
` экологическая генетика     TOM  XI   № 1   2013 ISSN 1811–0932

симбиогенетика

УДК 579.262, 591.557

Поступила в редакцию 30.08.2012
Принята к публикации 22.11.2012

Ю. Ю. Илинский  © 1, 2, 
М. А. Юдина 2, Е. А. Калмыкова 2, 
Р. А. Быков 1, Н. П. Высочина 3, 
Н. П. Винарская 4, 
И. К. Захаров 1, 2

1 Федеральное государственное 
бюджетное учреждение науки 
Институт цитологии и генетики 
Сибирского отделения РАН, Но-
восибирск;

2 Новосибирский национальный 
исследовательский государствен-
ный университет;

3 ФКУЗ «Хабаровская противочум-
ная станция» Роспотребнадзора;

4 ФБУН «Омский научно-иссле-
довательский институт природно-
очаговых инфекций» Роспотреб-
надзора

Матерински наследуемая сим- `

биотическая бактерия Wolbachia 
широко распространена среди чле-
нистоногих и некоторых нематод. 
Она обнаружена во всех главных 
отрядах насекомых, но некоторые 
таксономические группы остаются 
мало исследованными. 
Мы провели скрининг коллекции 
одной из таких групп, а именно 
15 видов блох (Siphonaptera), 
252 образца, собранных на терри-
тории Свердловской области и Ха-
баровского края. Для шести видов 
впервые установлен факт инфици-
рованности Wolbachia. На основа-
нии анализа литературных и наших 
данных мы оцениваем, что как 
минимум 500 видов из 2 тыс. опи-
санных к настоящему времени 
могут оказаться инфицированными 
Wolbachia.
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ИнфИцИрованность эндосИмбИотИческой бакте-
рИей Wolbachia вИдов блох (Siphonaptera: inSecta) 
свердловской областИ И хабаровского края

ВВЕДЕНИЕ

Виды отряда блох (Siphonaptera) — это высокоспециализированные экто-
паразиты млекопитающих и птиц. Строгая специфичность по отношению к хо-
зяину существует только у блох летучих мышей, остальным представителям 
отряда присущ широкий спектр хозяев. Классификация блох неоднократно 
претерпевала изменения и не может считаться окончательной (Wagner, 1939; 
Jordan, 1948; Smit, 1982). В нашей работе мы используем классификацию, 
предложенную С. Г. Медведевым, согласно которой выделяются четы-
ре инфраотряда: Pulicomorpha, Pygiopsyllomorpha, Hystrichopsyllomorpha 
и Ceratophyllomorpha, включающие более 2 тыс. видов (Медведев, 1990, 
1994, 1998, 2009). При этом описанная фауна Палеарктики значительно 
превосходит по объему любые другие области (Медведев, 2009).

Блохи могут выступать как самостоятельные болезнетворные агенты, 
в частности, вызывать кожные заболевания, такие как пуликоз (Pulex irritans) 
и саркопсиллез (Tunga  penetrans). Кроме того, они являются перенос-
чиками более двух десятков инфекционных агентов (Whiting et al., 2008; 
Росс и др., 1987). Следует отметить, что в исследованиях блох отдается пред-
почтение отдельным видам, таким как Pulex  irritans, Ctenocephalides  felis, 
C. сanis, Spilopsyllus cuniculi, Xenopsylla cheopis – блохи человека, кошек, 
собак, кроликов и крыс соответственно.

Альфа-протеобактерия Wolbachia  — матерински наследуемый внутрикле-
точный симбионт членистоногих и некоторых паразитических нематод. Среди 
насекомых, по разным оценкам, Wolbachia может быть обнаружена у 15–66 % 
видов насекомых (Werren, 1997; Jeyaprakash, Hoy, 2000; Hilgenboecker et al., 2008; 
Zag, Hammerstein, 2012). К началу проведения нашего исследования присутствие 
Wolbachia было отмечено только для 25 видов блох, которые относятся к трем 
наиболее многочисленным инфраотрядам отряда Siphonaptera: Pulicomorpha, 
Hystrichopsyllomorpha и Ceratophyllomorpha. В основном в работах исследовались 
образцы видов, собранные на территории Северной и Южной Америки (Gorham 
et al., 2003; Dittmar, Whiting, 2004; Luchetti et al., 2005), за исключением рабо-
ты по кошачьей блохе (Ctenocephalides  felis) из Франции (Rolain et al., 2003).

Уровень инфицированности может сильно различаться между видами: от 7 % 
у Ctenocephalides сanis до 94 % у Pulex simulans (Gorham et al., 2003). Отмеча-
ется и высокая вариабельность уровня инфекции среди популяций разных час-
тей ареала. Так, в различных сборах популяций песчаной блохи Tunga penetrans 
показано как отсутствие Wolbachia (Luchetti et al., 2004), так и тотальная зара-
женность (Fischer et al., 2002; Heukelbach et al., 2004; Luchetti et al., 2005). Кро-
ме того, для этого вида выявлен факт суперинфицированности, т. е. присутствие 
в одной особи филетически удаленных штаммов Wolbachia (Luchetti, 2005).

Исследования инфицированности Wolbachia видового разнообразия 
блох на обширной территории Северной Евразии и, в частности России, 
отсутствуют.

Нами был проведен поиск фактов инфицированности эндосимбиотической 
бактерией Wolbachia среди видов блох, обитающих на территории Свердловской 
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области и Хабаровского края, образцы которых были соб-
раны в 2009 и 2011 гг. соответственно. В данной работе мы 
впервые показали инфицированность Wolbachia для шести 
видов блох: Doratopsylla  birulai,  Hystrichopsylla  talpae, 
Neopsylla acanthina, Frontopsylla elata botis, Megabothris 
advenarius, M. сalcarifer. Учитывая результаты более ран-
них работ (Fischer et al., 2002; Gorham et al., 2003; Dittmar, 
Whiting, 2004; Heukelbach et al., 2004; Luchetti et al., 2005; 
Sekeyova et al., 2012), мы констатируем 31 симбиотическую 
ассоциацию Siphonaptera-Wolbachia. По нашим оценкам, 
как минимум 500 из описанных к настоящему моменту 2 тыс. 
видов блох могут оказаться инфицированными Wolbachia.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

коллекция блох. Коллекция блох создана на осно-
ве сбора насекомых с диких животных на территории 
Свердловской области (2009 г.) и Хабаровского края 
(2011 г.) и включает 252 образца (табл. 1). Видовое раз-
нообразие представлено 15 видами, которые относятся 
к двум инфраотрядам: (1) Hystrichopsyllomorpha — сем. 
Hystrichpsyllidae 9 видов; (2) Ceratophyllomorpha — сем. 
Ceratophyllidae, 4 вида, и сем. Leptopsyllidae, 2 вида. 
Вид Palaeopsylla  sorecis был представлен как в сбо-
рах Свердловской области, так и Хабаровского края. 
До выделения ДНК коллекция блох хранилась в 96%-м 
спирте при температуре –20 оС.

Выделение Днк и установление статуса инфици‑
рованности. Экстракцию ДНК проводили общеприня-
тыми методом (Marmur, 1961) с модификациями. Блох 
индивидуально гомогенизировали в 100 µl экстрагирую-
щего буфера (10 mM TRIS-HCl (pH 8.0), 25 mM ЭДТА, 
0,5 % SDS, 0,1 M NaCl) и инкубировали при +56 оС 
в течение 5 часов. После преципитации ДНК растворяли 
в 100 µl бидистиллированной воды.

Все образцы ДНК проверялись на качество посредством 
амплификации с универсальными для насекомых прайме-
рами 28sF3633 (5'-TACCGTGAGGGAAAGTTGAAA-3') 
и 28sR4076 (5'-AGACTCCTTGGTCCGTGTTT-3') (Choud-
hury, Werren, не опубликовано). Статус инфицированности 
устанавливалb на основе амплификации ДНК со специ-
фичными праймерами к 16SrRNA гену Wolbachia (рис. 1) 
W-Specf 5'-CATACCTATTCGAAGGGATAG‑3' и W-Specr 
5'-AGCTTCGAGTGAAACCAATTC-3' (Werren, Windsor, 
2000). Дополнительно к этому Wolbachia-позитивные об-

разцы в дальнейшем также проверяли с праймерами к ге-
нам gatB (5'-GAKTTAAAYCGYGCAGGBGTT-3', gatBR1: 
5'-TGGYAAYTCRGGYAAAGATGA-3' (Baldo et al., 2006) 
и wsp (81F 5'-TGGTCCAATAAGTGATGAAGAAAC-3', 
691R 5'-AAAAATTAAACGCTACTCCA-3' (Zhou et al., 
1998). Реакционная смесь общим объемом 20 µl содержа-
ла 2 µl ПЦР-буфера (Медиген, Новосибирск), 2 µl dNTP 
(0,8 мМ), 2 µl MgCl2 (3,0 мМ), по 4 µl каждого праймера 
(0,3 мМ), 0,5 U Taq-полимеразы. Условия ПЦР: 30 цик-
лов, первичная денатурация +94 °C 2', затем +94 °C 30'' 
в каждом цикле, отжиг праймеров: +54 °C — 50'' для 
28sF3633/R4076 и +55 °С — 45'' для W-Spec; элонга-
ция для 28SrRNA — 1' и для W-Spec — 1'30'', финаль-
ная элонгация в течение 9'. Ампликоны визуализировали 
в 1,5 % агарозном геле.

Вид
Террито-
рия сбора

Число образцов 
(инфицирован ных 

образцов); %

Инфраотряд Hystrichopsyllomorpha, 
семейство Hystrichopsyllidea

Catalagia striata Хб 1 (0); 0
Ctenophthalmus congeneroides Хб 62 (0); 0
Ct. pisticus pacificus Хб 9 (0); 0
Doratopsylla birulai Хб 5 (1); 20
Hystrichopsylla microti Хб 7 (0); 0
H. talpae Св 10 (8); 80
Neopsylla acanthina Хб 11 (1); 9,1

Palaeopsylla sorecis
Хб 1 (0); 0
Св 3 (0); 0

Stenoponia sidimi Хб 2 (0); 0

Инфраотряд Ceratophyllomorpha, 
семейство Ceratophyllidea

Frontopsylla elata botis Хб 20 (13); 65
Megabothris advenarius Хб 13 (5); 38,5
M. calcarifer Хб 23 (1); 4,3
Monopsyllus indages Хб 1 (0); 0

Инфраотряд Ceratophyllomorpha, 
семейство Leptopsyllidea

Leptopsylla bidentata Св 2 (0); 0
L. pectiniceps Хб 82 (0); 0

таблица 1
Инфицированность  эндосимбиотической  бактерией 
Wolbachia коллекции блох, собранных на территории 
Свердловской области (Св) и Хабаровского края (Хб)

Рис. 1. Электрофорерограмма ампликонов гена 16SrRNA  Wolbachia. Дорожки:1–13 — Frontopsylla  elata  botis, 14–17 — 
Doratopsylla birulai, 18 — положительный контроль (линия w153 Drosophila melanogaster, генотип Wolbachia wMelCS), 
19 — отрицательный контроль, 20 — маркер молекулярных масс 100 bp + 1,5 Kb + 2,0 Kb
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 

Все выделенные образцы ДНК оказались надлежащего 
качества, после скрининга эндосимбиотическая бактерия 
была обнаружена у видов-представителей обоих инфраот-
рядов: Hystrichopsyllomorpha и Ceratophyllomorpha. В на-
шем исследовании все случаи присутствия инфекции выяв-
лены впервые. В целом Wolbachia-позитивными оказались 
40 % видового разнообразия коллекции и 11 % общего 
числа образцов (табл. 1).

Количество экземпляров каждого вида в изучаемой 
коллекции варьирует от 1 до 82. Исходя из этого, мы раз-
делили коллекцию на две группы: [1] виды, представлен-
ные малым (от 1 до 13) и [2] — значительным числом об-
разцов (от 20 до 82). Среди первой группы у 4 из 11 видов 
была обнаружена Wolbachia, что может указывать на вы-
сокую долю инфицированных бактерией особей в попу-
ляции этих видов. При этом отсутствие Wolbachia во вто-
рой группе коллекции: Leptopsylla pectiniceps (82 особи) 
и Ctenophthalmus  congeneroides (62) вовсе не означа-
ет, что эти виды свободны от Wolbachia.  Действитель-
но, Hilgenboecker et al. (2008) констатировали феномен 
распределения Wolbachia внутри отдельно взятого вида 
на очень высоком (>90 %) или низком уровне (<10 %).

Высокая концентрация инфицированных особей в по-
пуляциях может указывать как на то, что бактерии вызы-
вают какие-либо репродуктивные аномалии, так и на то, 
что симбиоз носит мутуалистический характер. Общеиз-
вестно, что у членистоногих бактерия вызывает различ-
ные репродуктивные аномалии: цитоплазматическую не-
совместимость, андроцид, феминизацию и партеногенез 
(последние 3 приводят к сдвигу в соотношении полов). 
Однако для представителей блох нет никакой информации 
о возможной биологической роли Wolbachia. Так, регист-
рируемые случаи сдвига в соотношении полов в популя-
циях блох (Gorham et al., 2003) могут объясняться не вли-
янием Wolbachia, как отмечают сами авторы, а половым 
диморфизмом, когда самцы характеризуются более корот-
кой продолжительностью жизни (Marshall, 1981).

В нашей работе впервые получены данные о статусе ин-
фицированности Wolbachia 15 видов блох для ранее неис-
следованного биоразнообразия и ареала, что существенно 
дополняет наше представление о распространенности эн-
досимбиотической бактерии Wolbachia среди видов отря-
да Siphonaptera. Суммируя ранее опубликованные и наши 
результаты мы констатируем о 31 факте симбиотической 
ассоциации «Wolbachia — виды отряда Siphonaptera». 
Мы попытались оценить уровень распространения бак-
терии среди видов блох. Dittmar и Whiting (2004) выяви-
ли инфицированность Wolbachia у 20 из 79 видов блох 
(25 %), но при этом анализировалась только одна особь 
от каждого вида. Следовательно, данное значение можно 
рассматривать как нижнюю границу инфицированности 
среди блох, в частности, таких больших инфраотрядов как 
Hystrichopsyllomorpha и Ceratophyllomorpha. В нашем 

исследовании общая зараженность Wolbachia составила 
40 %, что, на наш взгляд, также можно рассматривать как 
заниженное значение, поскольку в большинстве своем 
выборки видов немногочисленны. Таким образом, при-
нимая оценку нижней границы инфицированности блох 
на уровне 25 %, и экстраполируя на описанное видовое 
разнообразие, как минимум 500 видов отряда Siphonaptera 
инфицировано Wolbachia. В действительности это значе-
ние может оказаться значительно выше.

Результаты анализов нуклеотидного разнообразия сре-
ди изолятов Wolbachia из различных видов блох демонс-
трируют несколько филетических линий (Ros et al., 2009), 
которые относятся к паразитам (артрапод-инфицирую-
щим) и мутуалистам (нематод-инфицирующим). Поэтому 
дальнейшее направление исследований требует прове-
дения филогенетического анализа выявленных изолятов 
Wolbachia на основе современного протокола описания 
штаммов (Baldo et al., 2006), а также расширения скри-
нинга видового разнообразия и ареала исследования.
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Wolbachia InfectIon among fleaS  
(SIphonaptera: InSecta) of SverdlovSk regIon 
and khabarovSk terrItory

Ilinsky Yu. Yu., Yudina M. A., Kalmykova E. A., Bykov R. A., 
Vysochina N. P., Vinarskaya N. P., Zakharov I. K.

Summary ` :  Wolbachia are  maternally  inherited  symbiotic  bac-

teria  that  are  widespread  among  arthropods  and  filarial  nematode 

parasites. It has been found in all main insect orders although some 

of them are still insufficiently studied. We performed pcr-screening 

for  15  species,  252  samples  of  fleas  (Siphonaptera),  that  had  been 

collected in the Sverdlovsk region and khabarovsk territory. Six new 

symbiotic  associations  of  Wolbachia-Siphonaptera  were  found  for 

the first time. on the basis of earlier published data and the results of 

the current  study we estimate that a minimum of 500 out of 2000 spe-

cies in the Siphonaptera order are infected with Wolbachia.

key WordS ` : Wolbachia; Siphonaptera; biodiversity; symbiosis; pop-

ulation.
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