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BBeneHlle. Семейство настоящих тлей (ApJlididae) включает большое количество (<проблем­

ныю) форм и групп: видов с неясным таксономическим положением; родов, четкие границы

между KOТOPbII\H1 не удается установить; и таКСОIiОв более высокого ранга, таких как трибы, со­

став которых не яссн и требует ревизий. Для дифференциации видов тлей и установления фило~

генетнческих отношений между таксонами используют молекулярно-геНС1"ические маркеры,

представляюшие собоii участки генов или межгенные спейсеры, для которых показано, что ско­

рость эволюции геномов по этим областям положительно коррелирует со скоростью эволюции

таксонов, которую мож.ю оценить с использованием ИНЫХ критериев: морфологического, эколо­

гического и др. [1J.
Филогенетические исследования насекомых традиционно основываются на сраВI1ении ну­

клеотидных последовательностей митохондриальных генов. Однако по многим данным [2]
ядерные гены обеспечивают более устойчивый филогенетический сигнал на протяженных

участках временной шкалы из-за меньше["о его экранирования возможными гомоплазиями

(как неоднократныии прямыми, так и обратными заменами), что чрезвычайно важно на над­

видовом уровне.

Субъединица а фа".ора элонпщии 1 (EF.Ja) - один из наиболее перспе....ивII/x ядерных

маркеров, использующийся в геносистематике и филогении насекомых [3; 4]. Фа).,..оры ЭЛОIIГЗ­

ции - семейство высоко консервативных белков, экспрессирующихся во всех живых клетках

и обеспечивающих Э1!онгацию белковых цепей на РI!босо~шх. Анализ нуклеотидной последова­

тельности EF~/a предоставляет информацию, которая может быть использована как для диффе­

ренциации родов, так и для диапlOСТИКИ видов внутри рода, в том числе близких l5].
Гены рибосомальныx РНК (рДНК) широко используются в эволюционном анализе насеко­

мыХ.. Сами гены pPJ-IК, являясь ЭВОЛЮЦИОIIНО консервативными, предоставляют удобныс сайты

для связывания праймеров, 8 то время как находящисся между ними неКОЩlрующие межrеЩl.ые

спейссры (ITS) представляют собой высоко вариативные области, удобные для применения

в филогенетических исследованиях, в том '{исле близких таксонов, идентификации криптиче­

ских видов, а также в популяционных IJ филогеографнческихисследованиях. IТS~регионы пред­

ставляют собой последовательности, располагающиесямежду генами J8S и 5,85 (1Т51), а также

5,85 и 285 рРНК (IТS2). Нуклеотидныйсостав и размеры !ТS·регионову эукариот разных таксо­

номических групп существенно отличаются. В частности, рядом исследователей показано, что

ИЗМСIIЧИВОСТЬдлин ITS реПЮIIО6 даже у видов одиого рода настолько высока, '{то длина ампли­

фицируемого участка может служить критерием видовой диаГНОСПIКИ [6J.
Цель работы- оценка применимостн маркеров EF-Jo. и 1Т5 для видовой диагностики тлей.
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МатерllaЛЫ и методы UСС.'lедоваlIИИ. Сборы тлей исследуемых видов провели в 2008-2010 rr.
Данные об исследованных знтомологических образцах представлены в табл. 1.

Т а б л и ц 11 1. АфН.!IОЛОГН'lес~иЙ .VllIтериал. ИСllОЛЬЗОl:lанный 1:1 ИССЛеДОl:lаНIIИ

Вн" Шкфрсбор,а Даrа сЩа PaCrCK1<C-l<()UIIII м"",roсбор~
KO.1Gcn-
Вш'

Aphi!fabo.e [аЬае
10-B 15.08.2010 Chenopodjunl album L. Беларусь. МИНСКИЙ р-Н,

П'950583
SCOD. ". КПЫЖОIIКII.

Aphis Maei У. d. 0001 10-454 09.07.2010 ЯиЬи! Id(leus L. Бе:шрусь. СТОJJбl!О8СКИt'i 1Р950580

Р-Н. Око. д. СJ10бо:Нl

Беларусь. МИIIСКЭJ об:l ..
АрМ! ruborum Вl1rп. ]0-504 14.07.2010 Rublls caesius L. Сто.trБI10RСКНЙ p-II. 11'95058]

окр. д. I{лстище

Aphis pomi d. Occr 11>-09 30.06.2010 Ма/и! domesticu Borch.
БСJ1аРУСh. МllНС/(ИЙ р_и, Jt'950582

,'1. ПРllЛУКlt

D)"saphis sorbi (Kalt.) I(}-42 09.08.2010 SQrbus aucuparia 1..
Беларусl., МИIIСКI!Й р_и,

JF950577
11. КоыжоtlЮl

D)'saphis 'аррае 'ар-
10138 27.07.2010 Arctium /арра L.

Россия. ~·lаЙаМСКIIJI р_и. 11'950578
оае (КосЬ) п. Рыбаm.:а

D)'saphi!> ne\l'!>k)"i
10084 04.07.2010 {-/иа.с{еum sp. POCCItJI. Турочакс"ий р-н.

1F950584
(Bt'!rncr) 11. Аотыбаш
Phorodon Iщrnw/i

10-<>1 30.06.2010 PrWIIW!> "rmcniaca L.
Белар)"съ, Мююшй p-II.

11'950579
Schrk. д. Прилvки

Для выделения ДНК использовали DNA Purification Kit (Fегшепtаs). ПЦР riроводили в стан­

дартных условиях с праймерами: IF-1а:F/ЕF-lа:R (ЕР-lа) [7]; В/С (IТS1) [8]; IТS5/IТS4, its3Тгеш/

its2Trem (IТSI-5.8S-1TS2) [9; 10]; CAS5p8sFc/CAS28sBld, 5.8S-F/28S-R (ITS2) [11; 12].
ДНК-проду",. секвенировали lIа 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, USA) с BigDye

Terminator vЗ.l Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, USA).
Множественное выравнивание, статистический анализ последовательностей и построение

филограмм лровели !:t nporpaMMe МЕОА4. Генстические дистанции (00) между последователь­

ностями вычисляли по методу максимальногоправдоподобия,который учитываетвсроятность

нахождения каждого нуклеотидав каждой конкретной позиции. При расчете ао и построении

дендрограмм были также использованы последовательностииных видов тлей, полученные из

GellBank (NCBI) [13]. Идентификационные коды данных последоватслыюстей указаны на ри­

сунке. Применимость маркера ДЛЯ работы Ila различных уровнях оценивали исходя из фУlща­

ментального ПРИНЦИllа геносистематики,согласно которому уровень внутривидовойвариатив­

ности любого локуса должен быть ниже. чем уровень вариативностиэтого локуса у особей раз­

ных видов [14].
Результаты It "х обсуждеНIIС.ИСПО;1ьзовmmсEF-Ia в вllдовоii дuагu()сmll1\е 1fиеЙ. Филогене­

тическую информативностьEF-Ia оценили по результатам сравнения последовательности фраг­

мента reHa EF-Ia длинной 493 п. н. для 11 видов тлей, принадлежащих к 4 родам 2 триб. В част­

нQc1'и, провели расшифровку EF-Ia для А. idaei, А. гuЬогuт, А. fahae jabae. А. рот;. Ph. humuli,
D. sorbi, D. "еж~kyi, D. /аррае /аррае. Еще ТрИ последовательности EF-Ia тлей рода ВгасJ~vсаlldщ

получили из GenBank [13]. Исследованный фраl'мент гена включал ЗКЗ0Н, ГОМОЛQl'ИЧИЫЙ участ­

ку с 491 по 889 нуклеотид соответствующей мРНК (ЛК341330), а также 5'-прилежащий высоко­

вариабельный участок длиной 94 нуклеотида, представляющий собой концевой фрагмент ни­

трона гена EF-/a.
Для исследуемой группы тлей рассчитали величины генетических дистанций, представлен­

ные 8 табл. 2.
При этом оБН<JрУЖИЛИ, что внутри родовые генетические дистанции, раССЧIlтаНllые по AatIHO­

му маркеру, соизмеримы с GO, полученными lIа основе сравнения последовательностей reHa
субъединицы 1 ЦИТОХРО.\юксидазы с (СО!), который в настоящее время является наиболее широ­

ко применимым филогенетическим маркером. В частности, средняя дистанцня между видами
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Т а б л 11 Ц а 2. Матрица IIОllариыl. гtнетичtеких !tиетаtШltй LI.JI.II 8И1l06 pOlloBAphis ..... Dysaphls mrп.
и Brachycaudus \l.d. Goot, рассчитаиная иа OCH08t ПОСJ1f308аТfЛl>llоеТfii EF-Ia (ИltЖIIИ~ част.. маТрИЦI>I)

и СО} (8fр:';ИЯ'll часть матрицы)

.", , , 3 , , , 1 • , 10 "
I.А. iduei О,()(){) 0.075 0,11/ 0.083 0.073 0./07 0,1/8 0.//4 0.110

2.А. ruborulfI 0,0\9 0.075 0,111 0.083 0.073 0.107 0.1/8 О, "~ 0.//0

3.А·РОIfl! 0,022 0.026 - - - - - - - -
4. А.fаlюеfаЬае 0.081 0.085 0.073 0./15 0.09/ ОЛ91 0.108 0./// 0,099 0.095

5. Ph. }/Ulflu/i 0.136 0,132 0.123 0.114 0.083 0.080 0.09/ 0,098 0.085 0,080

6. Н. he/icJ/ry!ii 0,150 0.141 0.132 0.127 0.057 0,038 0.055 0,083 0,061 0.062

7. В. lragopogol1i$ 0.150 0,141 0.132 0.127 0.073 0.026 0,(}55 0,079 0.072 0.076

8. В. cardui 0,150 0.141 0,137 0.123 0.069 0.034 0.041 0.080 0,069 0.062

9. О. !iOгЫ 0.3"'0 0.328 0.328 0,328 0.272 0.231 0.262 0.226 ОЛ8З 0.073

10. О. nеИ:!ikyi 0.370 0.352 0.358 0,370 0.3 10 0,279 0.300 0,263 0,081 0.035

1]. О. /аррш! /аррае 0.146 0.328 0.]]4 0.346 0.283 0.253 0.273 0.237 0,030 0.057

рода Dysaphis Вбrп. составила 0,054, между видами рода Вгасhyсаudщ v. d. Goot - 0,034, а между
отдельнымlt видами рода Aphis L. средняя дистанция была равна 0,051. В то же время генетиче­

ские дистанции между представитеЛЯМli близких родов оказались заметно выше, чем это было

указано для последовательности СО!. А именно, средняя дистанция между группами Dysaphis
и Brachycalldus составила 0.256. что указывает на существенные межродовые различия по срав­

ниваемой последовательности EF-lo. даже между сестр.,нскими родами. Данный факт может

быть обусловлен включением в аllализ не только белоккодирующей последовательности, 110 и

частично 5'-прилежащего ннтрона. Иитроны, которые не находятся под прямым действием от­

бора, способны накапливать и сохранять в ряду поколений большее число ЗЗJl.lен во всех трех

позициях кодонов, нежели консервативные беЛОККОДИРУlOщие последовательности.

При построении филограмм с использоваliием последовательности EF·la происходитдосто­

верное отделенисродов, как зто представленона рисунке.

Принято считать, что у всех организмовМИТОХОНДрl!а.lьныеre~lbI, к которым ОТНОСитСЯ COl,
менее консервативны, чем гены ядеРlюii дик (В данном случае - EF-la) (2]. Однако В нашем слу­

чае, Прl! включении в анализ участка, соотвеТСТВУЮЩСl'О иитрону, GD между отдельными вида·

ми и родами оказались существенно ВЫШС, чем это было ранее показаио для COl. Получасмые

....
Aphis Idнi JF950580

Aphis rvborum JF950681

Aphis рот; JF9&o6г2

'----АРhiS{аЬае юЬае JF95053З

'---- PhoroOOI1 питии Jf95й579

17

Вг.к:nусащ1U$ nelichrysi~1"~

.1i Вnlchyc.;wdm. lтi1gOpof1Onis DQOOS14S

Вrachyc.udus c.,dul А У21Э7ЗS

г-----DysгрhlsntlWSkyf JFЭ50584

'---------------;'"00" Dysaphfs оогЫ JF95БSТ7

~phfs/аРР4е lapPIН JF95QS7fJ

"
Дендрогра.\tма Филогснетических взаИ.\tООТIIOШСJlИЯ тлеЯ родов rlphis L" Dysaphis BOrn. 11 Bruchycuudus У. d. 0001.

ШХ:Тpt>CIШШlс ИСIЮJIЬ30ванисм:>IС'}'О.'111 «миннмумаJ8OJIЮЦИЮ~ на основе зна;Ш'11t 1l000ilсдовате;н.ностиEF-/Q.
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с использованием EF-/a значения генетическихдистанций указываютна принципиальнуювоз­

можностьиспользованияданного маркера на уровне выше родового.

ИСnОJlьзоваllllе/ТS4peгиo1/oв в вuдовой дtlагllОстllке пией. При получении фрагмеНТО8 IТS

были опробованы все пары праймеров, а также их различные сочетаюtя [7-12]. Предполагали

получить ПSI. ITS2 и фрагмент, включающий обе [TS области и полноразмерный ген 5,85 рРНК,

lIаходящийся между ними. Однако несмотря на вары!роваllие условий ПЦР и состава реакциоtl4

ной смеси, не удалось получить воспроизводимые результаты в данном эксперименте.

Во-лерных, результаТbI ПЦР не были стабильны и при использовании одной и той же ДНК4

матрицы могли приводить как к получению нескольких полиморфных фрагментов, так и к пол­

tЮМу отсутствию продукта на эле",рофорсграмме. Указанный ПОЛI!МОРфизм получаемых фраГ4

ментов Ile демонстрировал ни индивидуальной, ни видовой зависимости. а был вызван, скорее,

трудно определяемыми условиями каждой КОIIКРСТIIOЙ ПЦР.

Во-вторых, получаемые фрагменты ДЛЯ тлей разных ВИДОВ из разных родов не дифференци­

ровались по молекулярной массе. как это описано ДЛЯ животных других групп [IOJ.
При попытке определить причину невозмажности стабильного получения единичного фраг­

мента ITS проанализнровали ряд последовательностей, опубликованных в GепВалk и представ­

ляющих собой IТSI и IТS2 различных видов тлей, в частности IТS\ AmpllOropllOra idaei (Вбгп.),

IТS2 Bracl/ycaudlls ballofae (Pass.). Apllis passeriniaJla (Guerc.) и Масгщiрhumsp. и весь пs регион

Мj':Щ persicae (Sulz.). В процессе анализа нуклеотидных последовательностей рассчитали со­

держание ГЦ-пар, а также содержание абсолютно ГЦ4богатых кодонов (имеющих гуанин или

цитозин во всех трех позициях) в целевых фрагментах.

Анализ НУlUlеотидного состава указанных областей показал, что в полной последователыю­

сти ITS-реГИOllа М persicae (1911 Ьр) содсржаН~lе ГЦ-пар составляет 63 %. ITSI А. idaei (220 Ьр)

содержит 68 % гуанинз и цитозина, а содержание этих основании в 1Т52 В. ballotae (415 Ьр),

А. ра.пегiniапа (409 Ьр) и Macrosiphum sp. (381 Ьр) равно 68. 72 и 66 % Соответственно, Содержа­

ние абсолютно ГЦ-богатых кодов в "Этих участках превышало ЗО %.
Как свидетельствуют данные, представленные В табл, З, столь высокое содержание ГЦ-пар

в IТS-областях, очевидно, является специфической особенностью генома тлей, l'le свойственной

большинству других насекомых. Только представители отряда Lepidoptera несколько приближа­

ются к тлям по содержаЮIIО ГЦ в IТS-областях. Однако содержание абсолютно ГЦ-богатых ко­

донов в IТS-фрагмеllтахтлей значительно превыаетTтаковое, IlаблюдаемоеДЛЯ насекомых дру­

ГitX таксономических rpYIНl,

т а б JI И 1\ а 3. ПроцеllТllое fодеРЖ:lllllе гуа"ння 11 UIIТOJ"H:I В IТ5.регнона:t; IlilCe"OMI:t.I:t; разных Tali:COIIOB

Такс,",,, Ни., Фра...t"Т 1•• Ьр 1'1,% А/Х ГII.~. "Q:I GtnВзn!<
Homonlern Amnhoronhor{/ id{/(!; (Абгп.) 1"1"5] 220 68 3804 Х78807

Homontera Anhis /ЮSsегiniаnа (Gucrc. 11'52 409 72 37,S EUI89S60

Hornoplcra Rrachycaudu.f ballotM (Pass.) IТS2 415 68 3].2 EU189S70

!!omonlcra Macro.~iDhllln,т. 11'52 381 66 30.7 EUI89S39

JlomOnlcra ,\11,7115 ner5icae (Sulz.J IT5 19[ t 63 30.0 А}Ч87712

Ilymenoptcra Api5 me/fj его теШ еп, L, lТ51 127 22 2,4 " 195226

I_epidoptcra Plebeju5 ::ephyriml5 (Christoph.) 1'1'52 432 '6 19,4 HM175710

Colcoplcra Ort';na e!vngala ruffoi (Fлшz.) 1"1"52 589 46 8.2 ОО220169

Di Icra .4110 IIele5 hvrcanrlS (РаН.) П"S2 547 47 9.3 AYSIS]75

При м с ч а н и е: L, Ьр - дnиаа фрагмента (11. 11.). Абе. ги - «.а(kОilЮТIIО ['lНюгатые» КОДОIIЫ.

Высокое содержание гуанина и цитозина в целевом фрагменте может являться препятствием

ДЛЯ получения воспроизводимых результатов ПЦР. Указанное может обуславливаться как ~IC­

полным плавлением дик в каждом раунде амплификации, так и эффектом «проскальзывания»

Таq-полимеразы на ГЦ-богатых участках ДНК-матрицы, а также эффектом супрессии ПЦР, вы-
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званным возможным образованием внутримолекулярных дуплексов внутри ГЦ-богатых обла­

стей, препятствующих отжигу праймеров [15].
Несмотря на возможность преодоления такого рода препятствий ДЛЯ получения целевого

фрагмента, tlевозможно рекомендовать использование IТS-регионов для рутинной видовой диа­

ГНОСтики тлей как по причине трудности их получения, так И из-за возможности ошибочного

вовлечения в филогеllетнческий а~lализ анонимных 110Л~IМОРфных фрагментов ДНК. появление

которых в качестве продукта ПЦР может являться следствием «сложностю> нуклеотидного со­

става IТS-областей у тлей.

Эффе/.:mU6l/осmь nр,шеllеllllЯ раЗЛlflll/ЫХ .1IОлеА.)IЛЯр1l0-zеllеmuческuх .\fOркеРО6 для 6идовой

дllагllосmllКU тлей. Суммируя результаты подбора молекулярtю-генетических маркеров для ви­

довой диагностики и филогенетических исследований тлей можно констатировать, что исполь­

зованные в данном исследовании маркеры, за исключением IТS-фрагментов, могут быть приме­

нены для молекулярно-видовой диагностики тлей и филогенетических построений. Однако раз­

решающая возможность отдеЛЫJЫХ маркеров Ile одинакова, и выбор маркера должен быть

соотнесен с целью каждого конкретного исследования. Границы применимости исследованных

малекулярно-генеп!чесю!х маркеров отображены в табл. 4.

т а б JI И Ц U 4. ГраННЦ!>1 прнМtнtНШI rtHtTH'ltCh:HX map..-:tрОВ

»молth:УШlрно-фндогtнtтнчtС"-:НХ нсслtдованнях ТлtА

Ра]рсwalOЩU 8QJ"OJt;"OXT.

Мзркер

Тр"6а род В" по..."... 1<.10" 0.:06.

мтДНК СО! + + +
EF-Ia + + + +

хДНК
ITS' - - - - -

1I Р и м 1::" а н н с: • - по оценке ВОЗМОЖIIОСТИ НСПОЛi>ЩВЗННJI В PYTHJJIIO~1 аНЗ.11IЗС.

Следует отделыю отметить, 'по последователыюсть EF-Ja, включающая экзон и интран, об­

ладает большей разрешающей способностыо прн работе с таксонами тлей надвидового уровня,

чем последовательность COJ. Данный фа",. особешю важен при работе с крупными takcoha:-'fIi,

в которых эффе....,. «насыщения» последовательностиднк СИНOIНlМИЧIIЫJ\1ИнуклеОТItДНЫМИза­

менами сказывается наиболеесильно [2J.
За":ЛЮ'lеIlIlС. Использование EF-/a в молекулярно-вltдовойдиагностикетлей и геНQCистема­

тических исследованиях позволяет получить отчетливый филогенетичеСКIIЙсигнал на уровне

видов и тзксонов более высокого ранга. IТS-регионы.в силу особенностейнуклеотидногососта­

ва указанных областей генома тлей. не пригодныдля рутинного ПРI!менения в видовой диагно­

стике Aphididae. Последовательность EF-/a, при )'словии включения в анализ ИНТРОНО6 даНlIOI'О

гена. обладает большей разрешающей способностью nplJ работе с таксонами тлей наД8ИДОВОГО

УРОВIIЯ, чем последовательность COJ.
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