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У геномі Polyommatus icarus (Lepidoptera: Lycaenidae) виявлено два варіанти повторів 
5S рДНК. Ці варіанти суттєво відрізняються між собою за довжиною та нуклеотидною 
послідовністю міжгенних спейсерів (МГС), хоча окремі копії повторів рДНК, що нале-
жать до одного структурного варіанта майже ідентичні між собою в результаті концерт-
ної еволюції. МГС складається з мікросателітних повторів, що з’явилися на ранніх стаді-
ях радіації лускокрилих. Протягом подальшої еволюції в МГС накопичувалися численні 
заміни та вставки/делеції нуклеотидів.
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Вступ. Повторювані послідовності є важливим компонентом геному еу-
каріотів. Однією із популярних моделей, яка використовується при вивчен-

ні закономірностей молекулярної еволюції помірно повторюваних послідов-
ностей, є 5S рДНК, тобто ділянки, що кодують 5S рРНК. 5S рРНК є обов’язковим 
компонентом рибосоми. Відповідно, ділянки, що її кодують, присутні в геномах 
усіх клітинних організмів. 5S рДНК відноситься до класу тандемно організова-
них повторюваних послідовностей, що розташовуються у вигляді кластерів в 
одному або декількох хромосомних локусах. Кожна повторювана одиниця 5S 
рДНК складається із кодуючої ділянки та міжгенного спейсера (МГС). Організа-
ція 5S  рДНК добре описана у рослин [1–3], де цю ділянку геному застосувують 
у молекулярній таксономії. Проте у безхребетних тварин, зокрема у комах, 5S 
рДНК все ще залишається практично не дослідженою. У метеликів (Lepidop-
tera) організація 5S рДНК була раніше вивчена лише для шовковичного шов-
копряду (Bombyx mori) [4]. Попередні дослідження нашої лабораторії виявили 
суттєву мінливість 5S рДНК у представників різних родин Lepidoptera [5], що 
вказує на необхідність детальнішого вивчення організації та еволюції цієї ділян-
ки геному у лускокрилих.

Родина Lycaenidae, до якої входить більш ніж 3500 видів, є однієї із найбіль-
ших родин серед булавовусих лускокрилих. Рід Polyommatus охоплює сім 
підродів, які деякі автори розглядають як окремі роди. У Європі рід Polyomma-
tus нараховує близько 42 видів [6], з яких більше 20 зустрічаються в Україні [7]. 
Для видів цього роду характерна висока фенотипічна мінливість, що робить їх 
цікавим об’єктом для вивчення процесів мікроеволюції. В останні десятиліття 
представників ряду інтенсивно досліджують, зокрема і на молекулярному рівні 
[8–10]. Рід Polyommatus може бути використаний як модель для вивчення за-
кономірностей молекулярної еволюції окремих генів і мультигенних родин, виз-
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начення філогенетичних зв’язків між вида-
ми. У представленій роботі наведено ре-
зультати аналізу молекулярної організації 
5S рДНК синявця Ікара (Polyommatus ica-
rus Rottemburg, 1775) та обговорюються 
можливі механізми молекулярної еволюції 
5S рДНК лускокрилих. 

Матеріали і методи
Матеріалом для дослідження були мете-

лики виду P. icarus. Загальну ДНК екстрагу-
вали з тіла метелика згідно зі стандартним 
протоколом з використанням як детергенту 
додецилсульфату натрію [11; 12]. 

Для ампліфікації повторюваної ділянки 
5S рДНК методом полімеразної ланцюго-
вої реакції (ПЛР) використовували пару 
праймерів RV0803 (5’-CATAGCGGCCGC-
GTGGTCAGTACTTGGATGGGTGA-3’) та 
RV0804 (5’-CATTGCGGCCGCTTGCTT
GACTTCGGTGATCGGA-3’), які було 
розроблено нами раніше [5], а також до-
датково розроблений нами праймер 
RV0901 (5’-CATGGCGGCCGCA-GCCT-
GGGAACACCGCGTGA-3’). Всі згадані 
праймери є комплементарними до різних 
частин ділянки, що кодує 5S рРНК у декіль-
кох видів членистоногих, та містять на 
5’-кінці додатковий сайт впізнавання рест-
риктази Not I (GCGGCCGC), який вико-
ристовували для клонування ПЛР-продук-
тів. Місце посадки праймерів було обрано 
так, щоб досягти ампліфікації повного МГС 
та фрагментів кодуючих ділянок, що межу-
ють із ним, за винятком частини кодуючої 
ділянки між 5’-кінцями використаних прай-
мерів (рисунок). Згідно з розрахунками 
розмір фрагмента, який має залишатись 
неампліфікованим, становить 8пн для 
пари праймерів RV0803+RV0804 та 33 пн 
для пари праймерів RV0901+RV0804.

Кількість ДНК для проведення ПЛР 
складала 50 нг на реакцію. Ампліфікацію 
ДНК проводили в середовищі такого скла-
ду: 1× буфер для ПЛР (PCR-buffer, Qiagen, 

США), MgCl2 – 2 мМ, суміш dNTP – 0,2 мМ 
кожного, праймери – 1 мМ кожного, ДНК-
полімераза (HotStartTaq, Qiagen) – 1 од. 
активності на реакцію. Загальний об’єм 
реакційної суміші складав 20 мкл. ПЛР 
проводили з використанням приладу 
MiniCycler (MJ Research Inc, США) за та-
кою програмою: (1) початкова активація 
ДНК-полімерази – 95 °С, 15 хв; (2) денату-
рація ДНК – 94 °С, 45 с; (3) гібридизація 
праймерів – 55 °С, 1 хв.; (4) синтез ДНК – 
72 °С, 2 хв; (5) закінчення ампліфікації – 
72  °С, 8 хв; (6) припинення реакції – 4 °С. 
Загальна кількість циклів ампліфікації – 32. 
Для аналізу результатів ПЛР використо
вували електрофорез у 2% агарозному 
гелі.

Отримані ПЛР-продукти обробляли 
рестриктазою Not I та лігували по комплі-
ментарних липких кінцях у сайт Eco52 
плазміди pLitmus 38 з використанням Т4 
ДНК-лігази (Fermentas, Литва). Транс-
формацію компетентних клітин лінії 
Escherichia coli XL-blue проводили мето-
дом електропорації з використанням при-
ладу E. coli Pulser (BioRad, США). Присут-
ність вставки у складі рекомбінантних 
плазмід перевіряли методом blue-white 
colony selection та підтверджували рест-
риктазним картуванням. Плазміди виділя-
ли методом лужного лізису [12]. Фермен-
тативні реакції проводили згідно з реко-
мендаціями фірми-постачальника. 

Вставки 5S рДНК відібраних клонів сек-
венували з використанням Big Due 
Terminator Cycle Sequencing Kit на сикве-
наторі ABI Prism 310 (PE Applied 
Biosystems, США). Первинну обробку та 
аналіз отриманої первинної нуклеотидної 
послідовності проводили за допомогою 
комп’ютерної програми Chromas та пакету 
програм комп’ютерної обробки даних 
DNASTAR [13]. Пошук послідовностей у 
Genbank здійснювали за допомогою про-
грами BLAST [14].
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Рисунок. Порівняння первинної нуклеотидної послідовності клонів pMetr-С11 та -С37, що містять послідовнос-
ті довгого та короткого варіантів 5S рДНК Polyommatus icarus. Жирним шрифтом виділено ділянку, що кодує 5S 
рРНК. Довгими стрілками позначено послідовність праймерів RV0803, RV0804 та RV0901, використаних для ПЛР. 
Короткими чорними стрілками вказано розташування у МГС мікросателітних повторів АТТ або мотивів, що відрізня-
ються від них на одну нуклеотидну заміну. Короткими пунктирними стрілками зазначено локалізацію потенційних мі-
кросателітних повторів, що містять по дві заміни нуклеотидів. Сірим прямокутником зазначено дуплікацію TATACAY
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Результати та обговорення
Електрофоретичне розділення отрима-

них продуктів ПЛР показало, що ампліфіка-
ція повторюваної ділянки 5S рДНК  P. ica-
rus приводить до утворення двох фрагмен-
тів ДНК: основного – довжиною близько 
250 пн та мінорного – близько 200 пн. От-
риману суміш ПЛР-продуктів було клоно-
вано у бактеріальний вектор без поперед-
ньої селекції за розміром. 

За результатами скринінгу було іден-
тифіковано шістнадцять колоній транс-
формантів білого кольору, з яких було виді-
лено плазміди для подальшого картуван-
ня. Обробка цих плазмід рестриктазою 
Eco52 приводила до утворення двох фраг-
ментів ДНК. Фрагмент більшої довжини у 
всіх плазмід мав розмір приблизно 2800–
2900 пн, що відповідає розміру векторної 
плазміди pLitmus 38, тоді як фрагмент 
меншої довжини, що відповідає вставці, 
мав різний розмір у різних клонів. Загалом 
було ідентифіковано п’ять плазмід зі встав-
кою довжиною близько 250 пн (довгі кло-
ни) та три плазміди – довжиною 200 пн (ко-
роткі клони), що відповідає довжинам 
ПЛР-продуктів, які було використано для 
клонування. Для подальшого секвенуван-
ня було відібрано три довгих (pPoic-С10, 
-С11, -С18) та два коротких клони (pPoic 
-С37, -С38).

Аналіз отриманих результатів показав, 
що вставки всіх досліджених плазмід міс-
тять на обох кінцях послідовності прай-
мерів, використаних при проведенні ПЛР. 
За результатами сиквенування три довгих 
клони – pPoic-С10, –С11, –С18 – містили 
вставку довжиною 248–249 пн, а два ко-
ротких – pPoic-С37, –С38 – 170 пн. Отже, 
у геномі P. icarus присутні як мінімум два 
варіанти повторів 5S рДНК, що відрізня-
ються за розміром (рисунок).

Вирівнювання отриманих послідовнос-
тей показало, що рівень подібності між 
довгими клонами становить 99,6–100%. 

При цьому послідовність клону pPoic-С11 
виявилась ідентичною із консенсусною 
послідовністю, а клони pPoic-С10 та -С18 
відрізнялися від неї однією делецією та 
транзицією, відповідно. Рівень подібності 
між двома сиквенованими короткими кло-
нами становив 99,4%. Проте клони 
pPoic-С37, –С38 показали значно нижчий 
рівень подібності щодо до клонів 
pPoic-С10, –С11 та –С18: 74,7–75,9%. Ці 
результати свідчать, що у геномі P. icarus 
еволюція повторюваних ділянок 5S рДНК 
має концертний характер у межах кожного 
структурного варіанта, тоді як гомогеніза-
ції цих двох варіантів не відбувається.

Для визначення границь між кодуючою 
ділянкою та МГС отримані нами послідов-
ності порівняли із послідовністю 5S рДНК 
шовкопряда B. mori (єдиного виду метели-
ків, для якого у базі даних Genbank наявна 
послідовність повного повтору 5S рДНК – 
реєстраційний номер L00335 [4]) та із пос-
лідовностями 5S рРНК Philosamia cynthia 
(K02354, X13039 [15, 16]) та Antheraea 
pernyi (X13035, X13036 [16]). Було вста-
новлено, що вставки трьох секвенованих 
нами клонів (pPoic-C10, -C11, -C18) міс-
тять по краях фрагменти кодуючої ділянки 
розміром 53 пн (включаючи послідовність 
праймера RV0803) та 59 пн (включаючи 
послідовність праймера RV0804). Інші два 
клони містили з одного флангу кодуючу ді-
лянку довжиною 28 пн (включаючи послі-
довність праймера RV0901), а з іншого – 
59 пн (враховуючи послідовність праймера 
RV0804 – див. рисунок) Зважаючи на те, 
що центральна частина кодуючої ділянки 
залишається неампліфікованою із засто-
суванням використаних нами праймерів 
(див. розділ «Матеріали і методи»), можна 
підрахувати, що загальний розмір ділянки, 
яка кодує 5S рРНК у P. icarus, становить 
120 пн, що збігається із довжиною цієї ді-
лянки у багатьох інших тварин [17–19].
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Для оцінки ступеня мінливості кодуючої 
ділянки 5S рРНК було підраховано кількість 
замін нуклеотидів, що відрізняють отри-
мані нами клони P. icarus як між собою, так 
і від 5S рРНК інших видів метеликів. При 
розрахунках до уваги брали лише фраг-
менти кодуючої ділянки, які знаходилися 
за межами послідовностей праймерів, ви-
користаних для ПЛР. Було встановлено, що 
довгі клони pPoic-С10 та -С11 є ідентични-
ми між собою, а клон  pPoic-С18 відріз-
няється від них лише однією транзицією 
T→С. Короткі клони pPoic-С37 та -С38 в 
межах кодуючої ділянки виявились одна-
ковими. В той же час вони відрізнялися на 
6 замін нуклеотидів (3 транзиції та 3 
трансверсії) від довгих клонів. Для порів-
няння зазначимо, що послідовності 5S 
рРНК Bombix mori відрізняються між со-
бою на 3–4 точкові заміни нуклеотидів. В 
цілому складається враження, що для ме-
теликів притаманний внутрішньогеномний 
поліморфізм по послідовності кодуючої ді-
лянки 5S рРНК.

Порівняння кодуючої ділянки 5S рРНК 
P. icarus та видів, що належать до різних 
родин Lepidoptera (табл. 1) показало, що 
короткий клон pPoic-С37 є більш подібним 
до 5S рРНК Antheraea pernyi, Philosamia 
cynthia та Bombix mori, ніж довгий клон 
pPoic-С11.

Добре відомо, що крім функціонально 
повноцінних повторів 5S рДНК у еукаріот 
можуть існувати так звані нефункціональні 
псевдогени, які часто знаходяться в іншо-
му місці на хромосомах. Псевдогени, як 
правило, еволюціонують із більшою швид-

кістю, тобто демонструють підвищений 
темп накопичення нуклеотидних замін та 
делецій. Зокрема, характерною є втрата 
фрагментів ділянки, що кодує 5S рРНК [17, 
20, 21]. З іншого боку, як у тварин, так і у 
рослин, описані випадки наявності у геномі 
декількох функціонально активних класів 
5S рДНК (Xenopus, Arabidopsis), які є 
транскрипційно активними на різних ета-
пах онтогенезу [22–24]. Оскільки в усіх 
п’яти сиквенованих нами клонів не виявле-
но делецій у межах кодуючої ділянки, мож-
на припустити, що обидва варіанти 5S 
рДНК, присутні в геномі P. icarus, – довгий 
(pPoic-С10, -С11 та -С18) та короткий 
(клони pPoic-С37 та -С38) – є функціо-
нально активними, хоча для остаточного 
з’ясування цього питання необхідні додат-
кові експерименти.

Визначення границь кодуючої ділянки 
дозволило встановити, що довжина МГС 
для довгих клонів pPoic-С10, -С11 та -С18 
становить 123–125 пн. Це відповідає за-
гальній довжині повторюваної одиниці 5S 
рДНК у 245 пн, що є близьким до довжини 
повтору 5SрДНК деяких інших видів 
безхребетних тварин, яка знаходиться в 
межах 303–469 пн [19, 25]. Довжина МГС у 
коротких клонів pPoic-С37, -С38 стано-
вить лише 83 пн (рисунок).

Застосування для вирівнювання послі-
довностей методу Clustal V (Gap penalty = 
10; gap length penalty = 10 [13]) дозволило 
встановити, що в межах МГС рівень подіб-
ності між клонами pPoic-С10, -С11 та -С18 
становить 96,7–100%, між клонами 
pPoic-С37, -С38 – 99,4%, а між трьома 

Таблиця 1. Рівень подібності ділянки, що кодує 5S рРНК у видів родини Lepidoptera

Antheraea pernyi Philosamia cynthia Bombix mori
Polyommatus icarus

клон pPoic-С11
клон pPoic-С37

5
3

6
2

7-9
1-4

П р и мі  т к а. Наведено кількість нуклеотидних замін у двох фрагментах кодуючої ділянки загальним розміром 
46 пн. Для розрахунків було використано послідовності клонів pPoic-С11 та -С37. Для B. mori при порівнянні було 
використано шість послідовностей кодуючої ділянки, що наявні у Genbank.
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довгими та двома короткими клонами в 
усіх випадках – 31,7%. Рівень подібності 
між п’ятьма сиквенованими нами клонами 
та МГС Bombix mori лежить в межах від 
32,9%  (C37, С38) до 39,5% (C10, С11, 
С18). В цілому ці результати підтримують 
існуючі уявлення про високу швидкість мо-
лекулярної еволюції МГС.

У наших попередніх дослідженнях 5S 
рДНК Satyrus dryas було встановлено, що 
МГС цього метелика містить так звані ін-
серційні елементи, які подібні до диспер-
гованих послідовностей з геномів різних 
видів лускокрилих [26]. Для перевірки, чи 
послідовність МГС P. icarus також містить 
інсерційні елементи, ми провели її зістав-
лення із послідовностями, депонованими у 
Genbank. Проте, на відміну від Satyrus dry-
as, статистично достовірної подібності ви-
явлено не було.

Аналіз отриманих нами послідовностей 
показує, що значна частина МГС як довгого, 
так і короткого варіантів 5S рДНК P. icarus 
складається з тандемно організованих три-
нуклеотидних мотивів ATT та мотивів, які 
відрізняються від вказаного лише на одну 
(табл. 2) або на дві нуклеотидні заміни (САТ, 
ААА, GTC, AGA, AGC, GTG, CGT, GAT – рису-
нок). У поодиноких випадках періодична бу-
дова МГС порушується вставками або неста-
чею окремих нуклеотидів. Аналогічну струк-
туру має й МГС B. mori, незважаючи на 
порівняно низький рівень подібності цієї ді-
лянки з МГС P. icarus. Раніше було встанов-
лено [27], що серед мікросателітних послі-
довностей у геномі B. mori найрозповсюд-
женішими є АТ-багаті мікросателіти, 
особливо тринуклеотидні послідовності ATT, 
які також найчастіше зустрічаються у дослід-
жених нами МГС 5S рДНК. Крім того, відомо, 
що мікросателітні послідовності частіше зус-
трічаються у спейсерних, ніж у кодуючих ді-
лянках [28]. Раніше серед безхребетних тва-
рин мікросателітні послідовності було знай-
дено у МГС 5SрДНК молюсків роду 
Crassostrea [29].

Таблиця 2. Розповсюдженість тринуклеотид-
них мотивів у МГС метеликів P. icarus

Тринуклео-
тидний 
мотив

Довгий варіант 
МГС (клон 
pPoic-С11)

Короткий 
варіант МГС 

(клон pPoic-С37)
ATT
ATA
ATC
ATG
AAT
ACT
AGT
CTT
GTT
TTT

7
3
1
1
3
2
1
–
4
3

4
1
1
1
–
–
1
–
3
1

Вважається, що новий мікросателіт ви-
никає як результат випадкової дуплікації 
короткого (1-6 пн) мотиву у ДНК [30]. Це 
створює передумови для наступної амп-
ліфікації цього мотиву внаслідок «просли-
зання нитки» під час реплікації (slippage of 
replication), що приводить до виникнення 
набору з декількох ідентичних копій тан-
демно організованих повторів. Подаль-
шим кроком в еволюції мікросателітної ді-
лянки є накопичення мутацій – вставок/де-
лецій та замін нуклеотидів. Аналіз 
отриманих нами послідовностей показує, 
що структура МГС 5S рДНК P. icarus цілком 
відповідає такій еволюційній моделі.

Цікаво зазначити, що, крім численних 
тринуклеотидних повторів, МГС довгого 
варіанта 5S рДНК P. icarus також містить 
тандемну дуплікацію більшого розміру – 
мотив TATACAY (рисунок). Це вказує на те, 
що вторинні дуплікації окремих частин МГС 
мали місце на порівняно пізніх етапах мо-
лекулярної еволюції, а саме – після нако-
пичення мутацій у кластері АТТ-субпов-
торів. 

Висновки
Отримані нами результати свідчать, що 

значна частина МГС у P. icarus складається 
з мікросателітних повторів, які зазнали 
вторинних еволюційних перебудов. Можна 
припустити, що мікросателітні мотиви у 
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складі 5S рДНК з’явилися на ранніх етапах 
еволюції ряду Lepidoptera, на користь чого 
свідчить їхня присутність у МГС метеликів, 
що належать до різних родин. У подальшо-
му вони еволюціонували незалежно як у 
різних таксономічних групах, так і в межах 
одного геному (короткий та довгий варіан-
ти МГС). Це привело до виникнення знач-
ної мінливості у 5S рДНК метеликів – як за 
довжиною, так і за послідовністю МГС. В 
той же час концертна еволюція продовжу-
вала підтримувати ідентичність окремих 
копій 5S рДНК, що належать до одного 
структурного класу. 
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МОЛЕКУЛЯРНАЯ ОРГАНИЗАЦИЯ 5S  
РИБОСОМАЛЬНОЙ ДНК POLYOMMATUS 
ICARUS
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В геноме Polyommatus icarus (Lepidoptera: Ly-
caenidae) обнаружено два варианта повторя-
ющихся участков 5S рДНК. Оба варианта по-
второв существенно отличаются между собой 

как по длине, так и по нуклеотидной после-
довательности межгенных спейсеров (МГС), 
хотя отдельные копии повторов рДНК, которые 
относятся к одному структурному варианту по-
чти идентичны между собой, вероятно, как ре-
зультат концертной эволюции. МГС состоит из 
микросателлитных повторов, которые возни-
кли на ранних этапах радиации чешуекрылых. 
На протяжении дальнейшей эволюции в МГС 
накапливались многочисленные нуклеотидные 
замены, а также вставки/делеции нуклеотидов.

Ключевые слова: Lepidoptera, 5S рДНК, моле-
кулярная эволюция и таксономия.

MOLECULAR ORGANIZATION OF 5S  
RIBOSOMAL DNA OF POLYOMMATUS 
ICARUS

O.V. Cherevatov, R.A. Volkov

Yurii Fedkovych University of Chernivtsy 
Ukraine, 58012, Chernivtsi, Kotsiubynski str., 2 
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In the genome of Polyommatus icarus two 
variants of 5S rDNA repeats were identified 
(Lepidoptera: Lycaenidae). These variants 
differ considerably by length and sequence of 
the intergenic spacer region (IGS) although 
individual copies of rDNA repeats of the same 
structural variant are nearly identical as a result 
of concerted evolution. The IGS is composed 
of microsatellite–related repeats that appeared 
at the early stages of Lepidoptera radiation. 
Numerous base substitutions and indels were 
accumulated in the IGS during subsequent 
evolution.

Key words: Lepidoptera, 5S rDNA, molecular 
evolution and taxonomy.


