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Значна частина метеликів - представників надродини Noctuoidea, які поширені на території України, є 

шкідниками сільськогосподарських культур, що привертає до них особливу увагу дослідників. Зокрема, 

кормовими рослинами для личинок метеликів роду Apameа є злакові культури. Коректне визначення метеликів-

шкідників вимагає проведення молекулярно-генетичних досліджень для створення молекулярних паспортів 

(баркодингу). Одним із зручних молекулярних маркерів, які застосовуються для порівняння таксонів низького 

рангу є ділянки 5S рДНК. Ці послідовності тандемно організовані в кластери, де кожна повторювана одиниця 

(повтор) складається з висококонсервативної кодувальної ділянки та варіабельного міжгенного спейсера 

(intergenic spacer – IGS). Зважаючи на те, що молекулярна організація 5S рДНК у метеликів є все ще 

недостатньо дослідженою, метою нашої роботи було проаналізувати IGS 5S рДНК представника роду Apamea 

– A. monoglypha. Для цього повтори 5S рДНК ампліфікували за допомогою ПЛР, а отримані продукти лігували у 

плазмідний вектор pJet1.2. Вставки трьох рекомбінантних плазмід,  ApMon1-1, ApMon1-2 та ApMon1-8, які мали 

очікуваний розмір, сиквенували. Виявлено, що в геномі A. monoglypha присутні декілька структурних варіантів 

IGS, які відрізняються між собою як за довжиною, так і за нуклеотидною послідовністю. Відсотки 

ідентичності порівнюваних IGS 5S рДНК варіювали в межах 38,0-76,2%, що свідчить про високий рівень 

внутрішньогеномного поліморфізму цієї ділянки. В якості потенційних зовнішніх елементів промотору, що 

можуть брати участь в ініціації та термінації транскрипції, було охарактеризовано АТ-багату ділянку, 

динуклеотид GC та залишок цитозину, які передують кодувальній ділянці. Водночас oligo-T мотив, який 

знаходиться безпосередньо після кодувальної ділянки імовірно забезпечує термінацію транскрипції. 
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Вступ. Надродина совкоподібних метеликів 

(Noctuoidea) за кількістю видів становить 

найчисельнішу групу серед всіх Лускокрилих 

(Kergoat et al., 2021; Zheng et al., 2022). 

Важливість проведення молекулярно-генетичних 

досліджень представників цієї родини зумовлена 

тим, що значна їх частина є розповсюдженими 

шкідниками сільськогосподарських культур 

(Idrees et al., 2022; Van de Berg and Plessis, 2022). 

Результати таких досліджень можуть бути 

успішно використані задля паспортизації комах-

шкідників, що, в свою чергу, значно полегшить їх 

ідентифікацію та подальшу боротьбу з ними. 

Переважна більшість робіт, присвячених 

молекулярному баркодингу метеликів, 

стосуються досліджень їх мітогеному (мтДНК) 

(Dey et al., 2021; Jiang et al., 2021; Shah et al., 2022; 

Zhao et al., 2022). Ділянки мтДНК, а саме - гени, 

які кодують субодиниці цитохромоксидази, на 

сьогоднішній день являють собою 

найпоширеніший інструмент для ДНК-

баркодінгу еукаріот (Hebert et al., 2003; 

Cherevatov et al., 2019; Kannan et al., 2020; Dong et 

al., 2021). Проте, особливості ядерного геному, 

зокрема організація та еволюція генів 

рибосомних РНК у метеликів все ще залишаються 

майже невивченими. 

Ділянки, які кодують 5S рРНК широко 

застосовуються для вивчення закономірностей 

еволюції повторюваних послідовностей у 

багатьох еукаріот (Rebordinos et al., 2013; 

Senderowicz et al., 2022). Гени 5S рРНК 

організовані тандемно, в кластери, кожен з яких 

може містити від декількох десятків до тисяч 

копій (Sochorova et al., 2018; Provazníková et al., 

2021; Ding et al., 2022). Одна повторювана 

одиниця 5S рДНК, як правило, складається з 

кодувальної ділянки розміром 117-120 пн та 

міжгенного спейсера (intergenic spacer - IGS), 

розмір якого може варіювати в дуже широких 

межах (Ishikawa and Kawata, 1982; Xian-Rong et 

al., 1982; Ribeiro et al., 2004; Bardella et al., 2018). 

На відміну від висококонсервативної кодувальної 

ділянки, послідовності IGS є надзвичайно 

мінливими та можуть демонструвати 

поліморфізм навіть в межах одного індивідууму 
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(José López‐ Piñón et al., 2008; Ubeda-Manzanaro et 

al., 2010; Rebordinos et al., 2013). 

У попередніх дослідженнях було описано 

особливості організації 5S рДНК для декількох 

видів денних метеликів з надродин Papilionoidea 

(Cherevatov and Volkov, 2011a; Cherevatov and 

Volkov, 2011b; Cherevatov et al., 2012) та 

Bombycoidea (Statna et al., 2013). Для 

представників родини Noctuidae молекулярна 

будова генів 5S рРНК була описана нами для 

метелика-шкідника Thyatira batis (родина 

Drepanidae) (Roshka et al., 2020). У даній статті ми 

наводимо характеристики IGS 5S рДНК іншого 

шкідника - мармурівки польової великої, Apamea 

monoglypha (Kljuchko, 2006). 

Матеріали та методи. В якості матеріалу для 

дослідження був використаний екземпляр нічного 

метелика A. monoglypha, відловлений в околицях 

міста Чернівці. Загальна ДНК з тіла метелика була 

виділена згідно стандартного протоколу; в якості 

детергенту використовували цетавлон (Panchuk 

and Volkov, 2007; Schiebelhut et al., 2017). Для 

ампліфікації досліджуваної ділянки методом 

полімеразної ланцюгової реакції (ПЛР) 

застосовували праймери RV0803 (5`-CAT AGC 

GGC CGC GTG GTC AGT ACT TGG ATG GGT 

GA-3`) та RV0902 (5`-GAT CGC GGC CGC CGT 

GTT TTT AAT GTG GTA TGG ACG TTG-3`), 

комплементарні до кодувальної ділянки 5S рДНК. 

Місця гібридизації праймерів було обрано так, 

щоб досягти ампліфікації повного IGS та 

суміжних фрагментів кодувальної ділянки. 

Отримані ПЛР-продукти лігували в плазмідний 

вектор pJET 1.2, використовуючи набір реактивів 

CloneJET PCR Cloning Kit, (Thermo Fisher 

Scientific, США). Трансформацію компетентних 

клітин Escherichia coli (штам XL1-blue) 

здійснювали методом електропорації. Колонії із 

рекомбінантними плазмідами виявляли методом 

прямої селекції. Отримані плазміди, які містили 

вставки 5S рДНК потрібного розміру, 

сиквенували на фірмі LGS Genomics (Німеччина). 

Первинну обробку розшифрованих 

послідовностей проводили за допомогою 

комп’ютерних програм Chromas та DNASTAR. 

Вирівнювання послідовностей здійснювали 

методом Clustal V (Hіggіns et al., 1992). 

Результати та їх обговорення. 

Електрофоретичне розділення ПЛР-ампліфікатів 

5S рДНК A. monoglypha в 2% агарозному гелі 

дозволило виявити фрагменти, розмір яких 

коливається в межах 250-300 пн. Різниця в 

розмірах утворених продуктів дозволила 

припустити існування в геномі A. monoglypha 

кількох варіантів IGS. Подібна картина 

спостерігалась і для інших видів метеликів, що 

узгоджується з уявленням про присутність в 

геномах Лускокрилих декількох структурних 

класів 5S рДНК. 

Отримані продукти ампліфікації клонували у 

вектор pJET 1.2, після чого вставки відібраних 

рекомбінантних плазмід сиквенували. Аналіз 

розшифрованих послідовностей показав, що 

отримані клони містять повний IGS з обох боків 

фланкований фрагментами кодувальних ділянок 

та використаними для ампліфікації праймерами. 

Загальна характеристика сиквенованих 

послідовностей IGS 5S рДНК наведена нижче в 

таблиці (табл. 1).  

Таблиця 1. 
Характеристика IGS 5S рДНК Apamea monoglypha. 

Table 1.  

Characteristics of the 5S rDNA IGS of Apamea nomoglypha. 

 

Назва 

клону 

IGS 

Довжина, 

нп 
Вміст GC пар, % 

ApMon1-1 150 24,7 

ApMon1-2 193 23,3 

ApMon1-8 194 23,7 

 
 

Довжина кодувальних ділянок, сумарно 

складених з просиквенованих фрагментів, 

включаючи послідовності праймерів, у всіх трьох 

клонів становлять 106 нп. Зважаючи на те, що 
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центральна частина гена розміром 14 нп 

залишається неампліфікованою, можна 

припустити, що розміри кодувальних ділянок у 5S 

рДНК A. monoglypha не відрізняються від інших 

еукаріот, тобто дорівнюють 120 нп. 

Встановлення меж фрагментів кодувальної 

частини 5S рДНК дало змогу визначити довжини 

IGS у сиквенованих нами клонів (табл. 1). 

Порівняльний аналіз з отриманими раніше 

результатами показав подібність розмірів IGS 

A. monoglypha до описаних для представників 

родин Nymphalidae та Lycaenidae, довжини 

спейсерів яких коливались в межах 75-237 нп 

(Cherevatov and Volkov, 2010; Cherevatov and 

Volkov, 2011a). У нічного метелика T. batis 

розміри IGS становили 75 та 120 пн (Roshka et al., 

2020). 

Вирівнювання сиквенованих послідовностей 

дозволило розрахувати рівень їх подібності 

(рис.1). Так, відсотки ідентичності IGS 5S рДНК 

A. monoglypha варіювали в межах 38,0-76,2%, а 

саме - подібність між ApMon1-1 та ApMon1-2 

склала – 44,7%, ApMon1-1 та ApMon1-8 – 38%, 

ApMon1-2 та ApMon1-8 – 76,2%. Отже, на відміну 

від фрагментів кодувальних ділянок, які 

виявились практично ідентичними для всіх 

аналізованих нами клонів, IGS демонструють 

високий рівень поліморфізму. Така різниця між 

досліджуваними послідовностями зумовлена 

численними однонуклеотидними 

поліморфізмами та інделами 

(інсерціями/делеціями) (рис. 1).

 
 

Рис. 1. Структурна організація IGS 5S рДНК 

Apamea monoglypha. Курсивом позначені ймовірні 

регуляторні елементи. Характеристики клонів 

наведено у табл.1. 

Fig. 1. Structural organization of the 5S rDNA IGS 

of Apamea monoglypha. Putative regulatory elements 

are marked in italics. Their characteristics are shown in 

the table 1. 
 

 

Експресія гена 5S рРНК забезпечується 

взаємодією РНК-полімерази ІІІ як із зовнішніми 

елементами промотору, так і внутрішніми. До 

внутрішніх елементів відносять A-box, IE 

(intermediate element) та С-box, в той час як до 

зовнішніх – консервативні ділянки на 5`- та 3`-
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кінці IGS (Layat et al., 2012; Orioli et al., 2012; 

Fernández-Pérez et al., 2018; Tynkevich et al., 2019; 

Ishchenko et al., 2020; Bueno et al., 2021). 

Детальний аналіз сиквенованих клонів дозволив 

виявити схожі елементи і в межах послідовностей 

IGS 5S рДНК A. monoglypha (рис.1). Зокрема, 

було ідентифіковано шестинуклеотидну АТ-

багату ділянку на відстані від –20 до -14 нп, яка, 

ймовірно, може виконувати роль ТАТА-боксу в 

ініціації транскрипції. Проте, в межах АТ-багатої 

ділянки одного з клонів, а саме ApMon1-1, було 

знайдено дві трансверсії. 

Також, перед початком кодувальної ділянки 

для всіх аналізованих нами послідовностей було 

виявлено динуклеотид GC (-6 нп) та цитозин (-1 

нп). З літератури відомо, що ці сигнали разом з 

ТАТА-боксом задіяні в ініціації транскрипції 

генів 5S рРНК (Willis, 1993; Layat et al., 2012). 

Цікаво, що на відміну від інших клонів, ApMon1-

1 в позиції -6 нп замість динуклеотиду GC містить 

подвійний цитозин. 

Окрім того, після 3`-кінця кодувальної ділянки 

на початку IGS було виявлено Т-багатий мотив 

(oligo-T). Його роль в якості регуляторного 

елементу полягає в термінації роботи РНК-

полімерази ІІІ (Layat et al., 2012; Orioli et al., 2021). 

Як і у випадку з зовнішніми елементами 

промотору, певну відмінність за структурою 

oligo-T демонструє ApMon1-1: в межах цієї 

ділянки у послідовності ApMon1-1 

спостерігається трансверсія тиміну на гуанін та 

однонуклеотидна делеція. На загал, отримані 

результати вказують на те, що регуляторні 

елементи, які містяться в IGS A. monoglypha, 

можуть відрізнятись між різними структурними 

класами 5S рДНК в межах одного геному.  

Висновки. В межах геному метелика A. 

monoglypha виявлено декілька варіантів IGS 5S 

рДНК, які відрізняються між собою як за 

довжиною, так і за нуклеотидною послідовністю. 

Розміри отриманих IGS становлять 150, 193 та 194 

нп, а відсотки їх ідентичності – від 38 до 76,2%. В 

якості потенційних елементів, що беруть участь в 

регуляції транскрипції, було виявлено АТ-багату 

ділянку, динуклеотид GC, цитозин та oligo-T 

мотив. Їх специфічне розташування відносно 

кодувальної ділянки дозволяє припустити, що 

саме ці ділянки можуть брати участь у ініціації та 

термінації транскрипції 5S рДНК. 
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ORGANIZATION OF THE 5S RIBOSOMAL DNA INTERGENIC SPACER OF 

APAMEA MONOGLYPHA (LEPIDOPTERA) 

 

N. M. Roshka 

 
A significant part of the moth species, representatives of the superfamily Noctuoidea distributed on the territory of 

Ukraine, are pests of crops, which attracts special attention of researchers. In particular, host plants for the larvae of the 

Apamea species are cereals. For the correct identification of the pest moth speciesit is necessary to conduct molecular 

genetic studies to create molecular passports (barcoding). One of the convenient molecular markers used to compare 

low-ranking taxa is the 5S rDNA region represented by tandemly arranged clusters, where each repeat unit consists of a 

highly conserved coding region and a variable intergenic spacer (IGS). Since the molecular organization of 5S rDNA in 

moth species is still insufficiently studied, the aim of our work was to analyze the 5S rDNA IGS of A. monoglypha, a 

representative of the Apamea genus. For this, 5S rDNA repeats were amplified by PCR, and the obtained products were 

ligated into the pJet1.2 plasmid vector. The inserts of the three recombinant plasmids, ApMon1-1, ApMon1-2, and 

ApMon1-8, which were of the expected size, were sequenced. It was found that the A. monoglypha genome contains 

several structural IGS variants that differ both in length and nucleotide sequence. The level of similarity of the compared 

IGS sequences varied from 38.0 to 76.2%, indicating a high level of intragenomic polymorphism in this region. An AT-

rich motif, a GC dinucleotide, and a cytosine residue up-stream of the coding region were identified as putative external 

promoter elements, which can be involved in the initiation of transcription. Furthermore, the oligo-T motif located 

immediately down-stream of the coding region is probably involved in the transcription termination. 

 

Keywords: genetic polymorphism, DNA-barcoding, molecular markers, molecular evolution, repeated sequences, 5S 

rDNA intergenic spacer, Apamea monoglypha, Lepidoptera 
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