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Сравнение сиквенсов гена малой 
субъединицы рРНк изолятов ми-
кроcпоридий стеблевых мотыльков 
рода Ostrinia из России и Беларуси 
показало их принадлежность виду 
nosema pyrausta. Для оценки 
генетического полиморфизма 
определены нуклеотидные по-
следовательности молекулярных 
клонов межгенного спейсера pРНк 
(intergeniс spacer, IGS) изолятов 
n. pyrausta из Ostrinia nubilalis 
и Ostrinia scapulalis из красно-
дарского края, а также O. nubilalis 
из Гомельской области Республики 
Беларусь. Анализ полученной и до-
ступной в Генбанке информации 
показал высокий уровень дивер-
генции по локусу IGS как между 
изолятами разных видов и популя-
ций микроспоридий, так и между 
молекулярными клонами в пре-
делах индивидуальных изолятов 
паразитов.
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ВВЕДЕНИЕ

Тип Микроспоридии —  группа одноклеточных эукариот, родственных 
грибам (Fungi), вместе с другими облигатными внутриклеточными пара-
зитами (Cryptomycota и Aphelidea) составляющая надтип Opisthosporidia 
(Holomycota: Opisthokonta) [1]. Подавляющее большинство микроспори-
дий паразитируют в многоклеточных животных, достигая максимального 
разно образия и обилия микроспоридий в членистоногих, а также в рыбах. 
Для целого ряда массовых видов чешуекрылых насекомых микроспоридии 
выступают в качестве естественных регуляторов численности, способствуя 
в том числе предотвращению вспышек массового размножения сельскохо-
зяйственных вредителей [2, 3]. Считается, что микроспоридии инвазивных 
видов членистоногих при передаче популяциям аборигенных видов хозяев со-
ответствующих систематических групп вызывают их угнетение, способствуя 
успеху видов-интродуцентов, имеющих большую устойчивость к паразитам 
благодаря сложившимся коэволюционным связям [4–7]. Кроме того, при-
сутствие микроспоридий в производственных культурах насекомых может 
привести к значительному ухудшению состояния колоний, вплоть до их пол-
ной элиминации [2, 3, 8].

Nosema pyrausta (Paillot, 1927) Weiser, 1961 —  микроспоридия, описан-
ная из кукурузного мотылька Ostrinia  (Pyrausta) nubilalis  (Hübner, 1796) 
(Lepidoptera, Crambidae) во Франции [9]. Заражение кукурузного мотылька 
микроспоридиями предположительно данного вида регулярно детектирова-
лось в Западной и Восточной Европе [10–12], а также в европейской части 
России [13]. Весьма существенное влияние микроспоридиоз оказывает на се-
зонную и многолетнюю динамику численности кукурузного мотылька в Се-
верной Америке, куда вредитель был завезен в начале прошлого столетия 
[14]. В этой связи неудивительно, что наиболее интенсивно паразит изуча-
ется в США [15–18]. В то же время работы по выявлению микроспоридий 
в кукурузном мотыльке, обитающем в Европе, носят фрагментарный харак-
тер [10–13], что тормозит исследования в области видовой идентификации, 
генетического полиморфизма и разработки методов диагностики этих пара-
зитов в природных популяциях, а также в лабораторных культурах насеко-
мых-хозяев.

В настоящей работе проанализированы нуклеотидные последовательно-
сти двух локусов, SSU rRNA и IGS, для четырех изолятов N. pyrausta из двух 
видов стеблевых мотыльков рода Ostrinia, отловленных на территории Рос-
сии и Беларуси.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Для экстракции геномной ДНК использованы следующие изоляты ми-
кроспоридий (каждый —  из одной зараженной гусеницы насекомого-хозя-
ина): Npyr1 и GM173 из гусениц O. nubilalis, собранных в посевах кукурузы 
в Гулькевичском районе Краснодарского края в 2014 и 2008 гг. соответствен-
но; Mong1 из O. nubilalis, собранного в Мозырском районе Гомельской обла-
сти Республики Беларусь в 2015 г.; и SС104 из гусеницы Ostrinia scapulalis 
(Walker, 1859) Muutura et Monroe, 1970, собранной на дикой конопле в Сла-
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вянском районе Краснодарского края в 2008 г. Геном-
ную ДНК выделяли по стандартной методике [20]. Для 
амплификации фрагментов гена рибосомальной РНК, 
соответствующих локусам малой субъединицы рРНК 
(small subunit ribosomal RNA, SSU rRNA) и межгенно-
го спейсера (intergeniс spacer, IGS), использовали пары 
праймеров 18f::1492r [20] и HG4F::5SR [21] соответ-
ственно. ПЦР проводили в стандартных условиях с ис-
пользованием Colored Taq-полимеразы (Силекс, Мо-
сква) на амплификаторе «Терцик» (ДНК-Технологии, 
Москва). Продукты амплификации разделяли электро-
форетически в 1 % агарозном геле и очищали из фраг-
ментов геля, расплавленного в растворе 6 М йодида 
натрия методом сорбции на оксиде кремния [22]. Нук-
леотидные последовательности очищенных ампликонов 
определяли методом секвенирования на генетическом 
анализаторе ABI Prism Genetic Analyzer 3500, напрямую 
или предварительно клонировали их в векторе pAL-TA. 
Полученные нуклеотидные последовательности редак-
тировали вручную в приложении BioEdit [23], сравни-
вали с таковыми, доступными в Генбанке, с помощью 
встроенной утилиты BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.
gov/Blast.cgi) и выравнивали в BioEdit с использовани-
ем функции Clustal W.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Амплификация локуса SSU rRNA микроспоридий 
с праймерами 18f::1492r была успешной для всех четы-

рех изолятов микроспоридий, использованных в насто-
ящем исследовании.  Размер продуктов амплификации 
локуса SSU rRNA составил порядка 1200 н. о. Резуль-
таты секвенирования показали полную идентичность 
последовательностей локусов у четырех изолятов. Кроме 
того, было продемонстрировано их стопроцентное сход-
ство с сиквенсом, депонированным в Генбанке под номе-
ром доступа HM566196.  Данный гаплотип обнаружен 
у изолятов микроспоридий из кукурузного мотылька, со-
бранных нами ранее во Франции и в европейской части 
России.

Указанная нуклеотидная последовательность имеет 
три точечные мутации на 1198 н. о., то есть характеризу-
ется дивергенцией на уровне 0,03 % по сравнению с та-
ковыми, известными как для типового вида рода Nosema 
Nägeli, 1857 —   Nosema bombycis Nägeli, 1857 (номер 
доступа AY209011), так и для N. pyrausta, американско-
го происхождения (номер доступа AY958071) (табл. 1). 
На основании этих данных ранее нами был пересмотрен 
таксономический статус N.  pyrausta,  и типовой нукле-
отидной последовательностью признана таковая, заре-
гистрированная для Франции, поскольку типовое место 
обитания этого паразита —  Франция [9]. Обнаружение 
идентичных последовательностей у паразитов кукуруз-
ного мотылька в Краснодарском крае (изоляты Npyr1, 
GM173 и SC104), а также в Республике Беларусь (изо-
лят Mong1) позволяет считать данный гаплотип «фикси-
рованным» для территории Европы и эталонным (типо-
вым) для N. pyrausta.

Сиквенсы SSU rRNA Сходство (снизу) и различия (сверху) сиквенсов SSU rRNA

№ Вид микроспоридии 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

1 Nosema bombycis AY209011 = 0 0 0,001 0,003 0,003 0,002 0,003 0,003 0,005 0,006 0,008 0,009

2 Nosema spodopterae AY747307 1,000 = 0 0,001 0,003 0,003 0,002 0,003 0,003 0,005 0,006 0,008 0,009

3 Nosema heliothidis FJ772435 1,000 1,000 = 0,001 0,003 0,003 0,002 0,003 0,003 0,005 0,006 0,008 0,009

4 Nosema trichoplusiae U09282 0,999 0,999 0,999 = 0,002 0,002 0,001 0,002 0,004 0,006 0,006 0,009 0,010

5 Nosema pyrausta HM566196 (FR) 0,997 0,997 0,997 0,998 = 1,000 0,003 0,004 0,006 0,993 0,008 0,011 0,011

6 nosema pyrausta npyr1 (Ru) 0,997 0,997 0,997 0,998 1,000 = 0,003 0,004 0,006 0,993 0,008 0,011 0,011

7 Nosema cf pyrausta AY958071 (US) 0,998 0,998 0,998 0,999 0,997 0,997 = 0,003 0,005 0,006 0,007 0,010 0,011

8 Nosema tyriae AJ012606 0,997 0,997 0,997 0,998 0,996 0,996 0,997 = 0,006 0,007 0,008 0,011 0,011

9 Vairimorpha imperfecta AJ131645 0,997 0,997 0,997 0,996 0,994 0,994 0,995 0,994 = 0,006 0,008 0,011 0,011

10 Vairimorpha ceraces EU267796 0,995 0,995 0,995 0,994 0,993 0,993 0,994 0,993 0,994 = 0,001 0,011 0,013

11 Nosema antheraeae EU864526 0,994 0,994 0,994 0,994 0,992 0,992 0,993 0,992 0,992 0,990 = 0,011 0,014

12 Nosema fumiferanae EU219083 0,992 0,992 0,992 0,991 0,989 0,989 0,990 0,989 0,993 0,989 0,989 = 0,016

13 Nosema cf bombycis GX4 JF443580 0,991 0,991 0,991 0,99 0,989 0,989 0,989 0,989 0,989 0,987 0,986 0,984 =

Названия таксонов аннотированы номерами доступа в Генбанке соответствующих сиквенсов (при наличии). Для изолятов 
N. pyrausta и Nosema cf pyrausta указано географическое происхождение: Франция (FR), Россия (RU) и США (US). Полужир-
ным шрифтом выделен изолят, сиквенс для которого получен в настоящей работе

Таблица 1
Уровни сходства и различия микроспоридий рода nosema по локусу SSu rrNA 
Levels of similarity and dissimilarity of SSu rrNA locus of microsporidia of the genus nosema
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N. bombycis —  опасный паразит тутового шелкопря-
да Bombyx  mori  (L., 1758) (Lepidoptera, Bombycidae), 
вызывающий заболевание, впервые исследованное Луи 
Пастером в 1870 г. на примере культуры насекомых, 
интродуцированных во Францию из Китая [2]. Эта ми-
кроспоридия имеет широкое распространение в Европе 
и Азии и служит объектом многочисленных исследований 
биологии паразита и его взаимоотношений с насекомым-
хозяином, включая разработку средств диагностики и про-
филактики вызываемого им заболевания [21, 24, 26]. 
На основании представлений об узкой гостальной специ-
фичности микроспоридий целый ряд форм, отличающих-
ся от N. bombycis прежде всего видом насекомого-хозя-
ина, описаны как самостоятельные виды. Для некоторых 
из них, однако, идентичность нуклеотидных последо-
вательностей гена SSU rRNA (см. табл. 1), как в случае 
с Nosema spodopterae Hsu, Hsu et Yen, 1991 и Nosema 
heliothidis  Lutz et Splendor, 1904, позволяет считать 
их изолятами N. bombycis из Spodoptera  litura F., 1775 
и Heliothis zea Boddie, 1850 (Lepidoptera: Noctuidae) со-
ответственно, что расширяет круг хозяев для этого вида 
паразита [19]. В свою очередь, другие виды микроспо-
ридий, заражающие тутового шелкопряда, могут быть 
ошибочно отнесены к N. bombycis, как, например, изолят 
GX4 под номером доступа в Генбанке JF443580; однако 
еще более высокий уровень генетической дивергенции, 
чем у таких видов, как N. bombycis, N. pyrausta, Nosema 
antheraeae Simchuk, Lysenko et Chetkarova, 1979 и т. п. 
(см. табл. 1), позволяет однозначно дифференцировать 
его как самостоятельный таксон ранга вида. Расхожде-
ние нуклеотидных последовательностей гена SSU  rRNA 
на уровне 0,03 % известно для близкородственных, но са-
мостоятельных видов и в других таксонах микроспоридий, 
например у Glugea  anomala  и Glugea  gasterostei  [27], 
а также у видов рода Tubulinosema  [28–30]. В связи 
с этим сходство нуклеотидных последовательностей гена 
SSU rRNA на уровне 99,7 % микроспоридий N. bombycis, 
N. pyrausta и американского изолята Nosema cf pyrausta 
указывает на то, что последний таксон представляет са-
мостоятельный вид, не имеющий валидного описания.

Таким образом, можно отметить, что для такой терри-
тории, как Беларусь, освоение которой кукурузным мо-
тыльком, как вредителем кукурузы, отмечается начиная 
с 2010 г. [31], ассоциированный с природной популяцией 
этого насекомого-хозяина вид паразита соответствует 
таковому, зарегистрированному в других географиче-
ских зонах Европы, где очаги массового размножения 
вредителя существуют сотни лет. С другой стороны, ин-
тродукция кукурузного мотылька в Северную Америку 
сопровождалась его заражением другим видом микро-
споридии. К сожалению, накопленных к настоящему 
времени данных недостаточно для того, чтобы строить 
предположения о том, является ли данный паразит або-
ригенным для Северной Америки, или занесен туда вме-
сте с насекомым-хозяином из Европы.

Размер продуктов амплификации фрагмента гена ри-
босомальной РНК, включающего локус IGS, составил 
порядка 500 н. о. Непосредственное секвенирование 
очищенных из геля продуктов не позволило прочитать 
нуклеотидную последовательность из-за гетерогенно-
сти матрицы, создающей характерную картину нало-
жения пиков. В связи с этим проведено молекулярное 
клонирование и для каждой пробы отсеквенировано 
от 1 до 5 клональных вариантов, содержащих локус IGS 
протяженностью от 243 до 274 н. о. Их сравнительный 
анализ показал высокий уровень полиморфизма нуклео-
тидных последовательностей. В частности, сходство мо-
лекулярных клонов в пределах каждого из трех изолятов 
Npyr1, GM173 и Mong1 колебалось в пределах 63–76, 
69–77 и 65–73 % соответственно, а при сравнении их 
между изолятами —  в диапазоне от 62 до 82 %, то есть 
некоторые варианты проявляли более высокий уровень 
сходства между изолятами из разных особей насекомо-
го-хозяина и географических популяций, чем в пределах 
одного изолята (микропопуляции паразита). Аналогич-
но единственный клон IGS, который удалось получить 
для изолята SC104 из другого вида насекомых-хозя-
ев рода Ostrinia,  проявил такой же уровень различий 
с этими изолятами —  от 61 до 74 % (табл. 2). Сходст-
во сиквенсов IGS N.  pyrausta с гомологичными рефе-
ренсными сиквенсами N. bombycis колеблется в тех же 
пределах —  от 61 до 74 %, то есть данный локус нель-
зя считать надежным маркером межвидовой дифферен-
циации этих близкородственных таксонов, поскольку 
не позволяет провести четких границ между таксонами 
по уровню сходства нуклеотидных последовательностей, 
а их вариабельность в пределах изолятов из индивиду-
альных особей хозяев не позволяет предложить какие-
либо из последовательностей в качестве эталонных для 
определения вида.

Аналогичный разброс показателей сходства молеку-
лярных клонов IGS известен для изолятов N.  bombycis 
из различных областей Китая [25, 32] и других видов 
микроспоридий, например Nosema  ceranae  Fries et al., 
1996, сравнение молекулярных клонов IGS которой 
проведено для изолятов из различных частей света [33]. 
И поскольку молекулярные клоны IGS паразита из од-
ной особи хозяина могут различаться еще сильнее, чем 
между особями с разных материков, необходим поиск 
других молекулярных маркеров для генотипирования 
гео графических изолятов микроспоридий.
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GENEtIC POLYMOrPhISM Of NAturAL ISOLAtES Of 
nOSeMA PyRAuStA (MICrOSPOrIdIA: NOSEMAtIdAE)

I.V. Grushevaya, A.N. Ignatieva, J.M. Malysh, 
L.I. Trepashko, Y.S. Tokarev, A.N. Frolov
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 ` SuMMArY: Background. Microsporidia are ubiquitous parasites 
of animals, most abundant in arthropods and fishes. Many species of 
these parasites are important from standpoints of medicine, veteri-
nary and agriculture. Microsporidium Nosema pyrausta is an impor-
tant disease agent in corn borer populations causing adverse effect on 
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host fitness. Genotyping of this parasite is necessary for proper species 
identification and intraspecific polymorphysm studies. Materials and 
Methods. Microsporidia-infected larvae of corn borers of the genus 
Ostrinia were recovered from Krasnodar Territory in Russia and Gomel 
Region in Belarus. Small subunit ribosomal RNA (SSU rRNA) was am-
plified and sequenced directly, while intergenic spacer (IGS) was ampli-
fied, cloned and sequenced (1-5 clones per sample) for four isolates of 
microsporidia. Sequences were aligned and compared using standard 
bioinformatics tools (Clustal W and BLAST). Results. SSU rRNA ge-
notyping showed allocation of all four isolates to N. pyrausta with 100% 
identity to each other and 99.7% similarity to Nosema bombycis, the 

type species of the genus Nosema. High levels of IGS sequence varia-
tion (61-74%) is observed both between isolates of different species and 
populations of microsporidia as well as between molecular clones within 
parasite isolates from individual hosts. Conclusion. N.  pyrausta is 
widespread in corn borer populations and its genetic structure is compli-
cated, as in other species of these parasites. Further studies of molecular 
markers are needed for genetic differentiation of geographic isolates of 
N. pyrausta.

 ` KEYWOrdS: microsporidia; molecular markers; genetic polymor-
phism.
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