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Ендосимбiотичнi бактерiї, особливо внутрiшньоклiтиннi види родiв Wolbachia та Cardi-

nium, вiдiграють важливу роль у популяцiях їх хазяїв, впливаючи на спiввiдношення

статей останнiх. Проте причини їх широкого розповсюдження серед комах досi мало

вивченi, оскiльки основним способом їх поширення є вертикальне перенесення вiд бать-

кiв до потомства. Вперше показано, що подiбне перенесення також можливе у систе-

мах з коменсалами.

Внутрiшньоклiтиннi ендосимбiотичнi бактерiї родiв Wolbachia та Cardinium i позаклiтин-
нi бактерiї роду Spiroplasma досить широко поширенi серед безхребетних тварин. Вони
спричинюють змiни в спiввiдношеннi статей хазяїв за допомогою таких репродуктивних
манiпуляцiй, як партеногенез, фемiнiзацiя та цитоплазматична несумiснiсть [1–3]. Причини
такого розповсюдження досi не вiдомi, оскiльки основним шляхом поширення цих бактерiй
вважається вертикальне перенесення вiд батькiв до потомства. Данi види ендосимбiотич-
них бактерiй є цiкавим об’єктом для вивчення, оскiльки вiдомо, що створюючи репродук-
тивну iзоляцiю мiж популяцiями певних видiв та будучи здатними вбудовувати частини
свого геному в геном хазяїна, вони мають усi засоби до прямого впливу на еволюцiю своїх
хазяїв [4, 5]. Iснують деякi свiдчення горизонтального перенесення цих бактерiй мiж хазяї-
ном та паразитом через прямий контакт мiж їх тканинами [6]. Проте нiчого не вiдомо про
можливiсть такого перенесення без наявностi паразитичних контактiв мiж видами. Таким
чином, вважається, що ендосимбiотичнi бактерiї переважно передаються трансоварiальним
шляхом, що утруднює розумiння такого широкого поширення цих видiв у природних попу-
ляцiях конкретних видiв зокрема та комах загалом. Метою нашого дослiдження було пере-
вiрити можливiсть горизонтального перенесення бактерiй роду Wolbachia вiд коменсальних
клiщiв Tyrophagus noxius, якi мешкають на одному субстратi з плодовими мушками роду
Drosophila, а саме до особин Drosophila melanogaster.
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Рис. 1. Визначення наявностi Wolbachia sp. у Tyrophagus noxius.
М — маркер молекулярної маси (100 bp); 1 — фрагмент 16S рДНК Wolbachia sp.; 2 — позитивний контроль
ПЦР для Wolbachia sp. (лiнiя дикого типу D. melanogaster “Умань”); 3 — негативний контроль ПЦР для
Wolbachia sp. (лiнiя D. melanogaster пiсля тетрациклiну)

Методи. Клiщiв вiдбирали з пробiрок, в яких культивувались плодовi мушки виду
D. melanogaster в умовах колекцiї дрозофiлiд кафедри загальної та молекулярної генетики
Київського нацiонального унiверситету iм. Тараса Шевченка. Частину клiщiв переносили
в пробiрки зi свiжим середовищем, а iншу частину — у пробiрки з середовищем, яке мiстило
антибiотик тетрациклiн у концентрацiї 0,2 мкг/мл. З лiтератури вiдомо, що цей антибiотик
ефективно вбиває бактерiй роду Wolbachia [7].

Присутнiсть ДНК ендосимбiотичних бактерiй у зразках ДНК дрозофiл виявляли за
допомогою ПЛР зi специфiчними праймерами до 16S рДНК. У випадку Wolbachia sp. прай-
мери були специфiчнi до фрагмента 438 по (WspecF, WspecR) [8]; для Cardinium sp. — до
фрагмента в 393 по (Ch-F, Ch-R) [2]; для Spiroplasma sp. — до фрагмента в 421 по (SpoulF,
SpoulR) [9]. Використовувалася така ПЛР програма для 16S рДНК: денатурацiя 93 ◦C/2 хв,
30 циклiв денатурацiя 93 ◦C/30 с, вiдпал 56 ◦C/30 с для Wolbachia sp. та 48–52 ◦C/30 с
для Cardinium sp. та Spiroplasma sp. вiдповiдно, елонгацiя 72 ◦C/45 с для Wolbachia sp.
та 72 ◦C/30 с для Cardinium sp. та Spiroplasma sp., фiнальна елонгацiя 72 ◦C/8 хв.

Праймери для генiв бiлкiв поверхневої мембрани (wsp) бактерiй wsp81f та wsp691r, якi
широко застосовуються для амплiфiкацiї фрагментiв цього гена Wolbachia завдовжки 590–
636 по, використовували у вiдповiдностi до [10]. ПЛР програма для амплiфiкацiї фрагментiв
гена wsp була такою: денатурацiя 94 ◦C/2 хв 50 с, далi 35 циклiв денатурацiї 94 ◦C/30 с,
вiдпалу 55 ◦C/40 с, елонгацiї 72 ◦C/50 с; фiнальна елонгацiя 72 ◦C/7 хв.

Сиквенс ДНК застосовували для встановлення рiвня гомологiї мiж напрацьованими
фрагментами Wolbachia 16S рДНК та гена wsp, якi видiляли з клiщiв та мух. Аналiз сик-
венсiв проводили iз застосуванням програм Vector NTI та BLAST.

Результати та їх обговорення. На початку експерименту 16S рДНК бактерiй роду
Wolbachia була виявлена в зразках ДНК пiддослiдних клiщiв (рис. 1). Наявнiсть Cardinium
sp. та Spiroplasma sp. встановлено не було.

Ефективнiсть тетрациклiну визначали за допомогою вирощування клiщiв та мушок на
середовищi з антибiотиком, пiсля чого перевiряли наявнiсть ДНК бактерiй в них. ДНК 16S
рДНК Wolbachia як у клiщiв, так i у дрозофiл пiсля обробки тетрациклiном виявлена не
була (рис. 2).

Незаражених мушок (пiсля обробки тетрациклiном) вирощували протягом 12 поколiнь
разом iз зараженими клiщами. Зразки ДНК мушок перевiряли на наявнiсть ДНК бакте-
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Рис. 2. Визначення наявностi Wolbachia sp. у Drosophila melanogaster (Canton-S) пiсля обробки тетрациклi-
ном перед постановкою експерименту.
М — маркер молекулярної маси (100 bp); 1 — вiдсутнiсть фрагмента 16S рДНК Wolbachia sp.; 2 — негативний
контроль ПЦР; 3 — позитивний контроль ПЦР для Wolbachia sp. (лiнiя дикого типу D. melanogaster “Умань”)

Рис. 3. Визначення наявностi Wolbachia sp. у Drosophila melanogaster (Canton-S) та Tyrophagus noxius пiсля
9 поколiнь спiвiснування.
М — маркер молекулярної маси FastRuler High Range (“Fermentas”); 1 — фрагмент гена wsp Wolbachia sp.
у зразках ДНК T. noxius; 2 — фрагмент гена wsp Wolbachia sp. у зразках ДНК D. melanogaster (Canton-S);
3 — негативний контроль ПЦР для Wolbachia sp. (лiнiя D. melanogaster пiсля обробки тетрациклiном); 4 —
позитивний контроль ПЦР (фрагмент 18S рДНК лабораторної лiнiї Canton-S D. melanogaster)

рiй тричi — пiсля 2, 9 та 12-го поколiння. Пiсля 2-го поколiння ДНК бактерiй у зразках
не виявлено. Її наявнiсть встановлено пiсля 9-го поколiння (рис. 3). Дрозофiли залиша-
лись iнфiкованими i в перевiрцi пiсля 12-го поколiння, що свiдчить про стiйке спадкування
переданої iнфекцiї в поколiннi мух. Аналiз послiдовностi генiв wsp показав, що штам бак-
терiй (wMel) був специфiчним для виду D. melanogaster. Цей штам виявлено в усiх тестах
протягом експерименту як у клiщiв, так i у плодових мушок. Таким чином, отримано експе-
риментальне пiдтвердження горизонтального перенесення ендосимбiотичних бактерiй роду
Wolbachia мiж коменсальними видами T. noxius та D. melanogaster.

На даному етапi механiзм такого перенесення невiдомий i потребує подальшого вивчен-
ня. Проте одержанi нами результати вказують на те, що шляхи розповсюдження ендосим-
бiотичних бактерiй комах можуть не обмежуватись лише вертикальним перенесенням вiд
батькiв до потомства, а можуть включати й iншi вектори перенесення, якi дають їм знач-
но бiльше можливостей поширення серед комах. Оскiльки рiзнi штами деяких бактерiй,

ISSN 1025-6415 Доповiдi Нацiональної академiї наук України, 2011, №4 141



зокрема Wolbachia, здатнi спричиняти репродуктивну iзоляцiю всерединi популяцiй, наяв-
нiсть таких шляхiв перенесення може мати серйозний вплив на еволюцiю комах.
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Horizontal transmission of intracellular endosymbiotic bacteria of the

genus Wolbachia from the commensal mites Tyrophagus noxius to

Drosophila melanogaster

Insect endosymbiotic bacteria, especially intracellular species of the genera Wolbachia and Cardi-

nium, are known to play an important role in populations of their hosts by influencing the sex ratio

of the latter. However, the reasons of their wide spread among insect taxa are still poorly understood,

as their primary transmission way is the vertical transmission from parents to progeny. We show

for the first time that a similar horizontal transmission is possible in commensal systems as well.
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