточно быстро 
накапливаются. Появление микросателлитных по-
второв в NTS 5S-рДНК у облепихи, так же, как и 
у рассмотренных выше рыб и растений — это один 
из частных случаев данного процесса.

BLAST-анализ NTS 5S-рДНК Hippophae rham-
noides L. выявил высокий уровень гомологии до-
статочно протяженных участков изучаемой после-
довательности с ранее секвенированными микро-

сателлитными локусами Hippophae rhamnoides L. 
(Elaeagnaceae) [11], Elaeagnus angustifolia (Elaeagna-
ceae) [24] и Calligonum mongolicum Turcz. (Polygona-
ceae) [25] (рисунок; таблица). Во всех этих последо-
вательностях также присутствует тандемный мотив 
(GA)

9. 

Таблица

Идентичность участков NTS 5SрДНК H. rhamnoides L. 
и гомологичных микросателлитных локусов

Название 
локуса

Вид

Длина участка, 
гомологичного NTS 

5S-рДНК H. 
rhamnoides L., п.о.

Идентич-
ность, %

GQ241403 Hippophae 
rhamnoides L.

529 93

JQ820109 Elaeagnus 
angustifolia

238 92

FJ561322 Calligonum 
mongolicum 
Turcz.

239 89

Данная работа является первым шагом в изуче-
нии локусов 5S-рДНК у облепихи и её сородичей 
и может быть востребована при установлении моле-
кулярно-филогенетических отношений между ви-
дами Elaeagnaceae, а также внести вклад в понима-
ние организации генов 5S-рРНК у растений.

Работа выполнена при финансовой поддерж-
ке ведущих научных школ Российской Федерации 
(Грант Президента № НШ-8315.2016.11) и с исполь-
зованием уникальной научной установки “Комплекс 
для проведения междисциплинарных исследований 
в области сравнительной и функциональной гено-
мики растений”.
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MOLECULAR GENETIC FEATURES OF 5S rDNA NON-TRANSCRIBED SPACER 
IN HIPPOPHAE RHAMNOIDES L.
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Centre for Molecular Biotechnology, Russian State Agrarian University — Moscow Timiryazev 
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Amplification of sea buckthorn Hippophae rhamnoides L. 5S rDNA non-transcribed spacer 
with coding border anneal primers showed existence of single fragment. The fragment was 
cloned and sequenced. It was shown that length of the Hippophae rhamnoides L. 5S rDNA non-
transcribed spacer is 807 bp. Analysis of the sequence allowed to detect a high homology with 
early described microsatellite locuses of Hippophae rhamnoides L., russian olive Elaeagnus angus-
tifolia L. and Calligonum mongolicum Turcz., that include a (GA)9 motif. These results may be 
useful to study a ribosomal RNA gene organization. 

Keywords: 5S rDNA, non-transcribed spacer, microsatellite locus, Hippophae rhamnoides L., 
Elaeagnus angustifolia L., Calligonum mongolicum Turcz.
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