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Мета. 5S рДНК належать до середньо повторюваних, тандемно організованих послідовнос-
тей, які складаються з кодувальних ділянок та міжгенних спейсерів (intergenic spacer — IGS). 
Порівняння IGS успішно використовується при дослідженні мікроеволюційних процесів та у 
молекулярній таксономії рослин, хребетних та деяких безхребетних тварин. Водночас, у 
комах 5S рДНК все ще вивчена недостатньо. У цій статті ми наводимо результати дослі-
дження молекулярної організації та поліморфізму IGS 5S рДНК Apis mellifera ligustica. Методи. 
Екстракція ДНК, ПЛР-ампліфікація, клонування 5S рДНК, сиквенування, біоінформатичний 
аналіз. Результати. IGS 5S рДНК A. m. ligustica клонували у плазмідному векторі і сиквенува-
ли. Отримані послідовності порівнювали з аналогічними ділянками геному A. m. carnica. Вста-
новлено, що в геномі A. m. ligustica існує один клас IGS 5S рДНК, який представлений структу-
рними підкласами 1A, 1B, 1G та 1F. Два з цих підкласів — 1G та 1F — описані вперше і є спе-
цифічними для A. m. ligustica. Висновки. Отримані результати свідчать про високий внутріш-
ньо- та міжгеномний поліморфізм 5S рДНК у підвидів Apis mellifera. 

Ключові слова: 5S рДНК, міжгенний спейсер, повторювані послідовності, Apis mellifera, Api-
dae. 

ступ. Медоносна бджола (Apis mellifera L.), ареал якої охоплює Європу, Західну 
Азію та Африку, колонізуючи нові території розділилась на чисельні підвиди та 
екотипи (Ruttner, 1992; Munoz, De la Rua, 2021). Зокрема, у Європі широко роз-

повсюдились підвиди, які належать до еволюційної лінії С (Ruttner, 1988; Munoz, De la 
Rua, 2020). Територія України вважається природнім ареалом для трьох підвидів: A. m. 
carnica, A. m. macedonica та A. m. mellifera (Ruttner, 1988). Ці підвиди представлені 
трьома породами — Карпатська, Українська степова та Темна європейська, які добре 
адаптовані до локальних умов довкілля (Ruttner, 1988; Cherevatov et al., 2019; Chereva-
tov et al., 2020). Не зважаючи на це, за останні десятиліття відбувається неконтрольо-
ване ввезення в Україну інших підвидів / порід (Bagriy, 2006). Це призводить до їх спон-
танної гібридизації з місцевими формами, що в свою чергу стає причиною втрати ге-
нофонду останніх (Cherevatov et al., 2014; Cherevatov et al., 2016; Fedoriak et al., 2017; 
Fedoriak et al., 2018; Cherevatov et al., 2019; Cherevatov, Roshka, 2020). 

Поряд з іншими селекційними расами на територію України здійснювались спроби 
інтродукції італійської медоносної бджоли — A. m. ligustica. Хоча підвиди A. m. carnica 
та A. m. ligustica є близько спорідненими в межах еволюційної гілки С, вони демон-
струють генетичну різницю. Було показано, що мітохондріальна ДНК (мтДНК) 
A. m. carnica належить до мітотипу С2, а A. m. ligustica — в основному до С1, хоча в 
межах A. m. ligustica також знаходять мітотип М7. Такі результати свідчать про гібридне 
походження італійської бджоли внаслідок схрещування її предкових форм з представ-
никами лінії М (Utzeri et al., 2021). 
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В наш час гостро постає питання про вста-
новлення приналежності існуючих на території 
України популяцій медоносної бджоли до пев-
них підвидів / порід. Моніторинг їх розповсю-
дження вимагає застосування сучасних моле-
кулярно-генетичних методів. Наразі для цього 
широко використовується порівняння мінливих 
ділянок мтДНК, а саме — генів СОІ та СОІІ, які 
кодують субодиниці цитохромоксидази (Chere-
vatov et al., 2019; Henriques et al., 2019; Che-
revatov et al., 2020; Cherevatov, Roshka, 2020; 
Francoso et al., 2020; Abou-Shaara et al., 2021). 
Проте, з огляду на успадкування мтДНК у бджіл 
виключно по материнській лінії, видається доці-
льним розширити ці дослідження, використову-
ючи ядерні молекулярні маркери. 

Ділянки ядерного геному, що кодують 5S 
рРНК (5S рДНК) належать до тандемно органі-
зованих, середньо повторюваних послідовнос-
тей, які складаються з кодувальних ділянок та 
міжгенних спейсерів (intergenic spacers, IGS) 
(Ishchenko et al., 2018; Simon et al., 2018; Ding et 
al., 2021). Послідовності, що кодують рРНК є 
очікувано високо подібними навіть у представ-
ників віддалених таксонів, оскільки їх консерва-
тивність підтримується дією стабілізуючого до-
бору. На відміну від цього, IGS може суттєво 
відрізнятись навіть у близько споріднених 
форм. Відповідно, порівняння послідовностей 
IGS з успіхом використовується при дослідженні 
мікроеволюційних процесів та у молекулярній 
таксономії рослин (Tynkevich et al, 2015; 
Ishchenko et al., 2018; Tynkevich, Volkov, 2019; 
Ishchenko et al., 2021; Vozarova et al, 2021), хре-
бетних (Vierna et al, 2013; Cavalcante et al, 2020) 
та деяких безхребетних тварин (Cherevatov et 
al., 2010; Cherevatov et al., 2011a, 2011b; Vizoso 
et al., 2011; Cherevatov et al., 2012; Statna et al., 
2014; Bardella et al., 2018; Roshka et al., 2020). 
Водночас, у комах 5S рДНК все ще вивчена 
недостатньо. 

Попередньо нами був описаний високий 
внутрішньо- та міжгеномний поліморфізм послі-
довностей IGS в межах підвиду медоносної 
бджоли A. m. carnica (Roshka et al, 2021). У цій 
статті ми наводимо результати сиквенування 
IGS 5S рДНК підвиду A. m. ligustica та порівню-
ємо їх з отриманими раніше даними. 

 
 

Матеріали і методи 

Матеріалом для дослідження були робочі 
бджоли підвиду A. m. ligustica, надані 
І. Фурсиком (м. Харків). Екстракцію геномної 
ДНК з тіла бджоли здійснювали з використан-
ням СТАВ (Schiebelhut et al., 2017). Для клону-
вання 5S рДНК використано ДНК, отриману з 
двох особин. 

Ампліфікацію IGS проводили за допомогою 
ПЛР, для якої використовували пару праймерів, 
комплементарних до 3ʹ та 5ʹ кінців кодувальної 
ділянки 5S рДНК: Pr5S-F (5ʹ‒ CAT AGC GGC 
CGC GTG GTC AGT ACT TGG ATG GGT GA‒3ʹ) 
+ Pr5S-R (5ʹ‒ CAT GGC GGC CGC GTA CGT 
AGC TTG ACT TTG GTG ATC G‒3ʹ). Реакційна 
суміш загальним об’ємом 20 мкл містила 1 нг 
ДНК, 1x Hot FirePol Blend Master Mix (Solis 
Biodyne, Estonia) та 0,2 мкМ кожного з прайме-
рів. ПЛР проводили на апліфікаторі PTC-100 
(MJ Research, Inc., США) за програмою: 1 — 
початкова активація ДНК-полімерази: 95 °С, 
13 хв; 2 — денатурація ДНК: 95 °С, 15 с; 3 — 
гібридизація праймерів: 57 °С, 30 с; 4 — синтез 
ДНК: 72 °С, 40 с; 5 —‒ завершення ампліфікації: 
72 °С, 8 хв; 6 — припинення реакції: 4°С. Зага-
льна кількість циклів — 35. Отримані ПЛР-
продукти аналізували в 2 % агарозному гелі. 

Відібрані ампліфікати лігували у плазмід-
ний вектор pJet1.2 за допомогою набору 
CloneJET PCR Cloning Kit (Thermo Fisher 
Scientific). Трансформацію компетентних клітин 
Escherichia coli (штам XL1-blue) здійснювали 
методом електропорації з використанням при-
ладу E. coli Pulser (BioRad, США). Колонії, що 
містили рекомбінантні плазміди, виявляли за 
резистентністю до ампіциліну. Відібрані плазмі-
ди сиквенували на фірмі LGC Genomics (Німеч-
чина). Первинну обробку розшифрованих пос-
лідовностей проводили з використанням 
комп’ютерних програм Chromas та DNASTAR. 
Вирівнювання отриманих послідовностей здійс-
нювали за допомогою методу ClustalV (Higgins 
et al., 1992). Для побудови та візуалізації філо-
генетичного дерева використовували онлайн-
сервер iqTree (http://www.iqtree.org) та програму 
FigTree v1.4.4 
(http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree). 
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Результати та обговорення 

Аналіз отриманих електрофореграм пока-
зав для всіх зразків утворення ампліфікатів до-
вжиною приблизно 400 нп. Така довжина ПЛР-
продуктів була характерна і для досліджених 
нами раніше представників підвиду A. m. carnica 
(Roshka et al., 2021). Ці дані свідчать про низь-

кий рівень поліморфізму за довжиною IGS у 
бджоли медоносної. 

Отримані ПЛР-продукти клонували у плаз-
мідному векторі. За результатами скринінгу для 
сиквенування було обрано по 2 клони для двох 
особин: Lig1.1, -1.2 та Lig2.1 та -2.2 , які містили 
вставки очікуваної довжини (табл. 1).. 

 

Таблиця 1. Характеристика IGS 5S рДНК представників роду Apis  

Підвид 
Клон /фрагмент ДНК IGS 

Посилання 
Назва 

GenBank 
Acc. No Довжина, нп 

Вміст GC-
пар, % 

A. m. ligustica 

Lig1.1 ‒ 239 20,1 Ця стаття 

Lig1.2 ‒ 250 22,4 Ця стаття 

Lig2.1 ‒ 253 22,5 Ця стаття 

Lig2.2 ‒ 253 21,3 Ця стаття 

A. m. carnica 

Gov3.4 MZ328121 247 21,5 Roshka et al. 2021 

Gov3.5 MZ328122 252 21,0 Roshka et al. 2021 

Rakh3.1 MZ328123 252 21,4 Roshka et al. 2021 

Rakh3.2 MZ328124 249 22,5 Roshka et al. 2021 

Rakh3.3 MZ328125 251 21,5 Roshka et al. 2021 

Rakh3.4 MZ328126 253 22,1 Roshka et al. 2021 

Rakh3.5 MZ328127 253 22,5 Roshka et al. 2021 

CarnGB1.1 GCA_013841245.1 250 21,6 Roshka et al. 2021 

CarnGB1.3 GCA_013841245.1 246 21,1 Roshka et al. 2021 

CarnGB1.4 GCA_013841245.1 250 21,6 Roshka et al. 2021 

CarnGB1.6 GCA_013841245.1 251 21,1 Roshka et al. 2021 

CarnGB1.7 GCA_013841245.1 248 21,4 Roshka et al. 2021 

CarnGB1.9 GCA_013841245.1 251 21,5 Roshka et al. 2021 

CarnGB1.10 GCA_013841245.1 244 21,3 Roshka et al. 2021 

A. cerana CerGB1.3 GCA_001442555.1 252 24,6 Roshka et al. 2021 
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Аналіз отриманих послідовностей показав, 
що у A. m. ligustica довжина IGS знаходиться в 
межах від 239 до 253 нп, тобто практично спів-
падає з такою у A. m. carnica — від 237 до 
253 нп (Roshka et al., 2021). Рівень подібності 
між двома клонами для першої особини стано-
вив 88,7%, для другої — 97,2 %, а між клонами 
різних особин — 84,5-92,8 %. Отже, дві дослі-
джені особини помітно відрізняються між собою 
за послідовністю IGS. Для пояснення цього мо-
жна запропонувати дві можливості: (1) особини 
в межах однієї колонії дійсно відрізняються між 
собою за набором варіантів IGS 5S рДНК, які 
присутні в геномі; (2) у геномі кожної особини 
присутні всі чотири варіанти IGS, але цього не 
було виявлено, оскільки для сиквенування було 

використано лише по два клони. Для перевірки 
цих двох можливостей необхідно дослідити 
більше клонів для кожної особини.  

На відміну від низької варіабельності за 
довжиною, мінливість за нуклеотидною послі-
довністю у представників різних підвидів вияви-
лась високою: подібність між IGS A. m. ligustica 
та A. m. carnica коливалась в межах від 68,7 до 
97,2 % (табл. 2). Найвищу подібність виявлено 
для пари послідовностей Lig2.2/Rakh3.4. Вод-
ночас, найнижчий рівень подібності демонстру-
ють клони Gov3.4 та CarnGB1.3. На загал отри-
мані результати вказують на високу швидкість 
молекулярної еволюції та мінливість IGS в ме-
жах виду A. mellifera. 

 

Таблиця 2. Рівень подібності (%) IGS 5S рДНК представників роду Apis 

Назва 
клону / 

фрагменту 
ДНК 

Li
g1

.1
 

Li
g1

.2
 

Li
g2

.1
 

Li
g2

.2
 

G
ov

3.
4 

G
ov

3.
5 

R
ak

h3
.3

 

R
ak

h3
.4

 

C
ar

nG
B

1.
3 

C
ar

nG
B

1.
4 

C
er

G
B

1.
3 

Lig1.1 100 88,7 84,5 85,4 77,8 84,1 87,0 87,9 82,0 89,5 56,9 

Lig1.2  100 92,0 92,8 75,3 89,2 92,8 95,6 88,2 95,2 62,4 

Lig2.1   100 97,2 73,7 88,5 95,6 96,4 84,6 91,2 62,3 

Lig2.2    100 73,3 90,1 92,8 97,2 83,7 90,4 61,2 

Gov3.4     100 78,5 76,9 73,7 68,7 76,9 61,9 

Gov3.5      100 92,4 88,1 84,1 90,0 65,1 

Rakh3.3       100 92,0 88,2 94,4 65,3 

Rakh3.4        100 86,2 94,0 60,7 

CarnGB1.3         100 89,0 60,2 

CarnGB1.4          100 64,0 

CerGB1.3           100 

Примітка. Характеристики використаних для порівняння клонів наведено у табл. 1. 

Порівняння послідовностей IGS показало 
наявність чисельних однонуклеотидних полі-
морфізмів (single nucleotide polymorphism, SNP) 
та кількох коротких інделів (інерцій / делецій) 
(рис. 1). IGS виду A. cerana, який був взятий для 
порівняння, відрізняється від A. m. carnica та 
A. m. ligustica великою кількістю SNP, кількома 
короткими інделами та наявністю специфічної 
інсерції ATTGTATG, яка виникла в результаті 
дуплікації сусідньої ділянки. 

Відомо, що окрім внутрішніх елементів 
промотору РНК-полімерази ІІІ, до яких належать 

A-box, IE (intermediate element) та С-box (Tyler, 
1987; Sharp, Garcia 1988; Vizoso et al., 2011; 
Layat et al., 2013), транскрипція 5S рДНК у ко-
мах може також залежати від зовнішніх елемен-
тів промотора. Одним з таких елементів, який 
бере участь в ініціації транскрипції 5S рДНК, є 
TATA-подібна послідовність, знайдена у позиції 
від -30 до -24 нп вище старту транскрипції у 
шовкопряда Bombyx mori (Morton, Sprague, 
1984), Drosophila melanogaster (Sharp, Garcia, 
1988), двох видів Caenorhabditis (Nelson et al., 
1998), кількох видів молюсків (Vizoso et al, 2011) 
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і риб (Martins, Galetti, 2001), а також у рослин 
(Simon et al., 2018; Tynkevich et al., 2015; Tyn-
kevich, Volkov, 2019) і грибів (Tyler, 1987). В по-
передніх дослідженнях нами був виявлений АТ-
багатий мотив ТАТТТ у положенні від -30 до -26 
нп перед початком кодувальної ділянки у 

A. m. carnica (Roshka et al., 2021). Аналіз отри-
маних клонів виявив ідентичне розташування 
мотиву ТАТТТ у IGS A. m. ligustica. Виняток 
становить клон Lig1.2, у якого ця ділянка пред-
ставлена послідовністю ТАТТС. 

 
 

 

Рис. 1. Порівняння послідовностей IGS 5S рДНК Apis mellifera ligustica, A. m. carnica та A. cerana. Сірим кольором виділено 
потенційні зовнішні елементи промотора; жирним курсивом вказано oligo-dT послідовність термінатора; стрілками позначено 
розташування дуплікації у IGS. Характеристики використаних для порівняння клонів наведено у табл. 1. 
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У IGS A. m. ligustica, як і в A. m. carnica у по-
ложенні від -23 до -15 нп присутній висококонсер-
вативний пурин-багатий мотив AGAGAGAGA 
(рис. 1), роль якого наразі невідома. Проте ме-
жування цього мотиву з ТАТА-подібним елеме-
нтом наштовхує на думку про його можливу 
регуляторну функцію. Крім того, на 5’ кінці IGS 
на межі з кодувальною ділянкою у A. m. ligustica 
та інших представників роду Apis знаходиться 
oligo-dT мотив, який імовірно виконує роль тер-
мінатора транскрипції (Vierna et al., 2013).  

На основі наявних послідовностей IGS бу-
ла побудована ML-філодендрограма (рис. 2). Її 
аналіз свідчить, що в геномі представників 
A. m. carnica існує щонайменше два класи IGS, 
кожен з яких включає в себе різні структурні 
підкласи. Водночас, у геномі A. m. ligustica нами 
виявлено IGS лише першого класу. Зокрема, 
встановлено, що IGS клонів Lig2.2 та Lig2.1 
належать до структурних підкласів 1A та 1B, 
відповідно, тоді як IGS Lig1.1 та Lig 1.2 слід від-
нести до нових, не описаних раніше підкласів 

1G та 1F. Імовірно, ці два підкласи виникли в 
ході молекулярної еволюції вже після диверген-
ції двох досліджуваних підвидів медоносної 
бджоли.  

A. m. carnica та A. m. ligustica, хоч і нале-
жать до різних підвидів медоносної бджоли, 
майже не відрізняються за наборами SNP в 
межах мінливих ділянок генів COI-COII, які ши-
роко використовуються для генотипування 
представників родини Apis (Hristov et al., 2018; 
Cherevatov et al., 2019; Henriques et al., 2019, 
Cherevatov et al., 2020; Hailu et al., 2020; Madella 
et al., 2020; Merheb et al., 2020). На відміну від 
цього, послідовності ІGS 5S рДНК демонстру-
ють значно вищий рівень варіабельності. Отже, 
ядерна 5S рДНК є еволюційно більш мінливою, 
ніж мітохондріальні гени СОI-СОII. Відповідно, 
можна висунути припущення, що порівняння 
наборів структурних класів/підкласів ІGS може 
бути використано для ідентифікації підвидів 
медоносної бджоли. 

 

 

Рис. 2. ML-філодендрограма, отримана при порівнянні послідовностей IGS 5S рДНК Apis mellifera ligustica, A. m. carnica та 
A. cerana методом максимальної правдоподібності з використанням GTR моделі заміщення. Цифри біля вузлів відповідають 
бутстреп-підтримці, яка розрахована у відсотках для 1000 реплікацій. Приналежність окремих клонів до певних підкласів відпо-
відає класифікації, яка була запропонована нами раніше (Roshka et al., 2021). Характеристики використаних для порівняння 
клонів наведено у табл. 1. 



Молекулярна організація 5S рибосомної ДНК Apis mellifera ligustica 

ISSN 2415-3680 (Online), ISSN 1810-7834 (Print). Вісн. Укр. тов-ва генетиків і селекціонерів. 2021, том 19, № 1–2 37 

Таким чином, нами встановлено, що в ге-
номі A. m. ligustica існує принаймні один клас 
IGS 5S рДНК, який представлений структурними 
підкласами 1A, 1B, 1G та 1F. Два з цих підкла-
сів — 1G та 1F — описані вперше і видаються 
специфічними для A. m. ligustica. Водночас, у 
геномах досліджених раніше представників 
A. m. carnica присутні два класи 5S рДНК, які 
включають п’ять (1A, 1B, 1C, 1D, 1E) та два (2A 
та 2B) підкласи, відповідно (Roshka et al., 2021). 

Висновки 

Довжина IGS 5S рДНК A. m. ligustica варіює 
в межах від 239 до 253 пн. Передбачувані зов-
нішні елементи промотора 5S рДНК ідентичні з 
описаними нами раніше для підвиду 
A. m. carnica. У геномі A. m. ligustica присутній 
один клас IGS 5S рДНК, який представлений 
чотирма структурно відмінними підкласами 1A, 
1B, 1G та 1F, з яких два останні є специфічними 
для A. m. ligustica. Отримані результати свід-
чать про високий внутрішньо- та міжгеномний 
поліморфізм IGS 5S рДНК в межах виду Apis 
mellifera. 
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Aim. 5S rDNA belongs to the moderately repeated, 
tandemly arranged sequences composed of coding 
regions and intergenic spacers (IGS). The IGS 
comparison is successfully used for the study of 
microevolution and in the molecular taxonomy of plants, 
vertebrates and some invertebrates. However, 5S rDNA 
of insects still remains insufficiently characterized. In this 
article, we analyze the molecular organization and 
polymorphism of 5S rDNA IGS of Apis mellifera ligustica. 
Methods. DNA extraction, PCR amplification, cloning of 
5S rDNA, sequencing, bioinformatics analysis. Results. 
The 5S rDNA IGS of A. m. ligustica was cloned into the 
plasmid vector and sequenced. The obtained sequences 
were compared with the same genomic region of A. m. 
carnica. It was found that the genome of A. m. ligustica 
contains one class of IGS, which is represented by 
structural subclasses 1A, 1B, 1G and 1F. Two of these 
subclasses, 1G and 1F, which are identified here for the 
first time, are specific for A. m. ligustica. Conclusions. 
The obtained results show a high intra- and intergenomic 
polymorphism of 5S rDNA within the subspecies of Apis 
mellifera. 
Keywords: 5S rDNA, intergenic spacer, repeated 
sequences, Apis mellifera, Apidae. 

 


