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Abstract: The brown marmorated bug (Halyomorpha halys) is a highly 

polyphagous pest that causes significant damage to agricultural crops. The present study 

aimed at the molecular identification of Halyomorpha halys using primers to amplify the 

mitochondrial cytochrome oxidase subunit 1 (COI) gene. Bedbug samples were collected 

in 2024 from agricultural plots and private gardens in the Almaty region. As a result of 

molecular analysis, sequences were obtained that confirmed the identity of the samples 

with Halyomorpha halys, which emphasizes the effectiveness of the methods used for 

diagnosing this quarantine pest. The study provides important data for the management 

and monitoring of this pest in the region. 
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Введение. Коричневый мраморный клоп Halyomorpha halys (Stål) 

(Hemiptera: Pentatomidae), высокополифаговый вредитель [1], который наносит 

значительный ущерб широкому спектру сельскохозяйственных культур и 

представляет глобальную экономическую угрозу для сельского хозяйства и 

садоводства [2]. На территории Республики Казахстан мраморный клоп был 

зарегестрирован в 2016 году [3]. Этот опасный многоядный вид включен в Единый 

перечень карантинных объектов Евразийского экономического союза, 

утвержденный Советом Евразийской экономической комиссии от 30 ноября 2016 

г. №158 и вступивший в силу с 1 июля 2017 г. 

Для надежной и быстрой диагностики, что крайне важно для регулирующих 

служб в стратегиях управления карантинными вредителями, такими как 

мраморный клоп (Halyomorpha halys), необходимо учитывать как 

морфологические, так и молекулярные методы. Митохондриальный ген цитохрома 

оксидазы субъединицы 1 (COI) является одним из самых популярных маркеров, 

используемых в молекулярной систематике. Целью данного исследования является 

молекулярная идентификация коричнево-мраморного клопа (Halyomorpha halys) с 

использованием генетических методов, а также оценка его распространения на 

территории Алматинской области Республики Казахстан. 

Материалы и методы. Образцы Halyomorpha halys были собраны на 

сельскохозяйственных участках и в частных садах Алматинской области в 2024 

году с применением ловушек на основе агрегационного феромона. Собранные 

образцы хранились в сухом виде или в 70% этаноле при температуре -20 °C до 

использования для молекулярного анализа. 

Выделение общей геномной ДНК отдельных с образцов коричнево-

мраморного клопа осуществлялось с помощью DNeasy Blood & Tissue (Qiagen, 

Germany) по инструкции, предложенной производителем данного реагента. ПЦР 

проводили с использованием универсальных праймеров: прямого праймера 

(LCO1490) 5’-GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG-3’ и обратного праймера 

(HCO2198) 5’-TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA-3’. Для амплификации 

фрагмента COI митохондриального гена длиной ~710 п.н. реакцию ПЦР проводили 
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в объеме 25 мкл, содержащем 4 мкл 5-кратного реакционного буфера HF (Thermo 

Scientific), 1 мкл dNTPs, по 0,5 мкл каждого праймера, 0,2 мкл ДНК-полимеразы 

высокой точности Hot Start Phusion (Thermo Scientific) и 2 мкл матричной ДНК. 

Амплификацию проводили с использованием термоциклера SimpliAmp 

Thermo Cycler (Life Technologies Corporation, Сингапур) с начальной стадией 

денатурации 30 секунд при температуре 98oC с последующим выполнением 30 

циклов при 98oC в течение 10 секунд, 56oC в течение 30 секунд, 72oC в течение 30 

секунд и заключительный этап удлинения при 72oC в течение 10 минут. После 

продукты ПЦР проверяли в 1 % агарозном геле для подтверждения амплификации 

гена COI. Положительные ампликоны гена COI из ПЦР-продукта были очищены 

реагентом для очистки ПЦР продукта EXOSAP-ITTM (Thermo Scientific) и 

секвенирован при помощи набора для определения последовательности циклов Big 

Dye Terminator V3.1 Выбранные очищенные продукты ПЦР были непосредственно 

секвенированы в обоих направлениях с использованием праймеров LCO1490 и 

HCO2198 по Сенгеру в генетическом секвенаторе 3500xL (Applied Biosystems, 

Genetic Analyzer). Последовательности генов COI образцов коричнево-мраморного 

клопа были подтверждены с помощью BLASTN [5] в базе данных GenBank 

Национального центра биотехнологической информации (NCBI) в целях 

идентификации, а виды идентифицировались с помощью системы BOLD [6]. 

Результаты и выводы. В ходе молекулярного анализа было получено 15 

образцов коричнево-мраморного клопа (Halyomorpha halys) из Алматинской области, 

собранных в 2024 году. Все образцы были успешно амплифицированы с 

использованием праймеров LCO1490 и HCO2198, что подтвердило наличие фрагмента 

COI митохондриального гена длиной ~710 п.н. 

Анализ продуктов ПЦР, проведенный с использованием 1% агарозного геля, 

показал четкие полосы, соответствующие ожидаемому размеру ампликона, что 

свидетельствует о успешной реакции.  

Секвенирование продуктов ПЦР с использованием технологии Сенгера 

обеспечило получение высококачественных последовательностей, которые были 

успешно идентифицированы. Все последовательности были сопоставлены с базой 
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данных GenBank с использованием инструмента BLASTN, что подтвердило 

идентичность образцов с Halyomorpha halys, имеющими 99-100% сходство. 

Дополнительно, виды были идентифицированы с помощью системы BOLD, что 

также подтвердило соответствие собранных образцов Halyomorpha halys. 

Эти результаты подчеркивают успешность использования молекулярных 

методов для идентификации мраморного клопа, что является важным для 

эффективного управления карантинными вредителями и разработки стратегий 

контроля. 
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