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В популяциях стеблевых мотыль-
ков рода Ostrinia проведен анализ 
встречаемости эндосимбиотической 
бактерии рода Wolbachia. Пробы 
геномной ДНк экстрагированы 
из собранных в природе гусе-
ниц. ПцР-анализ на присутствие 
Wolbachia проведен независимо 
по трем диагностическим локусам: 
16SrRnA, gatB и fbpA. Положи-
тельный сигнал для Wolbachia по-
лучен для 13,5 % гусениц Ostrinia 
nubilalis (n = 141) и 31,9 % гусе-
ниц Ostrinia scapulalis (n = 138). 
В различных географических 
популяциях зараженность колеба-
лась от 2,9 % (n = 34) до 65,8 % 
(n = 38), при этом в трех из че-
тырех местообитаний наблюдался 
достоверно более высокий уро-
вень зараженности O. scapulalis 
в сравнении с O. nubilalis. также 
обнаружено, что у O. scapulalis 
бактерия Wolbachia чаще встре-
чается у особей, питающихся на 
конопле, по сравнению с особями, 
собранными на полыни.
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ВВЕДЕНИЕ

Эндосимбиотические бактерии рода Wolbachia Hertig относятся к клас-
су альфа-протеобактерий, для которого известны разнообразные внутри-
клеточные симбионты многоклеточных эукариот, многие из которых пато-
генны для своих хозяев [1]. Важной особенностью  этих эндоцитобионтов 
является строгий материнский тип наследования, что находит свое отраже-
ние в сопряженных изменениях генома бактерии и мтДНК клетки хозяи-
на [2]. Бактерии рода Wolbachia не приводят к каким-либо выраженным па-
тологическим процессам в природных популяциях беспозвоночных-хозяев, 
однако во многих случаях существенно влияют на их репродуктивную био-
логию. Для чешуекрылых описаны такие явления, как цитоплазматическая 
несовместимость, андроцид, феминизация генетических самцов [3], кото-
рые приводят к увеличению доли инфицированных самок в популяции. Из-
вестны примеры мутуалистических отношений между участниками симбио-
тической ассоциации. Например, Wolbachia обеспечивает метаболическую 
комплементацию у нематод [4]; супрессирует некоторые вредные мута-
ции [5], повышает устойчивость к вирусным инфекциям [6] и положитель-
но влияет на продолжительность жизни имаго у Drosophila melanogaster 
Meigen [7, 8].

В связи с этим представляет особый интерес исследование распростра-
ненности эндосимбионта Wolbachia в природных популяциях насекомых, 
в том числе сельскохозяйственных вредителей. Всесторонний анализ экзо- 
и эндогенных факторов, влияющих на популяционную динамику насекомых, 
позволит лучше понять механизмы, лежащие в основе регуляции их числен-
ности.

Эндосимбиотическая бактерия Wolbachia широко распространена у днев-
ных бабочек [9], в то время как данные об инфицированности других семейств 
чешуекрылых носят фрагментарный характер [10–13].

Род стеблевых мотыльков Ostrinia Hübner (Lepidoptera: Pyraloidea: 
Crambidae) объединяет комплекс трудноразличимых близкородственных био-
логических рас и видов-двойников. Накоплено большое количество данных, 
свидетельствующих о своеобразии трофических связей видов и внутривидо-
вых форм рода Ostrinia с кормовыми растениями, включая культивируемые 
виды однодольных (кукуруза, сорго, просо) и дикие виды двудольных (конопля, 
полынь, дурнишник). В частности, неотличимые по морфологическим при-
знакам симпатрические популяции насекомых (известные ранее как расы), 
обитающие на двудольных и однодольных растениях во Франции и на Юго-
Западе России, четко дифференцированы по целому ряду признаков, включая 
растения, предпочитаемые для откладки яиц, сроки вылета имаго после диа-
паузы, состав половых феромонов. Фертильность потомства от скрещивания 
особей из разных популяций резко снижена. В настоящее время эти попу-
ляции разделены на два вида, имеющие общее происхождение, —   Ostrinia 
scapulalis Muutura et Monroe и Ostrinia nubilalis Hübner, первый из которых 
считается предковой формой, а второй сформировался в результате адапта-
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ции к однодольным растениям [14]. Предполагается, что 
одним из факторов, повлиявших на процесс перехода 
насекомых с двудольных на однодольные растения, по-
служили перепончатокрылые наездники. Гусеницы, пи-
тающиеся кукурузой, меньше подвержены поражению 
наездниками за счет эффекта «пространства, свободного 
от паразитов» (enemy-free space) [15]. Еще одним гипо-
тетическим фактором изоляции популяций может вы-
ступать матерински наследуемый симбионт Wolbachia, 
известный как репродуктивный паразит членистоно-
гих [16]. В частности, в Японии Wolbachia обнаружена 
у O. scapulalis и Ostrinia furnacalis Muutura et Monroe, 
у которых она оказывает существенное влияние на вы-
живаемость и половую структуру потомства [17, 18]. 
Модель Ostrinia-Wolbachia широко используется для 
комплексных исследований биологических свойств 
симбионта и механизмов его взаимодействий с клеткой 
и организмом насекомых-хозяев [19–21]. Однако на по-
пуляционном уровне эта симбиотическая ассоциация 
практически не изучена.

В настоящей работе проведено сравнение встречае-
мости Wolbachia в популяциях O. nubilalis и O. scapulalis 
Юго-Запада России.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Для сравнительного анализа популяций двух близ-
кородственных видов рода Ostrinia на зараженность 
Wolbachia использовали коллекционный биологический 
материал, представляющий собой экстракты геномной 
ДНК из гусениц последнего возраста, собранных в сентя-
бре-октябре 2008 года в четырех географических точках: 
1) хутор Слободка, Славянский район Краснодарско-
го края; 2) город Славянск-на-Кубани Краснодарского 

края; 3) поселок Ботаника, Гулькевичский район Крас-
нодарского края; 4) поселок Майский, Белгородская 
область (рис. 1). Ранее экстракты геномной ДНК, полу-
ченные для указанных объектов, были использованы для 
микросателлитного анализа, результаты которого позво-
лили обосновать принадлежность насекомых с однодоль-
ных и двудольных растений к двум близкородственным 
видам —  O. nubilalis и O. scapulalis соответственно [14]. 
С целью проверки качества используемых экстрактов 
было проведено их тестирование методом ПЦР с прайме-
рами LepF1 (5’-ATTCAACCAATCATAAAGATATTGG-3’) : 
LepR1 (5’-TAAACTTCTGGATGTCCAAAAAATCA-3’) 
[22] и 28sF3633 (5’-TACCGTGAGGGAAAGTTGAAA-3’) : 
28sR4076 (5’-AGACTCCTTGGTCCGTGTTT-3’) [23], флан-
кирующими фрагменты гена первой субъединицы 
митохондриальной цитохромоксидазы COI и субъ-
единицы 28S рибосомной РНК (рРНК) соответствен-
но. Прошедшие тестирование образцы анализирова-
лись на присутствие эндосимбиотической бактерии 
Wolbachia по трем диагностическим локусам с прайме-
рами W-Specf (5’-CATACCTATTCGAAGGGATAG-3’) : 
W-Specr (5’-AGCTTCGAGTGAAACCAATTC-3’) 
[24] к гену 16S рибосомной РНК (16SrRNA), gatBF1 
(5’-GAKTTAAAYCGYGCAGGBGTT-3’) :  gatBR1 
(5’-TGGYAAYTCRGGYAAAGATGA-3’) к гену субъеди-
ницы В аспартил-глутамил-тРНК аминотрансферазы 
(gatB) и fbpAF1 (5’-GCTGCTCCRCTTGGYWTGAT-3’) : 
fbpAR1 (5’-CCRCCAGARAAAAYYACTATTC-3’) [11] 
к гену фруктозобифосфатальдолазы (fbpA). Продукты 
ПЦР визуализировали в 1 % агарозном геле, размеры 
продуктов амплификации составляли 438, 470 и 509 п. н. 
соответственно для локусов 16SrRNA, gatB и fbpA.

Оценку достоверности полученных данных проводи-
ли с использованием критерия хи-квадрат (с поправкой 

Рис. 1. Места сбора насекомых в Красно-
дарском крае (1 — хутор Слободка; 
2 — город Славянск-на-Кубани; 3 — 
поселок Ботаника) и Белгородской 
области (4 — поселок Майский)

fig. 1. Locations of insect samples in Kras-
nodar Territory (1 – hamlet Slobodka; 
2 – town Slavyansk-na-Kubani; 3 – 
settlement Botanika) and Belgorod 
Territory (4 – settlement Maiskiy)
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Йейтса) и точного теста Фишера в программе AtteStat 
v.12.0.5. для MS Excel 2013.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Эндосимбиотическая бактерия Wolbachia выявле-
на во всех проанализированных выборках O. scapulalis 
и O.  nubilalis, при этом доля зараженных насекомых 
варьировала в диапазоне 3–66 % (табл. 1). В западной 
части Краснодарского края (Славянский район) в двух 
точках сбора (х. Слободка и г. Славянск-на-Кубани) 
значения этого показателя для O.  nubilalis  достовер-
но не различались (точный тест Фишера, p = 0,596). 
Для гусениц O. scapulalis, собранных на полыни в Кра-
снодарском крае, показатели встречаемости Wolbachia 
также достоверно не различались (точный тест Фише-
ра, p = 1). Однако в выборке O.  scapulalis с конопли 
было зафиксировано наиболее высокое значение зара-
женности, которое достоверно отличалось от указанных 
выше выборок. Если сравнивать частоту встречаемо-
сти Wolbachia у обоих видов Ostrinia в этом регионе, 

то она достоверно выше у O. scapulalis (N = 84) по срав-
нению с O. nubilalis (N = 64) (точный тест Фишера, 
p = 2,5 ∙ 10–6). В восточной части Краснодарского края 
(Гулькевичский район) и в Белгородской области стати-
стически достоверных различий между популяциями двух 
видов насекомых не выявлено (точный тест Фишера, 
p = 0,761 и p = 0,104 соответственно). Однако мы от-
мечаем, что в Белгородской области зараженность гусе-
ниц O. scapulalis была в два раза больше по сравнению 
с O. nubilalis.

При анализе выборок, обобщенных по таксономиче-
скому критерию (табл. 2), показано статистическое раз-
личие частот встречаемости Wolbachia у O.  scapulalis 
и O. nubilalis  (критерий хи-квадрат с поправкой Йейтса, 
p = 8,2 ∙ 10–4). Экологические свойства популяций 
O. nubilalis и O. scapulalis во многом отличаются, поэтому 
различия в частотах зараженности паразитическими ор-
ганизмами вполне ожидаемы. Достоверно значимые раз-
личия отмечены и для выборок O. scapulalis, собранных 
на разных кормовых растениях: зараженность насекомых, 
питающихся на конопле, в два раза выше, чем на полыни 

Место сбора насекомых
Кормовое  
растение

Количество насекомых Зараженность, 
% ± ошибка%всего заражено

г. Славянск-на-Кубани, Славян-
ский район, Краснодарский край

Кукуруза1 30 2 6,7 ± 4,6

Полынь2 25 3 12,0 ± 6,5

х. Слободка, Славянский район, 
Краснодарский край

Кукуруза1 34 1 2,9 ± 2,9

Полынь2 21 3 14,3 ± 7,7

Конопля2 38 25 65,8 ± 7,7

п. Ботаника, Гулькевичский район, 
Краснодарский край

Кукуруза1 34 7 20,6 ± 7,0

Конопля2 38 6 15,8 ± 6,0

п. Майский, Белгородский район, 
Белгородская область

Кукуруза1 43 9 20,9 ± 6,3

Полынь2 16 7 43,8 ± 12,5
1 Ostrinia nubilalis; 2 Ostrinia scapulalis

Таблица 1
Зараженность локальных популяций стеблевых мотыльков рода Ostrinia бактериями рода Wolbachia 
Wolbachia prevalence rates in local populations of corn borer of the Ostrinia genus

Таблица 2
обобщенные данные по зараженности бактериями рода Wolbachia стеблевых мотыльков рода Ostrinia, 
собранных на разных кормовых растениях 
A summary of Wolbachia prevalence rates in corn borer Ostrinia from different forage plants

Вид насекомых,  
кормовое растение

Количество насекомых Зараженность,
% ± ошибка%1всего заражено

Ostrinia nubilalis 141 19 13,5 ± 2,9 a

Ostrinia scapulalis в том числе: 138 44 31,9 ± 4,0 b

на полыни 62 13 21,0 ± 5,2 ac

на конопле 76 31 40,8 ± 5,7 d
1 Разными буквами отмечены значения, достоверно отличающиеся при р < 0,01
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(критерий хи-квадрат с поправкой Йейтса, p = 0,043), 
что может быть обусловлено разнообразными фактора-
ми, связанными со свойствами кормовых растений, ге-
нетическим дрейфом и особенностями взаимоотношений 
участников симбиоза. Действительно, для абсолютного 
большинства симбиотических ассоциаций факты высоких 
(~100 %) значений инфекций, как, например, у сибир-
ского шелкопряда Dendrolimus superans [25], или очень 
низких (3 % и менее), как у репницы Pieris  rapae [10], 
еще не нашли объяснения. Однако результаты подроб-
ных исследований некоторых ассоциаций указывают 
на то, что поддержание определенного уровня инфекции 
в популяциях, как и следует ожидать, напрямую связано 
со степенью выраженности влияния бактерии на своего 
хозяина. Например, высокая частота Wolbachia у Acraea 
encedana (> 90 %) и Hypolimnas bolina (до 100 %) объ-
ясняется высоким уровнем андроцида [26, 27]. Уровень 
инфицированности комаров Culex pipiens, достигающий 
100 %, обусловлен сильной цитоплазматической несов-
местимостью [28–30]. У Drosophila melanogaster попу-
ляции инфицированы повсеместно со средним значением 
зараженности 50 % [31, 32]. С одной стороны, уровень 
цитоплазматической несовместимости у D. melanogaster 
сильно варьирует, но зачастую оказывается низким 
или вовсе отсутствует [31, 33, 34], а с другой стороны, 
Wolbachia способна в определенных случаях повышать 
приспособленность мух [5–8]. Низкий уровень инфекции 
у мух D. incompta объясняют отсутствием цитоплазмати-
ческой несовместимости [35].

Таким образом, впервые показано присутствие бак-
терий рода Wolbachia  у двух близкородственных видов 
рода Ostrinia в Восточной Европе. Широкая представ-
ленность Wolbachia у Ostrinia указывает на перспектив-
ность дальнейших исследований этих симбиотических 
ассоциаций. В данной работе мы не проводили опре-
деление генетического разнообразия Wolbachia. Од-
нако для обсуждения роли Wolbachia  в формировании 
изоляционных барьеров между популяциями Ostrinia 
исключительно важным аспектом является подробный 
популяционно-генетический анализ симбионта. Необ-
ходимо ответить на следующие вопросы: 1) каково раз-
нообразие и частоты встречаемости штаммов симбионта 
у этих двух видов и внутри видов в разных популяциях; 
2) есть ли вариация внутри популяций; 3) есть ли в попу-
ляциях особи, инфицированные двумя и более штаммами 
Wolbachia? Например, если Wolbachia  у Ostrinia  спо-
собна вызывать цитоплазматическую несовместимость, 
то разные штаммы симбионта у разных видов-хозяев или 
в разных популяциях одного вида могут формировать не-
который уровень постзиготической изоляции. Присутст-
вие Wolbachia необходимо учитывать при создании ла-
бораторных культур Ostrinia spp. на основе материала, 
собранного в природе, особенно с учетом возможного 
андроцидного или какого-либо мутуалистического эф-
фекта бактерии.
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PrEVALENCE rAtES Of WOlBACHiA ENdOSYMBIOtIC 
BACtErIuM IN NAturAL POPuLAtIONS Of OStRiniA 
nuBilAliS ANd OStRiniA SCAPulAliS (LEPIdOP-
tErA: PYrALOIdEA: CrAMBIdAE) IN SOuth-WEStErN 
ruSSIA

Y.S. Tokarev, M.A. Yudina, J.M. Malysh, R.A. Bykov, 
A.N. Frolov, I.V. Grushevaya, Y.Y. Ilinsky

For citation: Ecological genetics. 2017;15(1):44-49

 ` SuMMArY: Background. Endosymbiotic bacteria of the genus Wol-
bachia are widespread in arthropods and often cause reproductive abnor-
malities in lepidopteran insects, including corn borers of the genus Ostrinia. 
Wolbachia-Ostrinia is a promising model for studies of parasite-host inter-
actions yet parasite prevalence in natural insect host populations remains 
unknown. Materials and Methods. Molecular genetic screening and 
statistical analysis is applied to evaluate prevalence rates of Wolbachia in 
sympatric populations of two corn borer species. Individual genomic DNA 
samples were extracted from last instar larvae collected in nature from dif-
ferent forage plants. For each sample of DNA showing positive signal with 
insect-specific primers the detection is performed using three diagnostic 
loci of Wolbachia: 16SrRNA, gatB and fbpA. Results. Wolbachia-po-
sitive signal is obtained for 13.5% larvae of Ostrinia nubilalis (N = 141) 
and 31.9% larvae of Ostrinia scapulalis (N = 138). In different localities 
the Wolbachia prevalence ranged from 2.9% (N = 34) to 65.8% (N = 38). 
Significantly higher rates of Wolbachia prevalence in insects from mug-
wort and hemp (O. scapulalis) as compared to those from corn (O. nubi-
lalis) are revealed in three out of four localities. Conclusions. Endosym-
biotic bacteria of the genus Wolbachia are revealed in natural populations 
of corn borers for the first time for Eastern Europe. The prevalence rates 
can be high and this should be taken into consideration when reproductive 
isolation is exa mined in population of these hosts as well as establishment 
of laboratory cultures is performed.

 ` KEYWOrdS: Wolbachia; Lepidoptera; corn borers; forage plants; 
molecular genetic detection.
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