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Приводятся результаты изучения участков трех генов, COI, COII и 18S rDNA, карантинно-
го вида Bactrocera dorsalis. Дается оценка применимости этих генов для молекулярной экс-
пресс-диагностики этого вида. Показано, что ядерный ген малой субъединицы рибосомальной 
РНК18S rDNA не может быть использован в этих целях, в отличие от митохондриальных генов 
COI и COII.
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Род Bactrocera Macquart (Diptera, Tephritidae) – один из крупнейших в сем. Tephritidae, 
к настоящему времени он насчитывает 651 описанный вид (Vorobiova, Kamayev, 2017). 
Некоторые виды рода Bactrocera являются серьезными вредителями плодовых культур 
(White, Elson-Harris, 1992).
Восточная фруктовая муха Bactrocera dorsalis (Hendel, 1912) родом из Азии, в насто-

ящее время встречается примерно в 65 странах, включая некоторые страны Америки и 
Океании и бо́льшую часть Африки (страны, расположенные к югу от Сахары). Восточ-
ная фруктовая муха – инвазионно-активный вид из-за высоких репродуктивного и био-
тического потенциалов (короткий жизненный цикл, до 10 поколений потомства 



113

в год), способности к быстрому расселению и широкого спектра растений-хозяев 
(Clarke et al., 2005). Bactrocera dorsalis повреждает более 200 видов растений: плоды 
сахарного яблока (Annona squamosa L.), яблони (Malus pumila Mill.), банана (Musa 
paradisiaca L.), перца рода Capsicum, гуавы (Psidium guajava L.), манго (Mangifera 
indica L.), апельсина (Citrus sinensis (L.) Pers.) и других видов рода Citrus, папайи 
(Carica papaya L.), персика (Persica vulgaris Mill.), сливы (Prunus domestica L.), груши 
Pyrus spp. и др. Проникновению восточной фруктовой мухи в новые регионы мира 
способствует рост международной торговли и отчасти туризма (неконтролируемые пе-
ревозки зараженных вредителем плодов тропических культур) (CABI, 2019). 

Видовой комплекс Bactrocera dorsalis, в который входит восточная фруктовая муха, 
насчитывает около 85 видов (Boykin, 2013), очень сходных по морфологическим при-
знакам. В 2015 г. 3 вида комплекса (B. papayae, B. philippinensis и B. invadens) были 
сведены в синонимы к B. dorsalis (Schutze, 2015). 

Филогения комплекса B. dorsalis анализировалась с использованием данных 
о ну клео тидных последовательностях генов COI, nad4-3, CAD, ITS1 и ITS2 (Boykin, 
2013). Для комплекса B. dorsalis характерны внутривидовой полиморфизм и высокая 
изменчивость молекулярных маркеров митохондриального гена COI и двух ядерных 
генов – EF-1α и period, что осложняет дифференциацию и идентификацию видов 
(Leblanc, 2015). В роде Bactrocera молекулярная филогения строилась на основании 
данных о строении генов COI (Jamnongluk et al., 2003), митохондриальных генов 16S 
rDNA и COI (Zhang, 2010) и COI, 16S rRNA, COII, tRNA (Lys), tRNA (Asp) (Smith et al., 
2003).

Данные молекулярно-генетических исследований достоверны не во всех случаях, 
так как поддержки в узлах зачастую составляют менее 50 %. Для увеличения статисти-
ческой достоверности необходимо проведение большего количества молекулярных 
исследований различных генов для данного вида, причем не только митохондриаль-
ных, но и ядерных.

В импортируемых плодах растений-хозяев Bactrocera dorsalis встречается чаще все-
го в личиночной стадии, значительно реже – как пупарии. Личинок идентифицируют 
по анатомо-морфологическим признакам (Кандыбина, 1977; White, Elson-Harris, 1992; 
Carroll et al., 2018; Камаев, 2017; и др.). Идентификация личинок мух-пестрокрылок 
крайне сложна даже для специалистов, так как набор диагностических признаков огра-
ничен, а для личинок мух характерен высокий полиморфизм. До сих пор описаны ли-
чинки лишь небольшого числа видов рода Bactrocera. Отдельную проблему составляет 
невозможность достоверной видовой идентификации морфологическими методами 
личинок первого и второго возрастов. В связи с этим для фитосанитарной практики 
возрастает потребность в молекулярно-генетических методах диагностики личинок 
восточной фруктовой мухи.

В данной работе представлены результаты изучения участков митохондриальных 
генов COI, COII и ядерного гена малой субъединицы рибосомальной РНК 18S rDNA 
Bactrocera dorsalis и оценка применимости этих генов для молекулярной экспресс-
диагностики.
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МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

Самцы Bactrocera dorsalis были выведены из личинок, поступивших с плодами манго из Таи-
ланда с целью проведения лабораторной экспертизы во Всероссийском центре карантина расте-
ний (ФГБУ «ВНИИКР»).

Для определения видовой принадлежности склериты гениталий самцов были исследованы 
с помощью стандартной методики. Прегенитальные и генитальные части брюшка самца были 
отделены, выдержаны в 10%-ном растворе щелочи (KOH) в течение двух часов, затем отпрепа-
рированы.

Для генетического анализа были использованы экземпляры мух, зафиксированные индивиду-
ально в пробирках с 96%-ным этанолом. Исследованный материал хранится в коллекции кафе-
дры энтомологии Биологического факультета Московского государственного университета им. 
М. В. Ломоносова. 

Мето ды генетического анализа

ДНК была выделена из одной ноги насекомого с помощью метода, описанного 
Галинской с соавт. (Galinskaya et al., 2016). 

ПЦР была проведена с использованием праймеров (Folmer et al., 1994), представлен-
ных в таблице.

Для проведения ПЦР была использована готовая смесь для ПЦР ScreenMix-HS (ЗАО 
«Евроген Ру»). Реакция проводилась в объеме 25 мкл. Температурный профиль реак-
ции: начальная денатурация 5 мин при 94 °C; 35 циклов, каждый включает 1 мин при 
94 °C, 1 мин при 54°C и 1 мин при 72 °C; финальная элонгация 4 мин при 72 °C. 

Продукты амплификации были визуализированы с помощью электрофореза 
в 1%-ном агарозном геле с применением EtBr. Продукты амплификации были выделе-
ны из геля с помощью набора Cleanup Mini Kit (ЗАО «Евроген Ру»). 

Секвенирование было проведено с прямого и обратного праймеров при помощи 
генетического анализатора ABI Prism 3130 × 1 (Applied Biosystems, США) с использо-
ванием BigDye™ Terminator v 3.1. Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, США).

Статистическая обработка сиквенсов

Полученные хроматограммы прямого и обратного сиквенсов каждого образца были 
совмещены и отредактированы в программе SeqMan (DNAStar, Madison, Wisconsin, 
USA) (SeqMan NGen®). Для построения деревьев мы использовали как полученные 
нами данные, так и взятые из базы данных GenBank NCBI (Benson et al., 2005). 

Матрица попарных генетических дистанций исследованных видов, частота попар-
ных генетических дистанций, коэффициент транзиции/трансверсии (R) (Kimura, 1980) 
и матрица нуклеотидных замен по модели Тамуры–Нея (Tamura, Nei, 1993) были под-
считаны в программе MEGA6 (Tamura et al., 2013). 

Для анализа таксономического статуса исследованных представителей рода 
Bactrocera мы использовали метод обнаружения хиатуса между внутри- и межвидовы-
ми генетическими дистанциями («barcoding gap») (Puillandre et al., 2012), реализован-
ный в программе ABGD (K2P, ts/tv = 0.99, gap.pen = 1).
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Модель нуклеотидных замен была выбрана в программе MEGA6 (Tamura et al., 
2013); оптимальная модель – GTR + I. 

Филогенетическое дерево было построено с помощью программы RAxML (Sta-
matakis, 2006) методом максимального правдоподобия (ML) с использованием модели 
GTR + Gamma (выбор модели объясняется ограниченным числом моделей, реализо-
ванных в используемой программе). В результате анализа было выбрано лучшее дере-
во. Бутстреп-поддержки (1000 репликаций) для каждой ветви указаны на дереве.

Филогенетическое байесово дерево было построено с помощью программы MrBayes 
3.2.6 (Huelsenbeck, Ronquist, 2001; Ronquist, Huelsenbeck, 2003), байесовы постериор-
ные вероятности поддержки каждого узла указаны на дереве; были проведены три не-
зависимых mcmc запуска с 30 млн. генераций, в финальную обработку выбиралось 
одно дерево на каждую тысячу генераций. Оставшиеся деревья были совмещены 
в консенсусное дерево по методу максимального доверия к кладе (Drummond, Rambaut, 
2014). Дерево было визуализировано в программе FigTree v.1.4.2 (Rambaut, 2014).

РЕЗУЛЬТАТЫ

Были амплифицированы участки генов COI и COII 6 экз. Bactrocera dorsalis и иссле-
дованы 3 сиквенса гена COI и 2 сиквенса гена COII. 

Для сравнения были взяты 862 сиквенса гена COI исследованного участка из базы 
данных GenBank NCBI. В качестве данных внешней группы было взято 2 сиквенса 
вида Dacus ciliatus Loew, 1862. Деревья, построенные методами ML (Maximum 
Likelihood, метод максимального правдоподобия) и Bayes (байесов метод), имеют оди-
наковую топологию, и на рис. 1 совмещены. На деревьях видно, что клада, включаю-
щая все изученные экземпляры B. dorsalis, однородна и выделяется с высокой 
поддержкой (PS = 100, BS = 1). Внутривидовые генетические дистанции для B. dorsalis 
составляют от 0 до 0.1033, что значительно превышает диапазон внутривидовых 
генетических дистанций, обычно характерных для двукрылых (Hebert et al., 2003; 
Meier et al., 2006; Renaud et al., 2012; Galinskaya et al., 2014, 2016). Межвидовые гене-
тические дистанции между B. dorsalis и D. ciliatus составляют от 0.1425 до 0.1993.

Из базы данных ГенБанк были взяты для сравнения также 11 сиквенсов гена COII 
того же участка, что исследован нами. В качестве внешней группы был взят 1 сиквенс 
Dacus ciliatus. Деревья, построенные методами ML и Bayes, имеют одинаковую топо-
логию и на рис. 2 совмещены. Клада на рис. 2, включающая все изученные экземпляры 
B. dorsalis, однородна и выделяется с высокой поддержкой (PS = 100, BS = 1). Внутри-
видовые генетические дистанции для B. dorsalis составляют от 0 до 0.0023, что не 
превышает диапазон внутривидовых генетических дистанций, обычно характерных 
для двукрылых. Межвидовые генетические дистанции между B. dorsalis и D. ciliatus 
составляют от 0.1729 до 0.1776.

Участок гена 18S rDNA был амплифицирован у 6 экз. Bactrocera dorsalis, и 5 сиквен-
сов этого гена использованы в данной статье. Для сравнения из базы данных ГенБанк 
были взяты 2 сиквенса гена 18S rDNA того же участка, что изучен нами, а также 
сиквенсы аналогичного участка Bactrocera jarvisi (Tryon, 1927), B. curvipennis (Froggatt, 
1909), B. cucurbitae (Coquillett, 1899) и B. cucumis (French, 1907). В качестве данных по 
внешней группе были взяты по 1 сиквенсу Rhagoletis completa Cresson, 1929, Anastrepha 
grandis (Macquart, 1846), A. suspensa (Loew, 1862) и A. ludens (Loew, 1873). Деревья, 



117

построенные методами ML и Bayes, имеют одинаковую топологию и на рис. 3 совме-
щены. На построенных деревьях клада, включающая все изученные экземпляры 
B. dorsalis, включает также B. jarvisi, B. curvipennis и B. cucurbitae, при этом клада од-
нородна и выделяется с высокой поддержкой (PS = 100, BS = 1) (см. рис. 3). Внутриви-
довые генетические дистанции для B. dorsalis отсутствуют. Генетические дистанции 
между B. dorsalis и другими изученными видами рода Bactrocera составляют от 0 до 

Рис. 1. Совмещенное филогенетическое дерево, построенное на основании 
последовательностей сиквенсов участка гена COI. Деревья, построенные методом 
максимального правдоподобия (ML) и байесовым методом (BS), имеют одинаковую 

топологию и на данном рисунке совмещены. Над узлами показаны 
бутстреп-поддержки / байесовы постериорные вероятности.
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0.0317, что заметно меньше значений, обычно характерных для двукрылых. Генетиче-
ские дистанции между родом Bactrocera и внешней группой (родами Rhagoletis 
и Anastrepha) составили от 0.0317 до 0.0556, что также значительно меньше межвидо-
вых генетических дистанций, характерных для двукрылых.

ОБСУЖДЕНИЕ

На основании обработанных данных по двум митохондриальным и одному ядерному 
гену для восточной фруктовой мухи (B. dorsalis) можно заключить, что амплифициро-
ванный нами участок ядерного гена 18S rDNA не может быть применен для видовой 
диагностики, так как отсутствует хиатус между внутри- и межвидовыми дистанциями, 
нет различий между сиквенсами гена 18S rDNA B. dorsalis и некоторых других пред-
ставителей рода Bactrocera. 

При этом митохондриальные гены COI и COII, особенно при совместном использо-
вании, могут послужить основой для разработки молекулярно-генетических методов 
диагностики (методом секвенирования, либо для разработки тест-систем для ПЦР 
в реальном времени) в фитосанитарной практике.
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THE APPLICABILITY OF MITOCHONDRIAL GENES COI, COII AND NUCLEAR 
GENE 18S RDNA FOR DIAGNOSTIC OF EASTERN FRUIT FLY BACTROCERA 

DORSALIS (HENDEL, 1912) (DIPTERA, TEPHRITIDAE)

T. V. Galinskaya, M. Yu. Arapova, N. Yu. Oyun, I. O. Kamayev 
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S U M M A R Y

The results of the study of three genes, COI, COII and 18S rDNA, for the quarantine species 
Bactrocera dorsalis are presented. An assessment of the applicability of these genes for molecular rapid 
diagnosis is given. It has been shown that the nuclear 18S rDNA gene of the small ribosomal subunit 
cannot be used for this purpose, in contrast to the mitochondrial COI and COII genes.


