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Новий структурний підклас 5s рибосомної ДНК Lycaena tityrus
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Мета. 5S рДНК відноситься до класу помірно повторюваних послідовностей, які орга-
нізовані у вигляді тандемно повторюваних ділянок. Кожна повторювана одиниöя скла-
дається з консервативної 5S рРНК кодуючої ділянки і мінливого міжгенного спейсера 
(МГС), який широко використовується для молекулярної систематики. Тим не менше, 
організаöія і еволюöія 5S рДНК Lepidoptera досі залишається погано вивченою. Мета 
дослідження полягала в тому, щоб описати молекулярну організаöію 5S рДНК Lycaena 
tityrus. Методи. Повторювані одиниöі 5S рДНК були ампліфіковані за допомогою ПЛР, 
клоновані в бактеріальний вектор і сиквеновані. Резулüтати. Було показано, що МГС з 
5S рДНК L. tityrus має довжину 60–61 нп і демонструє низький рівень подібності порів-
няно із попередньо сиквенованими послідовностями МГС інших видів метеликів. Таким 
чином, повторювана послідовність 5S рДНК L. tityrus належить до нового структурного 
підкласу Mc.

Ключові слова: Lycaena, Lepidoptera, 5S рДНК, молекулярна еволюöія та таксономія.

Вñòуп. Повторюван³ посл³довност³ є важливиì структурниì коìпонентоì 
геноìу еукар³от. âони також привертають увагу при вивченн³ законоì³р-

ностей ìолекулярної еволюц³ї та використовуються як ³нструìент у ìолекуляр-
н³й систеìатиц³. Зокреìа, за останн³ роки для таксоноì³ї ìетелик³в як ìолеку-
лярн³ ìаркери почали використовувати 5S рäÍê, тобто д³лянки геноìу, що ко-
дують 5S рðÍê. 5S рðÍê є обов’язковиì коìпонентоì рибосоìи. â³дпов³дно, 
д³лянки, що її кодують, присутн³ в геноìах ус³х кл³тинних орган³зì³в. 5S рäÍê 
еукар³от в³дноситься до класу тандеìно орган³зованих поì³рно повторюваних 
посл³довностей, що розташован³ у вигляд³ кластер³в в одноìу або дек³лькох 
хроìосоìних локусах. êожна повторювана одиниця 5S рäÍê складається ³з ко-
дуючої д³лянки та ì³жгенного спейсера (ìãñ). îрган³зац³я 5S рäÍê добре ви-
вчена у рослин [1–3], де цю д³лянку геноìу широко використовують у ìолеку-
лярн³й таксоноì³ї. Є також в³доìост³ про орган³зац³ю 5S рäÍê хребетних тварин 
[4]. Проте у безхребетних, зокреìа у коìах, 5S рäÍê все ще залишається прак-
тично недосл³дженою. ó ìетелик³в (Lepidoptera) орган³зац³я 5S рäÍê була ран³-
ше вивчена лише для шовковичного шовкопряду (Bombyx mori) [5]. Попередн³ 
досл³дження нашої лаборатор³ї виявили суттєву ì³нлив³сть 5S рäÍê у представ-
ник³в р³зних родин Lepidoptera [6, 7], що вказує на необх³дн³сть детальн³шого 
вивчення орган³зац³ї та еволюц³ї ц³єї д³лянки геноìу у лускокрилих. 

ðодина Lycaenidae, до якої входить б³льше н³ж 3500 вид³в, є одн³єю з най-
б³льших серед булавовусих лускокрилих. ð³д Lycaena нараховує 6 п³дрод³в, з 
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яких в Європ³ зустр³чається приблизно 11 
вид³в [8]. äля вид³в цього роду характерна 
висока фенотипова ì³нлив³сть, що робить 
їх ц³кавиì об’єктоì для вивчення процес³в 
ì³кроеволюц³ї. â останн³ десятил³ття пред-
ставники ряду ³нтенсивно досл³джуються, 
зокреìа ³ на ìолекулярноìу р³вн³ [9 – 11]. 

Близькоспор³днен³ роди Lycaena та 
Polyommatus ìожуть бути використан³ як 
ìодел³ для вивчення законоì³рностей ìо-
лекулярної еволюц³ї окреìих ген³в ³ ìуль-
тигенних родин, визначення ф³логенетич-
них зв’язк³в ì³ж видаìи. ó представлен³й 
робот³ наведено результати анал³зу ìоле-
кулярної орган³зац³ї 5S рäÍê дукачика бу-
рого (Lycaena tityrus Poda, 1761) та обго-
ворюються ìожлив³ ìехан³зìи ìолекуляр-
ної еволюц³ї 5S рäÍê лускокрилих род³в 
Lycaena ³ Polyommatus. 

Ìàòåð³àëè ³ мåòодè
ìатер³алоì для досл³дження були 

ìетелики виду Lycaena tityrus. Загальну 
äÍê екстрагували з т³ла ìетелика зг³дно ³з 
стандартниì протоколоì з використанняì 
в якост³ детергенту додецилсульфату нат-
р³ю [12, 13]. 

äля аìпл³ф³кац³ї повторюваної д³лянки 
5S рäÍê ìетодоì пол³ìеразної ланцюго-
вої реакц³ї (Пëð) використовували пару 
прайìер³в RV0803 (5’-CATAGCGGCCGC-
GTGGTCAGTACTTGGATGGGTGA-3’) та 
RV0902 (5’-GATCGCGGCCGCCGTGTTTTT
AATGTGGTATGGACGTTG-3’), як³ було роз-
роблено наìи ран³ше [6]. ö³ прайìери є 
коìплеìентарниìи до р³зних частин д³-
лянки, що кодує 5S рðÍê у дек³лькох вид³в 
членистоногих, та ì³стять на 5’-к³нц³ до-
датковий сайт вп³знавання рестриктази 
Not I (GCGGCCGC), який використовували 
для клонування Пëð-продукт³в. ì³сце по-
садки прайìер³в було обрано так, щоб до-
сягти аìпл³ф³кац³ї повного ìãñ та фраг-
ìент³в кодуючих д³лянок, що ìежують ³з 
ниì, окр³ì частини кодуючої д³лянки ì³ж 
5’-к³нцяìи використаних прайìер³в (рису-

нок). Зг³дно з розрахункаìи для пари прай-
ìер³в RV0803+RV0902 розì³р фрагìента, 
який ìає залишатися неаìпл³ф³кованиì, 
становить 39 нп.

Рèñуíок. Пор³вняння первинної нуклеотидної посл³-
довност³ ìãñ клон³в Mс вар³анта 5S рäÍê. äля роз-
рахунк³в було застосовано програìу Megalign 7.1.0. 
(Clustal V: Gap penalty = 10; gap length penalty = 10). 
ñтр³лкаìи вказано розташування прайìер³в RV0803 
(1), RV0902 (2) та RV0804 (3), використаних для аìп-
л³ф³кац³ї 5S рäÍê ìетелик³в у ц³й та попередн³х робо-
тах (див. табл. 2)

ê³льк³сть äÍê для проведення Пëð 
складала 50 нг на реакц³ю. àìпл³ф³кац³ю 
äÍê проводили в середовищ³ такого скла-
ду: 1×буфер для Пëð (Fermentas, ëитва), 
MgCl2 – 2 ìì, суì³ш dNTP – 0,2 ìì кожно-
го, прайìери – 1 ìì кожного, äÍê-
пол³ìераза (DreamTaq, Fermentas) – 1 од. 
активност³ на реакц³ю. Загальний об’єì 
реакц³йної суì³ш³ складав 20 ìкл. Пëð 
проводили з використанняì приладу 
MiniCycler (MJ Research Inc, ñШà) за та-
кою програìою: (1) початкова активац³я 
äÍê-пол³ìерази – 95 °ñ, 10 хв.; (2) денату-
рац³я äÍê – 94 °ñ, 45 с; (3) г³бридизац³я 
прайìер³в – 55 °ñ, 1 хв.; (4) синтез äÍê – 
72 °ñ, 2 хв.; (5) зак³нчення аìпл³ф³кац³ї – 
72 °ñ, 8 хв.; (6) припинення реакц³ї – 4 °ñ. 
Загальна к³льк³сть цикл³в аìпл³ф³кац³ї – 32. 
äля анал³зу результат³в Пëð використову-
вали електрофорез у 2% агарозноìу гел³.

îтриìан³ Пëð-продукти обробляли ре-
стриктазою Not I та л³гували по коìпле-
ìентарних липких к³нцях у сайт Eco52 І 
плазì³ди pLitmus 38 ³з використанняì ò4 
äÍê-л³гази (Fermentas). òрансфорìац³ю 
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коìпетентних кл³тин л³н³ї Escherichia coli 
XL-blue проводили ìетодоì електропора-
ц³ї з використанняì приладу E. coli Pulser 
(BioRad, ñШà). Присутн³сть вставки у 
склад³ рекоìб³нантних плазì³д перев³ряли 
ìетодоì blue-white colony selection та 
п³дтверджували рестриктазниì картуван-
няì. Плазì³ди вид³ляли ìетодоì лужного 
л³зису [12, 13]. Ферìентативн³ реакц³ї 
проводили зг³дно з рекоìендац³яìи ф³р-
ìи-постачальника. 

âставки 5S рäÍê в³д³браних клон³в сик-
венували з використанняì Big Due 
Terminator Cycle Sequencing Kit на сикве-
натор³ ABI Prism 310 (PE Applied 
Biosystems, ñШà). Первинну обробку та 
анал³з отриìаної первинної нуклеотидної 
посл³довност³ проводили за допоìогою 
коìп’ютерної програìи Chromas та пакету 
програì коìп’ютерної обробки даних 
DNASTAR [14]. Пошук посл³довностей у 
Genbank зд³йснювали за допоìогою про-
граìи BLAST [15].

Рåзуëüòàòè òà обãоâоðåííя
åлектрофоретичне розд³лення отриìа-

них продукт³в Пëð показало, що аìпл³ф³ка-
ц³я повторюваної д³лянки 5S рäÍê L. tityrus 
призводить до утворення фрагìента äÍê 
довжиною близько 200 нп. îтриìан³ Пëð-
продукти було клоновано у бактер³альний 
вектор. 

За результатаìи скрин³нгу було ³денти-
ф³ковано с³ì колон³й трансфорìант³в б³ло-
го кольору, з яких було вид³лено плазì³ди 
для подальшого картування. îбробка цих 
плазì³д рестриктазою Eco52 І призводила 
до утворення двох фрагìент³в äÍê. Фраг-
ìент б³льшої довжини в ус³х плазì³д ìав 
розì³р приблизно 2800–2900 нп, що в³д-
пов³дає розì³ру векторної плазì³ди 
pLitmus 38, тод³ як фрагìент ìеншої дов-
жини, який в³дпов³дає вставц³, ìав розì³р 
приблизно 200 нп, що зб³гається ³з довжи-
ною Пëð-продукт³в, як³ було використано 
для клонування. Íа загал було ³дентиф³ко-

вано чотири рекоìб³нантн³ плазì³ди, що 
ì³стили вставку довжиною близько 200 нп, 
дв³ з яких (pLyti-ñ46, -ñ47) було викорис-
тано для подальшого сиквенування. 

àнал³з отриìаних результат³в показав, 
що вставки двох сиквенованих наìи плаз-
ì³д ì³стять на обох к³нцях посл³довност³ 
прайìер³в, використаних при проведенн³ 
Пëð. äля визначення границь ì³ж кодую-
чою д³лянкою та ìãñ отриìан³ посл³дов-
ност³ було пор³вняно ³з посл³довн³стю 5S 
рäÍê шовкопряда B. mori (єдиного виду 
ìетелик³в, для якого на сьогодн³ у баз³ да-
них Genbank наявна посл³довн³сть повного 
повтору 5S рäÍê – реєстрац³йний ноìер 
L00335 [5]) та ³з посл³довностяìи 5S рðÍê 
Philosamia cynthia (K02354, X13039 [16, 
17]) та Antheraea pernyi (X13035, X13036 
[16]). âстановлено, що вставки в обох сик-
венованих клонах ì³стять по краях фраг-
ìенти кодуючої д³лянки розì³роì 53 нп 
(враховуючи посл³довн³сть прайìера 
RV0803) та 28 нп (враховуючи посл³дов-
н³сть прайìера RV0902 – див. рис.). äов-
жина ìãñ 5S рäÍê, присутн³х у клонах 
pLyti-ñ46 ³ -ñ47, становить, в³дпов³дно, 61 
та 60 нп. 

Пор³вняння отриìаних сиквенс³в пока-
зало, що у аìпл³ф³кованих фрагìентах ко-
дуючої д³лянки р³зниця ì³ж анал³зованиìи 
посл³довностяìи в³дсутня, тод³ як у ìãñ 
було знайдено в³с³ì точкових заì³н, що 
в³др³зняють їх один в³д одного. Із цих вось-
ìи заì³н п’ять є транзиц³яìи (C→T або 
G→A), як³ йìов³рно виникли внасл³док де-
заì³нування 5-ìетилцитозину. ðешта три 
заì³ни знаходяться в одноìу ì³сц³ та є 
трансверс³яìи, дв³ з яких (TT→GA) ìогли 
виникнути як результат репаративного 
синтезу äÍê у ì³сц³ утворення тиì³диново-
го диìеру за д³ї ультраф³олетового опроì³-
нення. êр³ì того, ìãñ клону pLyti-ñ47 в³д-
р³зняється в³д pLyti-ñ46 делец³єю 1 нп у 38 
позиц³ї (рисунок). âиходячи з результат³в 
вир³внювання було встановлено, що р³вень 
под³бност³ ì³ж собою посл³довностей ìãñ 
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Òàбëèця 2. õарактеристики клон³в 5S рäÍê, використаних для пор³вняльного анал³зу посл³довност³ 
ìãñ

Вид Клон Праймери, що 
використані для 

ПЛР

Довжина 
МГС, нп

Структур-
ний 

підклас

№ публікації в 
списку літера-

тури
Lycaena tityrus pLyti-C46 RV0803-RV0902 61 Mc НД*

pLyti-C47 RV0803-RV0902 60 Mc НД
Polyommatus  

icarus
pPoic-C10 RV0803-RV0804 123 Ma [19]
pPoic-C11 RV0803-RV0804 124 Ma [19]
pPoic-C18 RV0803-RV0804 124 Ma [19]
pPoic-C37 RV0803-RV0902 82 Mb [19]
pPoic-C38 RV0803-RV0902 82 Mb [19]

Melitaea trivia pMetr-C4 RV0803-RV0804 78 Mb [7]
pMetr-C8 RV0803-RV0804 125 Ma [7]
pMetr-C9 RV0803-RV0804 125 Ma [7]

pMetr-C12 RV0803-RV0804 125 Ma [7]
П р и ì ³ т к а: Íä – нов³ дан³ (клони, ³нфорìац³я про як³ ран³ше не була опубл³кована).

клон³в pLyti-ñ46 ³ -ñ47 L. tityrus становить 
76,7%. 

ðан³ше наìи було показано, що в гено-
ìах р³зних вид³в ìетелик³в присутн³ вар³ан-
ти повтор³в 5S рäÍê, що в³др³зняються до-
вжиною повторюваної д³лянки, та запропо-
новано в³дпов³дну класиф³кац³ю 5S рäÍê 
[18] (табл. 1). Зг³дно з ц³єю класиф³кац³єю 
просиквенован³ повтори 5S рäÍê L. tityrus 
належать до структурного класу ì. ó свою 
чергу в ìежах цього класу наìи ран³ше 
³дентиф³ковано два структурних п³дкласи 
Ma ³ Mb, як³ в³др³зняються ì³ж собою за до-
вжиною та по посл³довност³. òак, дов жина 
ìãñ для Ma-вар³анта становить 123–
125 нп, а у Mb вар³анта – 78–82 нп (табл. 2). 
â³дпов³дно, для з’ясування приналежност³ 
клонованих повтор³в 5S рäÍê L. tityrus до 
певного структурного п³дкласу, а також для 
виявлення особливостей цих посл³довнос-
тей ìãñ наìи було проведено їх пор³внян-
ня ³з в³доìиìи на сьогодн³ посл³ довностяìи 
ìãñ ³нших вид³в лускокрилих.

âиявилося, що под³бн³сть в ìежах 
структурного п³дкласу Ma коливається в³д 
82,3% до 100% (табл. 3). Íижчий р³вень 
под³бност³ спостер³гається в ìежах п³дкла-
су Mb – 57,7–98,8%. Проте пор³вняння 

п³дклас³в ì³ж собою показує ще нижчий р³-
вень гоìолог³ї посл³довностей, який зна-
ходиться в ìежах 28,0–33,3%. òакий низь-
кий в³дсоток под³бност³ практично не в³д-
р³зняється в³д значень, як³ сл³д оч³кувати 
для випадкового зб³гу двох неспор³днених 
посл³довностей.

Òàбëèця 1. êласиф³кац³я 5S рäÍê ìетелик³в за 
довжиною повторюваної д³лянки [18]

Структурний клас Довжина 
повторюваної 

ділянки, нп
скорочене 

позначення назва

S короткий (short) менше 140
M середній (midle) 140–399
L довгий (long) 400–800

XL дуже довгий більше 800

Пор³вняння посл³довностей ìãñ клон³в 
pLyti-ñ46 та -ñ47 виявило низьку гоìоло-
г³ю ³з посл³довностяìи, що належать як до 
п³дкласу ìа, так ³ ìb. Зокреìа, под³бн³сть 
ì³ж ìãñ клон³в Ma та pLyti-ñ46 ³ -ñ47 ле-
жить в ìежах 27,9–35,0%, а ì³ж клонаìи 
Mb та pLyti-ñ46 ³ -ñ47 – 27,9–39,3%. 
îтже, под³бн³сть анал³зованих клон³в L. ti-
tyrus та сиквенованих наìи ран³ше клон³в 
³нших вид³в знаходиться на такоìу р³вн³, 
який деìонструють р³зн³ структурн³ п³дкла-
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си в ìежах класу ì. òак³ дан³ св³дчать, що 
два клони L. tityrus належать до нового, 
третього структурного п³дкласу ìс, який 
знаходиться на однаков³й генетичн³й в³д-
стан³ в³д клас³в ìа та Mb. öей результат 
вказує, що види ìетелик³в, як³ належать до 
спор³днених род³в (Lycaena та Polyom-
matus) одн³єї п³дродини (Lycaenidae), ìо-
жуть суттєво в³др³знятися за набороì вар³-
ант³в повтор³в 5S рäÍê, що св³дчить про 
стрибкопод³бний характер еволюц³ї ц³єї д³-
лянки геноìу. 

Вèñíоâкè
âперше проведено клонування та сик-

венування 5S рäÍê L. tityrus. Пор³вняль-
ний анал³з посл³довност³ двох отриìаних 
клон³в та посл³довностей 5S рäÍê ³нших 
вид³в ìетелик³в дозволяє стверджувати, 
що ìãñ 5S рäÍê L. tityrus належить до но-
вого, ран³ше не в³доìого структурного п³д-
класу ìс. 
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Цåëü. 5S рäÍê относится к классу уìерен-
но повторяющихся последовательностей, 
которые организованы в виде тандеìных по-
второв. êаждый тандеìный повтор состоит 
из консервативной 5S рðÍê кодирующей об-
ласти и изìенчивого ìежгенного спейсера 
(ìãñ), который широко используется для ìо-
лекулярной систеìатики. òеì не ìенее, орга-
низация и эволюция 5S рäÍê Lepidoptera до 

сих пор остается плохо изученной. öель ис-
следования состояла в тоì, чтобы описать ìо-
лекулярную организацию 5S рäÍê Lycaena 
tityrus. Ìåòоды. Повторяющиеся единицы 
5S рäÍê были аìплифицированы с поìощью 
Пöð, клонированы в бактериальный вектор и 
секвенированы. Выâоды. Было показано, что 
ìãñ 5S рäÍê L. tityrus иìеет длину 60-61 нп 
и деìонстрирует низкий уровень сходства по 
сравнению с недавно секвенированыìи после-
довательностяìи ìãñ других видов бабочек. 
òакиì образоì, повторяющаяся последова-
тельность 5S рðÍê L. tityrus принадлежит к но-
воìу структурноìу подклассу Mc.

Кëючåâыå ñëоâà: Lycаena, Lepidoptera, 5S 
рäÍê, ìолекулярная эволюция и таксоноìия.

NOVEL STRUCTURAL SUBCLASS OF LYCAE-
NA TITYRUS 5S RIBOSOMAL DNA

O.V. Cherevatov, A.P. Statna, R.A. Volkov

Department of Molecular Genetics and 
Biotechnology  
Yuri Fedkovych National University of Chernivtsi  
Ukraine, 58012, Chernivtsi, Kotsubynski str. 2 
e-mail: roman.volkov@gmail.com

Aim. 5S rDNA belongs to the class of moderately 
repeated sequences that are organized as 
tandem arrays. Each repeated unit consists of 
the conservative 5S rRNA coding region and 
of rapidly evolving intergenic spacer (IGS), 
which is widely used for molecular taxonomy. 
However, organisation and evolution of 5S rDNA 
of Lepidoptera still remains poorly understood. 
The aim of the study was to describe molecular 
organisation of 5S rDNA of Lycaena tityrus. 
Methods. 5S rDNA repeated units were 
amplified by PCR, cloned in bacterial vector and 
sequenced. Results. It was shown that the IGS 
of 5S rDNA of L. tityrus has the length of 60-61 
bp and demonstrate only low level of sequence 
similarity compared to recently sequenced 
IGS of other butterfly species. Accordingly, the 
sequenced repeats of L. tityrus 5S rRNA belong 
to novel structural subclass Mc.

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


