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МИКРОСАТЕЛЛИТНЫЙ АНАЛИЗ ТЛЕЙ КОМПЛЕКСА

MACROSIPHUM ROSAE / KNAUTIAE / SILVATICUM
(HOMOPTERA: APHIDIDAE) ФАУНЫБЕЛАРУСИ

в Европе на короставнике полевом регистрируются три морфологически сходных вида тлей:

Mac/"osipl1U111 /"osae LiппаеllS, ! 759, Maaosiplllll11 silvaticul11 Меiег, 1985 и Maaosipl1U111 knautiae Ноll11ап,

1972, которые могут быть дифференцированы по единственному признаку - морфометрическому индексу

uгs/tагsll. В последнее время рядом авторов высказывается мнение о необходимости синонимизации

М silvaticul11 и М knautiae. Исследование генетического полиморфизма белорусских тлей, развивающихся

на короставнике полевом, по пяти микросателлитным локусам показало, что не существует различий

~lежду М. silvaticul11 и М. knautiae, в то время как М /"osae уверенно дифференцируется по трем

I1спользованным STR-маркерам. Отсутствие полиморфизма между формами М silvaticul11 и М. knautiae
по высоко ваРllабельным локусам свидетельствует о принадлежности исследуемых форм к одной

популяции, Т.е. к одному виду, обладающему внутривидовым полиморфизмом по признаку LII·s/tагsl1.

Ключевые слова: Мас/"оsiрlШI11 knautiae, МааоsiрlШI11 silvaticul11, микросателлитный анализ, STR
маркеры, тли.

Введение. Тли, развивающиеся на Knautia arvensis (L.) Coult., дифференцируются
как отдельные виды комплекса М. rosae/knaufiae/si/vaficul11 по единственному критерию 
отношению длины апикального членика хоботка к длине второго членика задней лапки (urs/
tarsIl). В последнее время все большее число авторов склоняются к мнению о необходимости

синонимизации М silvaticum и М knallfiae [] ; 2], поскольку экспериментально было показано, что

морфометрический индекс urs/tarsll в этой группе тлей не обладаетдостаточной стабильностью

для того, чтобы его можно было использовать в качестве видового диагностического критерия,

и норма реакции по данному признаку столь широка, что охватывает весь суммарный диапазон

значений, характерных как для М silvaficul11, так и для М knallfiae [3]. Кроме того, известно,

что в природных популяциях М knautiae/si/vaticum признак urs/tarsII не образует хиатусов, как

это свойственно признакам видового уровня [4], а искусственно поддерживаемые клоны этих/

этого вида тлей в норме полиморфны по признаку urs/tarsII [3]. Для окончательного решения о

присутствии или отсутствии в белорусской фауне тлей двух дискретных морфологически сходных

видов, развивающихся однодомно на короставнике полевом, Т.е. Macrosiphum silvaficum Meier,
1985 и Maaosiphum knautiae Но1тап, ]972 было решено провести исследование генетического

полиморфизма тлей комплекса с привлечением высокополиморФных маркеров - STR-ДНк.

Микросателлиты (STR) - вид высокополиморфныx ДНК-маркеров, представляющих

собой области тандемно повторяющихся ди-, три- или тетрануклеотидных мотивов,

равномерно диспергированных в эухроматиновой части геномов эукариот [5]. В процессе

эволюции микросателлитные повторы в различных локусах хромосомной ДНК возникали и

эволюционировали независимо друг от друга, причем функция указанных областей в геномах

по-прежнему дискуссионна [6].
Основной тип полиморфизма микросателлитных локусов связан с вариабельностью аллелей

по числу повторов. Согласно общепринятой точке зрения, полиморфизм микросателлитов

обусловлен ошибками (эффект «проскальзывания») в процессе репликации или репарации ДНК

[7]. Средний темп мутирования динуклеотидных повторов оценивают примерно в 6,9 х 10-4 [8]
на нуклеотид за поколение, хотя эти оценки могут существенно различаться [9; ] О]. Высокие
темпы мутирования в этих локусах приводят к накоплению популяционно-специфических

мутаций, что позволяет проводить детальный анализ не только видовой и популяционной, но

ВОРО1l0ва Нина Владu.llluровна, ассистент каф. зоологии БГУ (Минск).

Адрес для корреСJlОllдеlll(UU: ул. Курчатова, 10,220030, г. Минск, Беларусь; e-l11ail: vогопоff@list.ГLI

о иГрUt)lt!щ:n.j д1нрJ/(tli'uь, i'lIidt!pcimJf1I ;.tlH Яm..i К'УlUmьm, 10/1
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и в случае тлей интраклональной структуры [11].
В филогенетических исследованиях тлей STR показали себя как маркеры, достаточно

полиморфные для выявления различий между видами [12; 13], ПОПУЛЯIlШШИ 114-16J.
асексуальными JIИНIlЯМИ 1171, КJЮllUМИ [! 8-20111 С.'1ШIИ'JIIЫМI1 особями 1211. ИспользовавSТR·
маркеры с минимальным известным количеством аллелей, можно с высокой достоверностью

установить, представляет исследуемая группа единую панмиктическую популяцию или

состоит из генетически изолированных подгрупп, какими являются морфологически трудно

дифференцируемые виды или виды-двойники.

Материалы и методы исследования. Сбор и изготовление тотальных препаратов

тлей. Тлей комплекса М rosae/knautiae/silva/icum коллектировали в 2008-201 О гг. с К. arvens~

и с Rosa glauca Pourr. в городских и парковых насаждениях в окрестностях города Минск~

Насекомых для последующего культивирования вместе с заселенными фрагментами растений

собирали в пластиковые контейнеры, для изготовления морфологических препаратов тлей

помещали в пластиковые пробирки с 75 % этанолом с добавлением глицерина, чтобы СНI1ЗIIТЬ

спиртовое пересушивание покровов и уменьшить хрупкость придатков. Тотальные препарзты

для микроскопии изготавливали в заключающей среде Фора-Берлизе, содержащей Н]О

100 мл, глицерина - 40 г, гуммиарабика - 80 г, фенола кристаллического - IО г, а также в

модифицированной заключающей среде на основе хлоралгидрата, которая содержала ИР-БОш,

желатина - 30 г, глицерина - 20 г, хлоралгидрата - 200 г [22]. Морфологическое определение

тлей проводили с использованием определительных таблиц О. Heie [23].
Культивирование тлей в лабораторных условиях в чашках Петри. Для получения

чистых клонов единичных бескрылых партеногенетических самок содержали в чашках Петри.

Дно чашки покрывали влажной фильтровальной бумагой, на которую помещали листовую

пластинку или фрагмент цветоноса кормового растения. В чашках Петри с поддерживаемой

влажностью тлей содержали до отрождения материнской особью 10-12 личинок, после чего

самку изымали для изготовления морфологического препарата, а потомков доращивали до

имагинального или предимагинального состояния [24].
Экстракция дик и микросателлитный анализ. Выделение ДНК проводили с использованием

набора для вьщеления дик (<<DNA Purification Кit», Тhеnтю Fisher Scientific, Fennentas, Лшва),

адаптировав методику производителя специально дnя работы с тлями [25; 26]. Для микросатеJIJIИТНОro

анализа использовали праймеры к низкоаллельным SТR-локусам, предnоженные Ф. Рабоуди 11

соавторами для работы с тлями рода Macrosiphum [27] (таблица 1).

Таблица 1- Праймеры, использованные для микросателлитного анализа *

Локус Мотив Последовател ьность, 5'-3' те
l

,. I

Меl (GT)17
ТТСGСGАААААСТТТАТGАСС 54

I
TCGCTGCGTTCCTATACTACC

I

МеЗ (СА)41
CTCATTCAAACAAACACGC

54
CTCATTCAAACAAACACGC

Ме5 (GT)14
GСАААТАТТААGGGТАСАG 54

I
CCAATTAAAACAACTTCGTGG

Ме7 (AC)13
ТТААGТСАСТGССGGТТСG 54 iATTAGCTCGAGCTCGTAC

MeIO (ТАА)"
TCGCTGCGAGACTCGTATTG

62 lGACGACGACGTGTACAATG

Реакционнаясмесь содержалав 25 мкл: 200 мкМ смеси дезоксинуклеотидтрифосфатов, J)

пМ каждого праймера, 2,0 мМ MgCI
2

, 1 Х Таq-буфер (Thenno Fisller Scientific, Fennentas, Литва~
1 ед. Таq-полимеразы (ThemlO Fisher Scientific, Fermentas, Литва), 0,5 мкг ДИК-матрицы. ПЦР

* Т, - температура отжига праймера; мотив повторов указан на основе литературных данных 110

результатам исследования популяций М еиР/1ОгЫае [27].
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проводили на амплификаторе GепАшр PCR Sуstеш 2700 (Applied Вiоsуstешs) в режиме: 94 ос_
5 мин; 35 циклов по 94 ос - 1 мин, отжиг праймера - 1 мин, 72 ос - 1 мин; 75 ос - 5 мин.

Длину полученных фрагментов определяли по результатам электрофоретического разделения

продуктов с использованием программы FгаgшеNТ Ana1ysis у 1.1 (Molecular Diпашiсs).

Статистический анализ полученных результатов провели в приложении GenAlEx 6.41 для

Мiсrosоft Ехсеl 2010.
Результаты и их обсуждение. Для выявления генетического полиморфизма между

формами комплекса М. silvaticumlknaufiae получили чистые ЮIOны тлей от партеногенетических

самок, 32 из которых принадлежали к типу М knaufiae (соотношение urs/tarsII в диапазоне

1,4-1,79), 15 - к типу М silvaficum (соотношениеurs/tarslI в диапазоне 1,19-1,39). Сравнение
провели по 5 STR локусам,нуклеотидныймотив которыхизвестен [27]. В качестве эталонного

образца использовали ДНК М gei, коллектированных с купыря лесного. В группу сравнения

также добавили образцы, принадлежащиетлям, достоверно идентифицированным какМ rosae.
Визуализация результатов амплификации в 3 % агарозном геле показала, что клоны типов

М silvaticum и М knaufiae лишь в отдельныхслучаях (2,45 %) демонстрировалиполиморфизм
по указанным SТR-локусам. Локус Меl оказался наименее полиморфным,локус Ме7 наиболее

полиморфным для всех исследованных видов и форм (рисунок 1).

,БО
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-
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,...... -- .................. -- .--. --
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Пояснения: г I - Maaosiphum /'osae 10-{)3; г2 -- Macrosiphum rosae 10-04; k - тип Macl"Osiphum knautiae,
клон К32-10; s - тип Maaosip/1Um silvaticum, клон 18-10; d - Macrosiphum sp. doubtful, клон K20-IO;
g-- Macl"Osip/1Um gei 09-13.

РИСУНОК I -- Электрофореграмма продуктов амплификации микросателлитных локусов Mel,
Ме3, Ме5, Ме7тлей рода Macrosip/1U11I Pass. фауны Беларуси

Общую оценку полиморфизма по указанным локусам провели для всех 47 клонов

М knaufiaelsilvaficum (таблица2). Наблюдаемый полиморфизм при этом оценивали по формуле

р0= hr In, где n - общее число проанализированных образцов, h,. - фактическое число образцов,

демонстрирующих отличия по длине фрагмента.

Таблица 2 -- Характеристика полиморфизма тлей комплекса Macrosiphum silvaticumlknautiae
по микросателлитнымлокусам *

Локус Мотив
Размер фрагмента (п.н.) Количество аллелей Наблюдаемый

Тип k Тип s Тип k Тип s полиморфизм

Меl (GT)'7' " 115-125 115-125 1 1 О

МеЗ (CA).~± " 65-75 65-75 1 1 О

Ме5 (GT),•• "
50-55 50-55

2 2 О
60-65 60-65

Ме7 (АС),)." 45-50 45-50 1 I О

МеlО (ТАА). , " 125-135 125-135 1 1 О

*Тип k-тип М knautiae, тип s -тип М silvaticum; мотив SТR-локусов указан на основе литературных

данных по результатам исследования популяций М euphOl'biae [27].
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Следует отметить, что по пяти исследованным микросателлитным локусам тли ТИП!

М knautiae и М silvaticum не обнаружили полиморфизма ни по количеству аллелей, ни по длине

SТR-фрагментов. В то же время различия между этими формами и М /'osae были обнаружены

по локусам Ме3, Ме7 и MelO. Эталонный образец М gei отличался от исследуемых клонов

по всем пяти локусам.

Отсутствие полиморфизма между клонами М. knautiaelsilvaticum обращает на себх

внимание, поскольку принято считать, что микросателлитные локусы обладают выраженной

межпопуляционнойи ВнyIpипопуляционнойизменчивостью.Выбранныедля данногоисследованщ

SТR-локусызаведомо обладали низкой аллельностью,однако полное отсутствие полиморфизщ

на нащ взгляд, свидетельствуето принадлежности исследуемых форм к одной популяции, Т.е,к

одному виду, обладающемувнутривидовымполиморфизмом по признаку ursltarsII.
Заключение. Белорусские тли комплекса М. knautiaelsilvaticum, коллектируемыес

короставника полевого, не дифференцируются по микросателлитным маркерам. Формы,

различающиеся по морфометрическому индексу urs/tarsII, идентичны по STR аллелям ПЯТII

микросателлитных локусов. Учитывая, что STR-маркерbI обладают высокой межвидовой

изменчивостью, а также принимая во внимание ранее проведенные морфологические исследоваНl~

структуры комплекса, следует заключить, что М knautiae и М silvaticum не являются дискретНЫ\1JI

таксонами, а представляют собой единый вид, обладающий высоким полиморфизмом по значению

признака urs/tarsIl, который прежде использовался в качестве диагностического.
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Iп Еигоре оп Knautia ш-vеnsis (L.) Coult. Оl1е сап геgistегs tllгее apllis species Wllich аге уегу m01'pllOlogical
similar- Macгosiphu//1 I'Osae Liппаеus, 1759, Macrosip/7Um silvaticum Меiег, 1985 апd Macrosiphum knautiae
Ноlmап, 1972. Tllese species сап Ье identified Ьу tlle опlу fеаtше - morpllOllletric iпdех urs/tarsl 1. Rесепtlу

(!1е пumЬег of aLltllOrs has ехргеssеd ап орiпiоп оп tlle l1ecessity (о sупопуmу М silvaticum witll М knautiae.
Оиг study ofgепеtiс polymol'phism of 8еlагusiапapllids [гот К. агvепsis iп five microsatellite loci showed that
tllere is по diffегепсеs Ьеtwееп М silvaticum апd М knautiae, while М гоsае сап Ье confidently identified Ьу

three used STR loci. Tlle lack of polYlllorpllislll Ьеtwееп М silvaticllm апd М knautiae whell Iligllly vагiаЫе

loci were used says us аЬои! the Ьеlопgiпg studied forllls (о tlle соmmоп рорulаtiоп and, tllerefore, (о the опе

species Wllich cllaracterized Ьу iпfгаsресifiс роlуmогрlliSIll iп urs/tarsl I (·atio.

Keywords: Macrosiphum knautiae, Macгosip/7Um silvaticul11, micl'osatellites, STR, apllids.
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