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УДК 632.752.2: 577.212 (476)

М.М. Воробьева, Н.В. Воронова
Белорусский государственный университет, г. Минск

ИДЕНТИФИКАЦИЯ РЯДА ВИДОВ ТЛЕЙ ФАУНЫ 
БЕЛАРУСИ С ИСПОЛЬЗОВАНИЕМ ДНК-

ШТРИХКОДИРОВАНИЯ И ДОЧЕРНИХ МЕТОДОВ 
ДНК-ДИАГНОСТИКИ

Рецензент: канд. биол. наук Колтун Н.Е.
Аннотация. Расшифрована 21 нуклеотидная последовательность генов 

COI и EF1α для 18 видов тлей рецентной фауны Беларуси. Расшифрованные 
нуклеотидные последовательности депонированы в GenBank (NSBI) и могут 
быть использованы в дальнейшем для идентификации энтомологических об-
разцов методом ДНК-штрихкодирования. На основе ДНК-штрихкодов были 
разработаны ПДР-ПДРФ ключи, позволяющие проводить корректную видовую 
диагностику тлей рода Dysaphis Börn. и подвидов видов Aphis fabae Scop. и 
Myzus cerasi F. из числа вредителей семечковых, плодово-ягодных и иных воз-
делываемых культур с исключением этапа секвенирования. 

Ключевые слова: тли, идентификация видов, ДНК-штрихкодирование, 
ПЦР-ПДРФ анализ, рестрикционные карты.

Введение. Корректная идентификация таксономической принадлеж-
ности является одним из важнейших аспектов изучения биологического 
разнообразия, а также контроля численности и распространения насе-
комых-фитофагов, представляющих угрозу в качестве вредителей и 
переносчиков заболеваний культивируемых растений. Определение по 
морфологическим признакам остается одним из основных инструмен-
тов идентификации насекомых, однако, учитывая наличие среди тлей 
морфологически сходных видов и подвидов, их точное определение в 
ряде случаев представляет большую сложность [1].

В последние годы для идентификации трудно дифференцируемых 
видов и подвидов насекомых, в частности тлей, все чаще используется 
ДНК-идентификация, а именно, ДНК-штрихкодирование (ДНК-барко-
динг) [2], в основе которого лежит представление о том, что каждый 
биологический вид может быть идентифицирован по короткому уни-
версальному фрагменту ДНК. В результате длительных поисков такого 
фрагмента ДНК для животных в качестве ДНК-штрихкода было при-
нято решение использовать митохондриальный ген субъединицы 1 
цитохромоксидазы с (COI) [3]. 

К настоящему времени в научные исследования в области 
ДНК-штрихкодирования видов вовлечено более сотни научных 
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центров из 50 стран-участниц Международного консорциума по 
ДНК-штрихкодированию жизни (iBOL – International Consortium for the 
Barcode of Life). Разработчиком метода и мировым лидером в области 
ДНК-штрихкодирования является Институт Биоразнообразия в Онта-
рио, благодаря усилиям которого было создана Глобальная база данных 
ДНК-штрихкодов живых организмов (BOLD), которая активно попол-
няется в результате индивидуального и коллективного вклада ведущих 
исследователей в области систематики различных групп организмов 
[4]. На сегодняшний день в BOLD представлено 5 475 315 нуклеотид-
ных последовательностей 220 931 видов насекомых, среди которых 39 
824 последовательности расшифрованы для 1 264 видов тлей, в основ-
ном из числа вредителей сельскохозяйственных и иных возделываемых 
культур [5]. Расшифрованные и депонированные в Международные 
генетические базы данных нуклеотидные последовательности исполь-
зуются для идентификации энтомологических образцов как методом 
ДНК-штрихкодирования, так и любым другим методом ДНК-иден-
тификации, основывающимся на использовании ДНК-штрихкода. В 
частности, ДНК-штрихкод может быть использован для разработки 
ПЦР-ПДРФ ключей и построения диагностических таблиц, причем, 
кроме ДНК-штрихкода в этих целях могут быть использованы и неко-
торые другие филогенетические маркеры, как, например, ядерный ген 
субъединицы α фактора элонгации 1 (EF1α) [6].

Благодаря предыдущим исследованиям авторов данной работы и их 
коллег, на сегодняшний день расшифрованы и депонированы в BOLD 
и GenBank (NSBI) нуклеотидные последовательности 28 трудно диф-
ференцируемых по морфологическим признакам видов тлей фауны 
Беларуси из числа опасных вредителей сельскохозяйственных и иных 
культивируемых растений [7]. Поскольку на территории Беларуси на-
считывается более 130 видов тлей только из семейства Aphididae, среди 
которых около 50 видов принадлежат к числу вредителей ценных хо-
зяйственных культур [8; 9], возникает необходимость в получении 
ДНК-штрихкодов, прежде всего, для тлей – вредителей культивиру-
емых растений. Учитывая крайне недостаточную представленность 
в Международных базах данных последовательностей, полученных 
для образцов, коллектированных в Восточной Европе и, в частно-
сти, Беларуси, в рамках настоящего исследования мы дополнительно 
расшифровали последовательности генов COI и EF1α и, на основе рас-
шифрованных последовательностей гена COI, разработали ПЦР-ПДРФ 
ключи для идентификации трудно дифференцируемых по морфологи-
ческим признакам видов тлей рода Dysaphis Börn. (Dysaphis anthrisci 
Börn., D. radicola Mordv. и D. plantaginea Pass.), а также подвидов тлей 
видов Aphis fabae Scop. и Myzus cerasi Fabr. 
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Тли рода Dysaphis, а именно яблонно-подорожниковая тля (D. 
рlantaginea) и яблонные красногалловые тли (D. radicola и D. аnthrisci) 
принадлежат к числу вредителей семечковых плодово-ягодных культур 
[10]. Представители этого рода имеют двудомный жизненный цикл, в 
частности, D. рlantaginea в начале июня совершает массовую миграцию с 
первичного кормового растения (Malus sp.) на вторичное (Plantаgo sp.) [11],  
D. radicola − c Malus sp. на Rumex sp. [12] и D. аnthrisci − с Malus sp. 
на зонтичные растения (Antpriscus silvestris и Chaerophyllum sp.) [13]. 
Среди этих видов D. рlantaginea представляет практический интерес, 
так как имеет высокую степень вредоносности в средневозрастных са-
довых насаждениях и, в соответствии с Постановлением Министерства 
сельского хозяйства и продовольствия Республики Беларусь № 29 от 
17.10.2016 г., внесен в «Перечень особо опасных вредителей, болезней 
растений и сорняков» [14].

Свекловичная черная тля (A. fabae) и вишневая тля (M. cerasi) в ус-
ловиях Беларуси формируют комплексы, в пределах которых выделяют 
формы с общим ареалом, но различным перечнем кормовых растений. У 
A. fabae на сегодняшний день выделяют четыре подвида, а именно, A. fabae 
fabae Scop., A. fabae cirsiiacanthoidis Scop., A. fabae mordvilkoi Börn. и A. 
fabae solanella Theob. В качестве первичного кормового растения A. fabae 
fabae, A. fabae cirsiiacanthoidis и A. fabae solanella выступает Euonymus  
europaeus L., однако иногда эти тли могут использовать также 
Viburnum opulus L. Летом A.  fabae fabae мигрирует на вторичные 
кормовые растения, в качестве которых выступает множество ви-
дов из семейств Leguminosae, Papaveraceae и Сhenopodiaceae, в то 
время как летние поколения A.  fabae cirsiiacanthoidis развивают-
ся только на Cirsium spp., а A.  fabae solanella – на Solanum nigrum 
L., которые не входят в перечень кормовых растений A. fabae fabae. 
Первичным кормовым растением A.  fabae mordvilkoi является  
V. оpulus или Philadelphus coronarius L., а в качестве вторичных расте-
ний эти тли используют Arctium spp. L. и Tropaeolum majus L. [15; 16]. 
Поскольку свекловичная черная тля на территории Беларуси принад-
лежит к числу серьезных вредителей сельскохозяйственных культур, 
корректная идентификация подвидов тлей данного вида играет важную 
роль при контроле численности распространения фитофагов. 

У M.  cerasi выделяют два подвида, в частности, M. cerasi cerasi и 
M. cerasi pruniavium. В перечень первичных кормовых растений M. 
cerasi cerasi входит Prunus cerasus L. и P. avium L., а в перечень вто-
ричных – травянистые растения родов Galium, Euphrasia, Odontites 
и Veronica. M. cerasi pruniavium ограничивается одним первичным 
кормовым растением (P. avium) на котором образует смешанные ко-
лонии с M. cerasi cerasi. Перечень вторичных кормовых растений M. 
cerasi pruniavium очень широк, в частности, включает виды растений, 
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принадлежавшие к следующим родам: Plantago, Euphrasia и Galim [17]. 
Необходимо отметить, что M. cerasi cerasi принадлежит к числу опасных 
вредителей молодых растений в вишневых насаждениях, в то время как  
M. cerasi pruniavium сильно повреждают как молодые, так и старше-
возрастные экземпляры черешни. В последние годы прослеживается 
тенденция к снижению степени вредоносности тлей M. cerasi cerasi и, 
наоборот, повышению – тлей M. cerasi pruniavium [18], в связи с чем 
корректная видовая диагностика тлей подвидов тлей M. cerasi cerasi и 
M. cerasi pruniavium имеет огромное практическое значение для мони-
торинга их численности и распространения по территории Беларуси и 
сопредельных ей регионов, а также позволит рационализировать приме-
няемые защитные мероприятия. Корректная диагностика упомянутых 
видов и подвидов тлей, как было показано выше, возможна только по 
вторичным кормовым растениям, в связи с чем возникает необходимость 
в привлечении новых методов и подходов для решения такого рода задач. 

Место и методика проведения исследований. В работе исполь-
зовали материал, коллектированный в Беларуси. Экстракцию ДНК 
выполняли с использованием набора DNA Purification Kit (Thermo 
scientific), внеся необходимые изменения в протокол производителя. 
ПЦР проводили с использованием трех пар праймеров (табл. 1). 
Таблица 1 − Праймеры, использованные для получения целевых фрагментов 
ДНК 

Ген Праймер Последовательность, 5’–3’ Ta 
°С

Размер получа-
емого фрагмен-

та, п.н.

COI LCO1490
HCO2198

GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG 
TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA 50 708

СOI LepF 
LepR

TAAACTTCTGGATGTCCAAAAAATCA 
ATTCAACCAATCATAAAGATATTGG 45 721

EF1α EF3
EF2

GAACGTGAACGTGGTATCAC 
ATGTGAGCAGTGTGGCAATCCAA 54 1100

Примечание: Ta – температура отжига праймера

Реакционная смесь для ПЦР содержала в 25 мкл: 3 мМ dNTP, 1 мМ 
каждого праймера, 2,5 мМ MgCl2, 1×TaqBuffer (10 мМ Tris-HCl, 50 мМ 
KCl, 0,8 % Nonidet P40), 1U Taq-полимеразы, 0,5 мкг ДНК-матрицы. 
ПЦР проводили с использованием амплификатора Agilent Technologies 
Sure Cycler 8800 в режимах: 94 °С – 3 мин; 35 циклов по 94 °С – 20 с, 
отжиг праймера – 40 с, 72 °С – 1 мин 30 с; 72 °С – 5 мин (при работе 
с праймерами LCO/HCO; LepF/LepR) и 94 ºС – 3 мин; 35 циклов по 
94 ºС – 20 с, отжиг праймера – 30 с, 72 ºС – 90 с; 75 ºС – 5 мин (при 
работе с праймерами EF3/EF2). Электрофорез фрагментов СOI и EF1α 
проводили в 1,5 % агарозном геле в TAE-буфере (40 мМ Trisbase, 1 мМ 
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0,5 М EDTA, Н2О) и окрашивали 10000×ZUBRGreen-1 (Праймтех, Бела-
русь). Для оценки длин полученных фрагментов использовали маркер 
молекулярного веса MP1bp DNALadder (Thermo Scientific, Литва). 

Секвенирование ПЦР-продуктов выполнялось компанией Macrogen 
(Нидерланды) с использованием праймеров LCO, LepR и EF3 для со-
ответствующих ПЦР-продуктов. Кроме собственных расшифрованных 
последовательностей, использовали нуклеотидные последовательно-
сти гена COI, представленные в Международных генетических базах 
данных NCBI и BOLD. Всего было проанализировано 530 нуклеотид-
ных последовательностей гена COI, среди которых 22 принадлежали 

D. рlantaginea (Канада, Франция, Германия, США, Беларусь), 1 – D. 
аnthrisci (Беларусь), 9 – D. radicola (Франция, Германия, Греция), 401 − 
A. fabae (Канада, Германия, Франция, США, Кения, Пакистан, Греция, 
Италия, Бразилия, Нидерланды, Великобритания, Болгария, Россия, 
Южная Корея, Беларусь) и 97 − M. cerasi (Канада, Франция, США, Гер-
мания, Австралия, Новая Зеландия, Австрия, Беларусь). 

В программе MEGA7 провели множественное выравнивание ну-
клеотидных последовательностей генов COI для каждого вида тлей в 
отдельности. Число и дивергенцию гаплотипов рассчитали в программе 
DNAsp. Поиск сайтов рестрикции в нуклеотидных последовательно-
стях осуществляли в программе BioEdit. Графические рестрикционные 
карты построили в программах CodonCodeAligner 4.2.7. или pDRAW32 
1.1.112 с использованием всех известных ферментов рестрикции и их 
изошизомеров. По результатам анализа построенных рестрикцион-
ных карт создали ПЦР-ПДРФ таблицы. На основании разработанных 
ПЦР-ПДРФ таблиц были выбраны по два фермента для рестрикци-
онного анализа каждой группы видов (подвидов), внутри которой 
требуется проводить дифференциацию, и проведена визуализация 
предпологаемых результатов рестрикции и электрофоретического раз-
деления фрагментов методом in silico.

Для определения функциональных регионов (интронов и экзонов) 
фрагмента гена EF1α, полученного для тлей фауны Беларуси, нуклео-
тидные последовательности выравнивали по мРНК EF1α модельного 
вида тлей A. pisum [AK341330]. 

Результаты исследований. В рамках настоящего исследования рас-
шифрована 21 нуклеотидная последовательность генов COI и EF1α 
для 18 видов тлей рецентной фауны Беларуси. Расшифрованные ну-
клеотидные последовательности депонированы в GenBank (NSBI) 
и могут быть использованы в дальнейшем для идентификации энто-
мологических образцов методом ДНК-штрихкодирования. В табл. 2 
представлены идентификационные номера для последовательностей 
генов COI и EF1α тлей фауны Беларуси. 
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Таблица 2 − Коды доступа в GenBank для нуклеотидных последовательностей 
генов COI и EF1α тлей фауны Беларуси, полученные в настоящем 
исследовании

Вид тлей Код доступа в GenBank
Ген COI

A. fabae mordvilkoi MG027895 
A. pomi MG027896 

A. spiraecola MG027897 
C. compressa MF377443
P. juglandis MF377444 

U. hypochoeridis MF377446 
Ген EF1α

A. corni MG029630 
A. euphorbiae MG029635 
C. compressa MG020467
D. platanoidis MG029631 
G. jacutensis MG020468 

H. pruni MG020469 
L. trirhodus MG020470 

M. antennata MG020471 
P. juglandis MG029636 

P. aceris MG029632 
S. pineti MG029633 

S. maydis MG029628 
T. tenera MG029634
T. corticis MG029638 

U. hypochoeridis MG029629

Нуклеотидные последовательности анализируемого участка гена 
EF1α у тлей, включенных в рамки данного исследования, имели раз-
личную структуру (табл. 3). 

Среди исследованных тлей фауны Беларуси были выявлены виды, у 
которых структура гена EF1α является типичной для тлей (A. euphorbiae, 
T. tenera, D. platanoidis, P. juglandis, P.  aceris, S. pineti, S. maydis, T. 
cortices), а также виды, последовательность EF1α которых не содержит 
интронов и представлена одним протяженным экзоном, соответствую-
щим экзону 2 полноразмерного гена (A. corni, C. compressa, G. jacutensis,  
Н. pruni, L. trirhodus, M. antennata, U. hypochoeridis). Такое существенное 
различие в структуре гена может значительно осложнять использование 
EF1α в качестве молекулярного маркера при работе с тлями. В частно-
сти, использование одной и той же пары праймеров может прироводить 
к получению чрезвычайно разнородных в функциональном отноше-
нии участков гена, что в итоге приведет к потере значительной потере 
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информации доступной для анализа. Этот факт стал одной из причин 
для рекомендации использования не EF1a, а баркод-региона для постро-
ения ПЦР-ПДРФ ключей и идентификации видов у тлей.
Таблица 3 − Интрон-экзонной структура анализируемого участка гена EF1α у 
некоторых видов тлей фауны Беларуси

Вид тлей

Интрон-экзонная структура участка гена EF1α
Дли-

на 
фраг-
мента

Экзон 2 Интрон 2 Экзон 3 Интрон 3 Экзон 4

A. corni 471 с 1 по 471 − − − −
C. compressa 499 с 1 по 499 − − − −
G. jacutensis 766 с 1 по 766 − − − −
Н. pruni 831 c 1 по 831 − − − −
L. trirhodus 786 с 1 по 786 − − − −
M. antennata 778 c 1 по 778 − − − −
U. hypochoeridis 778 c 1 по 778 − − − −

A. euphorbiae 569 с 1 по 233 с 234 по 
300

с 301 по 
569 − −

T. tenera 506 с 1 по 179 с 180 по 
249

с 250 по 
506 − −

D. platanoidis 736 с 1 по 248 с 249 по 
313

с 314 по 
570

с 571 по 
635

с 636 по 
736

P. juglandis 910 с 1 по 246 с 247 по 
312

с 313 по 
571

с 572 по 
631

с 632 по 
910

P. aceris 872 с 1 по 237 с 238 по 
305

с 306 по 
566

с 567 по 
671

с 672 по 
872

S. pineti 779 с 1 по 237 с 238 по 
305

с 306 по 
561

с 562 по 
630

с 631 по 
779

S. maydis 789 с 1 по 237 с 238 по 
315

с 316 по 
574

с 575 по 
679

с 680 по 
789

T. corticis 918 с 1 по 242 с 243 по 
314

с 315 по 
573

с 574 по 
634

с 635 по 
918

Такого рода ключи были разработаны в рамках настоящего исследо-
вания для идентификации тлей рода Dysaphis, повреждающих яблони, 
в частности, D. рlantaginea, D. radicola и D. аnthrisci. 

На основе анализа всех доступных нуклеотидных последовательно-
стей гена COI рассчитали число гаплотипов для каждого вида тлей рода 
Dysaphis в отдельности. В доступных последовательностях (32 после-
довательностей) у D. plantaginea было выявлено 5 гаплотипов COI со 
средним значением дивергенции гаплотипов 0,325, а у D.  radicola  − 
3 гаплотипа со средним значением дивергенции гаплотипов 0,556. С 
учетом всех выявленных гаплотипов провели сравнительный ана-
лиз рестрикционных карт, построенных отдельно для каждого вида 
тлей. В результате сравнительного анализа рестрикционных карт 
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анализируемых видов тлей, нами отобраны ферменты рестрикции 
для D. plantaginea (1  фермент) и для D. radicola (3 фермента), кото-
рые имели сайт узнавания в последовательности только одного из 
анализируемых видов тлей. Кроме того, выявлен один фермент ре-
стрикции для D. plantaginea и D. radicola, который имел сайт узнавания 
в последовательностях этих видов тлей и не имел сайтов узнавания в 
последовательностях D. anthrisci.

На основе полученных результатов созданы ПЦР-ПДРФ ключи, 
позволяющие проводить корректную диагностику рассматриваемых 
видов тлей рода Dysaphis (табл. 4).
Таблица 4 − ПЦР-ПДРФ ключи, позволяющие проводить корректную 
диагностику видов тлей рода Dysaphis, созданные на основе анализа 
нуклеотидных последовательностей фрагмента гена COI

Сайт узнавания
Фермента Подвид Длины

образующихся фрагментов
AlwI

GGATCNNNN^
D. рlantaginea 64+643

D. radicola 64+643
D. anthrisci −

AciI

C^CGC
D. рlantaginea 292+415

D. radicola −
D. anthrisci −

MnlI

CCTCNNNNNNN^
D. рlantaginea −

D. radicola 626+81
D. anthrisci −

TaiI 

ACGT^
D. рlantaginea −

D. radicola 140+567
D. anthrisci −

TspGWI

ACGGANNNNNNNNNNN^
D. рlantaginea −

D. radicola 335+372
D. anthrisci −

Примечания: 1) «–» – сайт узнавания данной эндонуклеазы в последовательности отсутствует; 
2) ^ − точка разрезания молекулы ДНК

Для оценки применимости подхода в реальных исследованиях мы 
провели визуализацию предполагаемых результатов рестрикции и 
электрофоретического разделения получаемых фрагментов методом in 
silico (рис. 1). Так, например, при совместном использовании эндону-
клеаз AlwI и AciI, а также AlwI и MnlI можно дифференцировать тлей 
D. plantaginea / D. radicola / D. аnthrisci.
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M – маркер молекулярного веса; 1, 4, 7 – D. рlantaginea; 2, 5, 8 – D. radicola; 3, 6, 9 – D. anthrisci;  
А) Р1 – рестриктаза AlwI; Р2 – рестриктаза AciI; Б) Р1 – рестриктаза AlwI; Р3 – рестриктаза MnlI

Рисунок 1 − Компьютерное моделирование электрофоретического 
разделения фрагментов, получаемых в результате ПЦР-ПДРФ 

анализа тлей рода Dysaphis Börn.
На основе имеющихся в доступе нуклеотидных последовательностей 

баркодинг-региона (401 последовательность) мы также разработали 
ПЦР-ПДРФ ключи для идентификации подвидов тлей вида A.  fabae. 
Для этого рассчитали число гаплотипов COI для данного вида тлей (в 
частности, выявлено 20 гаплотипов со средним значением диверген-
ции между ними 0,596). С учетом всех выявленных гаплотипов провели 
сравнительный анализ рестрикционных карт, построенных отдельно 
для тлей A. fabae fabae, A. fabae mordvilkoi, A. fabae solanella и A. fabae 
cirsiiacanthoidis (рис. 2). 

Всего выявлено две эндонуклеазы, которые можно использовать для 
диагностики некоторых подвидов A. fabae.

В частности, рестриктаза HinP1I имеет сайт узнавания только в по-
следовательности COI A. fabae fabae, а ParI – в последовательностях COI 
подвидов A. fabae fabae, A. fabae cirsiiacanthoidis и A. fabae mordvilkoi, 
что позволило нам разработать ПЦР-ПДРФ ключи для идентификации 
подвидов тлей A. fabae fabae и A. fabae solanella, образующих смешан-
ные колонии на бересклете европейском (E. europaeus) (табл. 5). 

Для подвидов A. fabae провели компьютерное моделирование элек-
трофоретического разделения фрагментов ПДРФ методом in silico. 
Например, при совместном использовании эндонуклеаз HinP1I и ParI 
(рис. 3) можно идентифицировать подвиды A. fabae fabae, A. fabae 
cirsiiacanthoidis и A. fabae solanella или подвиды A. fabae fabae, A. fabae 
mordvilkoi и A. fabae solanella. Оказалось, что подвиды тлей A. fabae 
cirsiiacanthoidis и A. fabae mordvilkoi невозможно идентифицировать 
методом ПЦР-ПДРФ анализа.

Аналогичным образом мы разработали ПЦР-ПДРФ ключи для диа-
гностики трудно дифференцируемых на первичном кормовом растении 
подвидов тлей вида M. cerasi. 
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А) A. fabae fabae; Б) A. fabae mordvilkoi; В) A. fabae solanella; Г) A. fabae cirsiiacanthoidis

Рисунок 2 − Рестрикционные карты, построенные на основе 
анализа нуклеотидных последовательностей баркодинг-региона, 
содержащие информацию о наличии сайтов узнавания для всех 

ферментов рестрикции, подвидов тлей Aphis fabae

Таблица 5 − ПЦР-ПДРФ ключи, позволяющие проводить корректную 
диагностику подвидов тлей вида Aphis fabae, созданные на основе анализа 
нуклеотидных последовательностей фрагмента гена COI

Сайт узнавания
Фермента Подвид Длины образующихся фрагментов

HinP1I

G^ANTC

A. fabae fabae 313 + 395
A. fabae cirsiiacanthoidis −

A. fabae mordvilkoi −
A. fabae solanella −

Bc1I

T^GATCA

A. fabae fabae 55 + 653
A. fabae cirsiiacanthoidis 55 + 653

A. fabae mordvilkoi 55 + 653
A. fabae solanella −

Примечание – 1) «–» – сайт узнавания данной эндонуклеазы в последовательности отсутствует; 
2) ^ − точка разрезания молекулы ДНК
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А) рестриктаза HinP1I; Б) рестриктаза ParI; M – маркер молекулярного веса; 1 – A. fabae fabae; 
2 – A. fabae cirsiiacanthoidis; 3 – A. fabae mordvilkoi; 4 – A. fabae solanella

Рисунок 3 − Компьютерное моделирование электрофоретического 
разделения фрагментов, получаемых в результате ПЦР-ПДРФ 

анализа подвидов тлей вида Aphis fabae
В последовательностях гена COI M. cerasi (97 последовательностей) 

отмечено 7 гаплотипов со средним значением дивергенции между ними 
0,675. С учетом всех выявленных гаплотипов провели сравнительный 
анализ рестрикционных карт, построенных в отдельности для M. cerasi 
cerasi и M. cerasi pruniavium (рис. 4). 

Всего было выявлено 5 эндонуклеаз, позволяющих идентифициро-
вать подвиды M. cerasi. В частности, две среди этих эндонуклеаз (HinfI, 
TfiI) имели сайт узнавания только в последовательности M. cerasi cerasi, 
остальные (AciI, BstU, FauI) – только в последовательности M. cerasi 
pruniavium, что позволило нам предложить ПЦР-ПДРФ ключи для диа-
гностики подвидов M. cerasi на первичных кормовых растениях (табл. 6).

А) M. cerasi cerasi; Б) M. cerasi pruniavium

Рисунок 4 − Рестрикционные карты, построенные на основе 
анализа нуклеотидных последовательностей баркодинг-региона 
подвидов тлей Myzus cerasi, содержащие информацию о наличии 

сайтов узнавания для всех ферментов 
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Таблица 6 − ПЦР-ПДРФ ключи, позволяющие проводить корректную 
диагностику подвидов тлей вида Myzus cerasi, созданные на основе анализа 
нуклеотидных последовательностей фрагмента гена COI

Сайт узнавания
фермента Подвид Длины

образующихся фрагментов
HinfI

G^ANTC
M. cerasi cerasi 85 + 623

M. cerasi pruniavium −
TfiI

G^AWTC
M. cerasi cerasi 85 + 623

M. cerasi pruniavium −
AciI

C^CGC
M. cerasi cerasi −

M. cerasi pruniavium 262 + 446
BstUI

CG^CG
M. cerasi cerasi −

M. cerasi pruniavium 262 + 446
FauI

CCCGCNNNN^
M. cerasi cerasi −

M. cerasi pruniavium 262 + 446
Примечания: 1) «–» – сайт узнавания данной эндонуклеазы в последовательности отсутствует; 
2) ^ − точка разрезания молекулы ДНК

Для подвидов M. cerasi cerasi и M. cerasi pruniavium также провели 
визуализацию предполагаемых результатов рестрикции и электрофо-
ретического разделения фрагментов методом in silico. Так, например, 
при совместном использовании некоторых эндонуклеаз, например, та-
ких как AciI и TfiI (рис. 5) можно идентифицировать подвиды M. cerasi 
pruniavium и M. cerasi cerasi. 

M – маркер молекулярного веса; 1, 3 – M. cerasi pruniavium; 2, 4 – M. cerasi cerasi; Р1 – рестриктаза 
AciI; Р2 – рестриктаза TfiI 

Рисунок 5 − Компьютерное моделирование электрофоретического 
разделения фрагментов, получаемых в результате ПЦР-ПДРФ 

анализа тлей Myzus cerasi pruniavium и Myzus cerasi cerasi



221

Заключение. Таким образом, в рамках настоящего исследования 
расшифрованы и депонированы в GenBank нуклеотидные последо-
вательности генов COI и EF1α для 18 видов тлей рецентной фауны 
Беларуси. Для 15 видов тлей нуклеотидные последовательности полу-
чены впервые, в частности, для тлей C. compressa − гена COI, а для 
тлей A. corni, A. euphorbiae, C. compressa, D. platanoidis, G. jacutensis, 
L. trirhodus, M. antennata, P. aceris, S. pineti, T. tenera, T. corticis и U. 
hypochoeridis – гена EF1α. 

На основе нуклеотидных последовательностей гена COI разрабо-
таны ПЦР-ПДРФ ключи, которые позволяют проводить корректную 
диагностику трудно дифференцируемых по морфологическим призна-
ком видов тлей рода Dysaphis (D. рlantaginea / D. аnthrisci / D.  radicola), 
а также подвидов M. cerasi и некоторых подвидов A. fabae. 

Исследования выполнены при финансовой поддержке Белорусского 
республиканского фонда фундаментальных исследований (договоры № 
Б17МС-025 и № Б17-081). 

Авторы выражают огромную признательность доктору биологиче-
ских наук, профессору, заведующему кафедрой зоологии С.В. Буге за 
предоставление биологического материала. 
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IDENTIFICATION OF APHID SPECIES FROM 
BELARUS USING DNA-BARCODING AND ANOTHER 
DNA-BARCODING BASED DIAGNOSTIC METHOD

Annotation/ The nucleotide sequences of the mitochondrial cytochrome c oxidase 
I gene (COI) of aphid species of recent Belarusian fauna were sequenced. PCR-RFLP 
keys were created using the barcode region СOI avoiding the DNA sequencing stage. 
The PCR-RFLP keys were designed for aphids of the genus Dysaphis Börn. and sub-
species of the species Aphis fabae Scop. and Myzus cerasi F. which are pests of fruit, 
berries and other cultivated crops.

Key words: aphids, species identification, DNA-barcoding, PCR-RFLP keys, re-
striction map. 
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