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Резюме. В работе проведена диагностика сибирских
популяций непарного шелкопряда на заражённость внут-
риклеточным симбионтом Wolbachia с использованием
ПЦР. Среди проанализированных насекомых инфициро-
ванных особей не выявлено. Обсуждаются перспективы
искусственного инфицирования популяций шелкопряда
для контроля численности фитофага.

Abstract. The Wolbachia infection was examined in gyp-
sy moth individuals that were collected in Siberian popula-
tions. There were no Wolbachia infected samples in our
collection and we came to the conclusion based on our and
other reports that Lymantria dispar had no Wolbachia infec-
tion in other regions. We discuss the perspectives of using a
Wolbachia-transinfected gypsy moth line to control popula-
tion size of pest.

Введение
Непарный шелкопряд (Lymantria dispar L.) — вид

чешуекрылых надсемейства Noctuidea, современный
ареал которого приходится, главным образом, на
территорию умеренных широт Палеарктики от Япо-
нии до Европы, и Неарктики, куда он попал в конце
19 века из Франции [Liebhold et al., 1989]. Личиноч-

ная стадия непарного шелкопряда является одним из
наиболее значимых вредителей лесного хозяйства в
мире. Этот вид способен формировать очаги массо-
вого размножения практически по всему ареалу и
наносит вред более 500 видам древесных растений
[Ильинский, Тропин, 1965; Qian, 2000].

В отношении непарного шелкопряда ведётся раз-
работка биологических методов борьбы, среди ко-
торых рассматривается применение биопрепаратов
на основе энтомопатогенов грибной (энтомофторо-
вые грибы), вирусной (бакуловирусы) и бактериаль-
ной (Bacillus thuringiensis) природы [van
Frankenhuyzen et al., 2007]. Известно, что многие мик-
роорганизмы, а также паразитические энтомофаги,
способны регулировать численность фитофагов в
природе. Одним из потенциальных регуляторов чис-
ленности вредителей может служить бактерия
Wolbachia — эндосимбионт, широко распростра-
нённый среди членистоногих и некоторых нематод.
По современным оценкам, более половины всего
современного видового разнообразия насекомых мо-
жет быть инфицировано этой бактерией
[Hilgenboecker et al., 2008; Zug, Hammerstein, 2012].
Этот симбионт хоть и не является непосредствен-
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ным патогеном насекомых, благодаря способности
индуцировать половые аномалии в популяции хозя-
ина может быть использован для регуляции числен-
ности и половой структуры популяций насекомых.
Так, известно четыре феномена индуцируемых
Wolbachia у вида-хозяина: цитоплазматическая не-
совместимость, телитокный партеногенез, андроцид
и феминизация [Werren, 1997]. Явление цитоплазма-
тической несовместимости может быть использова-
но для регуляции неинфицированных природных
популяций, когда интродукция инфицированных
самцов приводит к формированию нежизнеспособ-
ного потомства [Bourtzis, 2008]. Таким образом, для
правильного планирования мер борьбы с вредите-
лем необходимо иметь точные сведения о степени
заражённости насекомых этим эндосимбионтом.
Однако, несмотря на большой интерес и высокую
степень изученности, как непарного шелкопряда, так
и бактерии Wolbachia, исследований заражённости
L. dispar этим эндосимбионтом практически не про-
водилось. Единственная работа, которая косвенно
затрагивала этот вопрос — это работа японских ис-
следователей, которые оценили заражённость всего
пяти яйцекладок из двух японских популяций L. dispar
[Higashiura et al., 2011]. Исследователи не обнаружи-
ли присутствие бактерий Wolbachia в хозяине.

В нашем исследовании мы проверили три репре-
зентативные выборки из сибирских популяций
L. dispar L. на предмет инфицированности эндосим-
биотической бактерией Wolbachia с целью опреде-
ления перспектив использования данного симбион-
та для управления структурой и численностью
популяций непарного шелкопряда.

Материалы и методы
Основной сбор L. dispar осуществлялся в первой

декаде сентября 2014 г. на стадии диапаузирующих
гусениц первого возраста внутри хорионов яиц. Сбор
проводили в трёх точках юга Западной Сибири:
1) 53°91' N, 77°77' E; 2) 53°75' N , 78°15' E; 3) 53°98' N,
78°87'  E. Удалённость точек сбора друг от друга со-
ставляла 50–100 км. Яйцекладки собирались в берё-
зовых насаждениях в период, когда популяции шел-
копряда находились в эруптивной фазе динамики
численности; всего 90 яйцекладок, по 30 из каждой
популяции. Кроме того, из сборов 2013 г. были про-
анализированы 4 яйцекладки, а также органы и части
тела 10-ти личинок старших возрастов: головная кап-
сула, зачатки гонад, жировое тело, кишечник, маль-
пигиевы сосуды, поскольку для Wolbachia характе-
рен тканевой тропизм. Каждый образец яйцекладки
включал 15–35 диапаузирующих личинок первого
возраста. Из каждого образца (суммарно 104 инди-
видуума: 10 личинок старшего возраста и яйцеклад-
ки, потомство 94 самок) была выделена тотальная
ДНК общепринятым методом [Marmur, 1961] с мо-
дификациями. Яйцекладки гомогенизировали в 200
мкл, а отдельные органы — в 200–1200 мкл (в зависи-
мости от объема материала) экстрагирующего бу-
фера (10 мM TRIC-HCl (pH 8.0), 25 мM ЭДТА,
0,5 % SDS, 0,1 M NaCl) и инкубировали при +56 °С в

течение 2 часов. После преципитации ДНК раство-
ряли в 100 мкл бидистиллированной воды. Все об-
разцы проверялись на качество для ПЦР посредством
амплификацией тотальной ДНК с универсальными
для насекомых праймерами к гену 28SrRNA
(28sF3633 5'TACCGTGAGGGAAAGTTGAA-A-3',
28sR4076 5'AGACTCCTTGGTCCGTGTTT-3'). Факт ин-
фицированности устанавливался на основе ампли-
фикации ДНК со специфичными праймерами к ри-
босомальному гену Wolbachia 16S rRNA (W-Specf
5'-CATACCTATTCGAAGGGATAG-3', W-Specr 5'-
AGCTTCGAGTGAAACCAATTC-3'). В качестве по-
ложительного контроля использовалась ДНК инфи-
цированных линий Drosophila melanogaster Meigen
(Diptera: Drosophilidae) Bi90w и w1118 и инфициро-
ванного образца Leptidea sinapis L. (Lepidoptera:
Pieridae); в качестве отрицательного — ДНК лабора-
торной культуры Galleria mellonella L. и ДНК об-
разцов Bruchus pisorum L. (Bruchidae, Curculionoidea).
Реакционная смесь, общим объёмом 20 мкл, содер-
жала 2 мкл буфера (Медиген, Новосибирск), 2 мкл
dNTP (0,8 мМ), 2 мкл MgCl2 (3,0 мМ), по 4 мкл каждо-
го праймера (0,3 мМ), 0,5 ед. ак. Taq-полимеразы.
Условия ПЦР: 40 циклов, первичная денатурация
+94 °С 2 мин., затем +94 °С 30 с. в каждом цикле,
отжиг праймеров: +54 °С — 50 с. для 28S rRNA и
+55 °С — 45 с. для 16S rRNA; элонгация 1,5 мин. Ам-
пликоны визуализировались в 1,5 % агарозном геле.

Результаты и обсуждение
В нашем исследовании осуществлён скрининг

популяционных сборов непарного шелкопряда (все-
го 104 особи) на присутствие эндосимбиотической
бактерии Wolbachia. Известно, что при размере вы-
борки 100 и более образцов вероятность обнаруже-
ния данного эндосимбионта значительно возрастает
[Hilgenboecker et al., 2008]. Разрешающая способ-
ность нашего популяционного анализа определяет-
ся на уровне 3 % (30 особей — популяция / 100 %).
Мы не нашли ни одного Wolbachia-позитивного об-
разца среди 94 яйцекладок и 10 личинок старших
возрастов непарного шелкопряда. Таким образом,
популяции непарного шелкопряда Новосибирской
области либо свободны от эндосимбионта Wolbachia,
либо доля инфицированных особей в популяции не
превышает уровня 3 %.

Учитывая результаты нашей работы, отсутствие
информации об эндосимбионте Wolbachia в других
популяциях непарного шелкопряда (Higashiura et al.,
2011), а также геногеографию непарного шелкопря-
да, мы приходим к выводу, что вероятность обнару-
жения Wolbachia в природных популяциях данного
вида крайне низка. Поскольку Wolbachia является
матерински наследуемым симбионтом, она сонас-
ледуется с митохондриями, что приводит к коэволю-
ционным изменениям этих факторов [Hurst, Jiggins,
2005]. По результатам анализа митохондриальной
наследственности непарного шелкопряда описано
четыре гаплотипические группы, две из которых стро-
го приурочены к территории Японии, одна харак-
терна для обширной территории Азии и Восточной
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Европы, и последняя, характеризующаяся низким
гаплотипическим разнообразием, описана для За-
падной Европы, Северной Африки и Северной Аме-
рики. Таким образом, для проверки статуса инфици-
рованности непарного шелкопряда необходимо
исследовать популяции, принадлежащие всем четы-
рём гаплотипическим группам. Японские популя-
ции были тестированы посредством двух методов:
ПЦР и флуоресцентной микроскопии [Higashiura et
al., 2011], все особи были свободны от симбионта.
Азиатская линия материнской наследственности про-
верена в нашей работе. Данные о Wolbachia в запад-
ных популяциях отсутствуют. Однако, учитывая вы-
сокий интерес как к непарному шелкопряду, как
одному из наиболее опасных вредителей, так и к
Wolbachia, можно предположить, что отсутствие
информации связано лишь с тем, что отрицатель-
ный результат исследователи публикуют значитель-
но реже.

Несмотря на наличие строгой вертикальной пе-
редачи бактерий Wolbachia, в литературе описана
принципиальная возможность искусственного гори-
зонтального переноса бактерий от особи к особи
[Boyle et al., 1993; Poinsot et al., 1998; Zabalou et al.,
2004; Xi et al., 2005]. Линии непарного шелкопряда,
искусственно инфицированные Wolbachia, могут
быть использованы в прикладных исследованиях. Во-
первых, инфицирование непарного шелкопряда оп-
ределённым штаммом Wolbachia и интродукция
инфицированных самцов в естественные популяции
может привести к явлению цитоплазматической не-
совместимости и значительному снижению числен-
ности локальной популяции [Bourtzis, 2008]. Во-вто-
рых, интродукция симбиотических бактерий в
естественные популяции может увеличить частоту
возникновение спонтанных бакуловирусных эпизо-
отий, что было показано на других видах чешуекры-
лых [Graham et al., 2012]. Кроме того, управление
половой структурой популяции непарного шелко-
пряда может быть использовано в биотехнологичес-
ком процессе производства энтомопатогенов. Так,
из четырех описанных для Wolbachia механизмов
манипуляции репродукцией хозяина, три (андроцид,
телитокный партеногенез и феминизация) приводят
к сдвигу соотношения полов в сторону преоблада-
ния самок. Использование в биотехнологической
промышленности популяций, представленных пре-
имущественно самками, может существенно увели-
чить эффективность производства облигатных энто-
мопатогенов (вирусы, энтомофторовые грибы), т.к.
самки вдвое больше самцов и продуцируют вдвое
большее количества энтомопатогенного материала.
Таким образом, разработка методов простого и эф-
фективного инфицирования непарного шелкопряда
бактериями Wolbachia является на сегодняшний день
актуальным вопросом.
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