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МОЛЕКУЛЯРНО0ГЕНЕТИЧНІ
ДОСЛІДЖЕННЯ ЕНТОМОФАГІВ 
РОДУ TRICHOGRAMMA WESTW.

Проведено дослідження генетичної структури внут�

рішнього некодуючого спейсерного регіону 2, що транс�

крибується (ITS2, internal noncoding transcribed spacer 2),

рибосомальної ДНК п’яти видів ентомофага роду Tricho�

gramma Westw. – T. pintoi Voeg., T. evanescens Westw., T.

dendrolimi Mats., T. cacoeciae Meyer. та T. semblidis

Auriv. Виконаний ПЛР�аналіз з наступним визначенням

нуклеотидної послідовності ITS2 регіонів дозволив ви�

явити істотні міжвидові відмінності. Отримані дані

можуть бути використані для ідентифікації видів T.

pіntoі, T. dendrolіmі та T. semblіdіs.

Вступ. В останні роки все більша увага при�

діляється екологічним аспектам розвитку агро�

промислового комплексу. Розвиток біологічних

методів захисту рослин є логічною альтернати�

вою хімізації. Належне та своєчасне застосуван�

ня біологічних методів захисту, таких як кома�

хи�ентомофаги, бактеріальні, вірусні та гриб�

кові препарати, дозволяє значно скоротити, а

іноді й повністю відмовитися від використання

хімічних засобів захисту рослин. Одним із

основних засобів біологічної боротьби зі шкід�

никами сільськогосподарських культур в еко�

логічно орієнтованих технологіях є використан�

ня трихограми [1, 2].

Види, що належать до роду трихограми

(Trichogramma), відомі як ефективні паразити

яєць багатьох небезпечних шкідників сільсь�

когосподарських культур і лісових насаджень

[2–4]. Рід Trichogramma відноситься до родини

трихограматид (Trichogrammatidae), ряду пере�

тинчастокрилих (Hymenoptera). На сьогодніш�

ній день у світі ідентифіковано близько

150 видів цього ентомофагу (рис. 1), 26 з яких

зустрічаються в Україні [5].

Основою ефективного застосування трихо�

грам в біологічному захисті рослин є правиль�

ний добір видів. Різні види трихограм мають

специфічні вимоги до середовища існування і

паразитують на яйцях визначеного кола гос�

подарів [6], тому в умовах біолабораторій і біо�

фабрик є необхідним регулярний таксоно�

мічний контроль.

Невеликий розмір цих комах і малі морфо�

логічні відмінності між ними ускладнюють їхню

ідентифікацію, а це, в свою чергу, перешкод�

жає ефективному виконанню програм біоло�

гічного захисту рослин. Визначення видової

приналежності трихограм у більшості випад�

ків засновано на будові вусиків самців та особ�

ливостях їх генітального апарату [6–8]. Якщо

самці повністю відсутні або присутні в дуже

низьких співвідношеннях, ідентифікація ще

більше ускладнюється. В останні роки все

більшого поширення набувають методи оцінки

генетичного різноманіття, засновані на полі�

морфізмі ДНК. Молекулярно�генетичні марке�

ри характеризуються високим ступенем полі�

морфізму і тому використовуються для вирі�

шення багатьох популяційно�генетичних зав�

дань, в тому числі і таких, як характеристика

близькоспоріднених видів або ідентифікація

невідомих [9], тому вони знаходять своє місце
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і при проведенні робіт з біологічного контро�

лю трихограм [10, 11].

Метою цієї роботи було вивчення полімор�

фізму ІTS2 регіонів рибосомальної ДНК п’яти

видів роду Trіchogramma, що розводяться у ла�

бораторних умовах, для виявлення видоспе�

цифічних ознак. Вивчалися наступні види,

поширені в Україні: T. pintoi Voeg., T. dendroli�
mi Mats., T. cacoeciae Meyer., T. semblidis Auriv.

та T. evanescens Westw.

Матеріали та методи. Матеріалом для виді�

лення ДНК служило імаго одного ентомофага,

отримане на другий день після відродження. У

кожного з п’яти досліджуваних видів було ві�

дібрано по 10 самців та самок. Геномну ДНК

виділяли за методом Boom [12] з попередньою

обробкою протеіназою К. Концентрацію та чи�

стоту виділеної нуклеїнової кислоти визначали

на спектрофотометрі «BіoPhotometer» («Eppen�

dorf», Німеччина) при довжині хвилі λ = 260 нм.

ПЛР�амліфікацію ITS2 регіону рибосомаль�

ної ДНК трихограм проводили на приладі 2700

(«Applied Biosystems», США) з використанням

наступних праймерів – 5'�TGTGAACTGC�

AGGACACATG�3'; 5'�GTCTTG CCTGCTCTG�

CTCTGAG�3'. Реакційна суміш об’ємом 25 мкл

містила 50 нг ДНК, 10 мМ Tris�HCl (pH 8,3),

50 мМ KCl, 3 мМ MgCl2, 0,2 мМ dNTP суміші,

5 пмоля кожного з праймерів та 1U Taq�полі�

мерази («Амплисенс», Росія). Температурний

режим включав початкову денатурацію 1 хв

при 95 °С з наступними 40 циклами: денатура�

ція – 10 с при 95 °С, гібридизація праймерів –

10 с при 60 °С та синтез – 15 с при 72 °С. За�

вершував реакцію кінцевий синтез – 5 хв при

72 °С. Продукти ампліфікації ідентифікували

методом електрофорезу в 2%�ному агарозно�

му гелі.

Визначення нуклеотидної послідовності

ПЛР�фрагментів ITS2 регіону проводили

на генетичному аналізаторі ABІ PRІSM 3130

(«Applіed Bіosystems», США) з використанням

набору BіgDye®Termіnator v3.1 відповідно

до інструкції виробника.

Для цього отримані ПЛР�фрагменти кло�

нували у вектор pBlueskript KS (+) за стандар�

тною методикою [13]. Отриману плазмідну

ДНК очищали з використанням комерційного

набору фірми «QІAGEN» (Німеччина). Кон�

центрацію і якість ДНК визначали спектрофо�

тометрично. Реакцію секвенування проводили

на приладі Thermal Cycler 2400 («Applіed Bіo�

systems», США). 

Реакційна суміш обсягом 20 мкл містила

8 мкл BіgDye®Termіnator mix, 1 мкл універсаль�

ного М13 праймеру (3,2 пмоля), 1 мкл зразка

(5–20 нг) і 10 мкл деіонізованої води. Умови

реакції складалися з початкової денатурації
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Рис. 1. Фотографія представника роду Trichogramma 

Westw.

Рис. 2. Спрощена схема будови гена рибосомальної

РНК еукаріотів: ITS1, ITS2 – внутрішні некодуючі

спейсерні регіони; 28S, 18S – велика та мала субодини�

ці рибосомальної РНК. Стрілками зазначені місця роз�

ташування праймерів

Рис. 3. Видоспецифічний ПЛР ITS2 регіону рДНК п’я�

ти видів трихограми. Електрофоретичне розділення

продуктів ампліфікації у 2%�ному агарозному гелі: 1 –

T. pintoi (698 п.н.); 2 – T. dendrolimi (700, 500 п.н.); 3 – T.

cacoeciae (586 п.н); 4 – T. semblidis (528 п.н.); 5 – T. eva�

nescens (583 п.н); 6 – маркер молекулярних мас
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96 °С – 1 хв і наступних 25 циклів, що включа�

ли денатурацію 96 °С – 10 с, гібридизацію прай�

меру 50 °С – 5 с і синтез ланцюга 60 °С – 4 хв.

Продукти реакції очищали шляхом Етанол/

EDTA/NaAc преципітації та розчиняли у 10

мкл формаміду.

Аналіз кожного зразка проводили у двох по�

вторах, із правим і лівим праймерами. Отрима�

ні послідовності ДНК з обох праймерів зводи�

ли до консенсусної послідовності. Результат

вважався достовірним, якщо при співставлен�

ні ДНК�послідовностей, отриманих із правого

і лівого праймерів, не було виявлено відмін�

ностей хоча б в один нуклеотид.

Результати досліджень та їх обговорення.
У еукаріотів гени, що кодують 18S і 28S рибо�

сомальну РНК, кластеризовані в тандемні по�

втори у ядерному геномі. ІTS�регіон, розта�

шований між кодуючими 18S та 28S областя�

ми (рис. 2), зазвичай має високий ступінь по�

ліморфізму на відміну від кодуючих областей.

Поліморфізм ІTS�регіонів досить широко ви�

користовується при вивченні таксономічного

статусу видів, а також для діагностичних ці�

лей. Так, Stouthamer et al. [14] використали

ІTS2�регіони для ідентифікації споріднених

видів трихограми методом полімеразної лан�

цюгової реакції з наступним аналізом довжин

рестрикційних фрагментів (ПЛР�ПДРФ).

На рис. 3 наведені результати ампліфікації

ІTS2�регіону рибосомальної ДНК п’яти до�

сліджуваних видів трихограми. Два види три�

хограми (T. cacoecіae і T. evanescens) мали по�

дібні розміри ПЛР�продуктів – 586 і 583 п.н.

ISSN 0564–3783. Цитология и генетика. 2008. № 4

Рис. 4. Порівняльний аналіз нуклеотидної послідовності ITS2�регіону п’яти видів трихограми – T. pintoi, T. dendroli�

mi, T. сacoeciae, T. evanescens та T. semblidis
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відповідно. Представники виду T. semblіdіs від�

різнялися від них і мали розмір 528 п.н. Вид T.
pіntoі характеризувався наявністю одного амп�

лікону розміром 698 п.н. Слід зазначити вияв�

лення відмінностей генетичної структури у

представників різної статі виду T. dendrolіmі.
Так, самки характеризувалися наявністю двох

продуктів ампліфікації розміром 700 та 500 п.н.,

в той час як у самців був виявлений тільки

один – 500 п.н. 

Для кожного виду було проаналізовано по

10 самців та самок, при цьому ніяких внутріш�

ньовидових відмінностей виявлено не було.

Отримані міжвидові відмінності дозволяють

чітко диференціювати види – T. pіntoі, T. den�
drolіmі та T. semblіdіs.

Для одержання більш детальної характеристи�

ки видів було проведене визначення нуклео�

тидної послідовності ІTS2�регіонів. У цих ці�

лях ПЛР�продукти, що представляють собою

повну послідовність ІTS2�регіону рДНК три�

хограми, були клоновані у вектор pBluescrіpt

KS (+) по сайту EcoRV. Реакцію секвенування

проводили з використанням універсальних

М13(+/�) праймерів. Отримані дані були об�

роблені з використанням комп’ютерної про�

грами SeqAnalyses5.2 (Applіed Bіosystems)

і проаналізовані в міжнародній базі даних

(www.ncbі.nlm.nіh.gov/BLAST/). Розшифровка

нуклеотидної послідовності досліджуваних

видів представлена на рис. 4. Так само, як і за

ПЛР�аналізу, досліджувані види розбивалися

на два кластери. 

Перший кластер включав види T. pіntoі та T.
dendrolіmі, а другий – T. cacoecіae, T. semblіdіs
та T. evanescens (рис. 5). Нуклеотидна послідов�

ність ІTS2�області T. pіntoі і T. dendrolіmі має

98 % подібності, 16 розходжень в 12 ділянках

(рис. 4). 

Порівняння нуклеотидної послідовності

видів T. cacoecіae, T. semblіdіs і T. evanescens ви�

явило 87–98 % подібності між ними, в той час

як обидва кластери мали між собою подіб�

ність, яка знаходилась в межах лише 61– 65 %.

Отримані дані, очевидно, можуть обумовлю�

ватися історією формування видів, їхнім ареа�

лом та колом видів�господарів, на яких вони

паразитують. 

Проведений BLAST�aналіз показав, що нук�

леотидна послідовність ІTS2�регіону може бу�

ти використана як маркер видової приналеж�

ності тільки для виду T. pіntoі.
В такий спосіб проведені нами досліджен�

ня дозволили відпрацювати метод видоспеци�

фічної ПЛР, що дозволяє диференціювати три

морфологічно подібні види роду Trіchogramma –

T. pіntoі, T. dendrolіmі та T. semblіdіs. Види T. ca�
coecіae та T. evanescens типуються разом, та для

їхньої видової диференціації необхідним є ви�

користання інших видів маркерів. Метод сек�

венування ІTS2�регіону рДНК може бути за�

пропонований для генетичної «паспортизації»

виду T. pіntoі.

N.P. Demyanchuk, R.V. Oblap, 

N.B. Novak, M.D. Melnichuk

MOLECULAR�BIOLOGICAL STUDIES 

OF TRICHOGRAMMA WESTW.

Investigations of the genetic structure of internal non�

coding transcribed spacer 2 (ITS2) of ribosomal DNA of

five Trichogramma species – T. pintoi Voeg., T. evanescens

Westw., T. dendrolimi Mats., T. cacoeciae Meyer. and T.

semblidis Auriv. were carried out. The performed PCR�

analyses with the following nucleotide sequence determi�
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Рис. 5. Дендрограма, побудована на основі аналізу нук�

леотидних послідовностей ITS2�регіону рДНК п’яти

видів ентомофага роду Trichogramma Westw. (1 PAM від�

повідає одній точковій мутації на 100 нуклеотидних за�

лишків)
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nation of ITS2 regions allowed to reveal essential interspe�

cific distinctions. The data can be used for T. pіntoі, T. den�

drolіmі and T. semblіdіs species identification.

Н.П. Дем’янчук, Р.В. Облап, 

Н.Б. Новак, М.Д. Мельничук

МОЛЕКУЛЯРНО�ГЕНЕТИЧЕСКОЕ

ИССЛЕДОВАНИЕ ЭНТОМОФАГОВ РОДА 

TRICHOGRAMMA WESTW.

Проведены исследования генетической структуры

внутреннего некодирующего транскрибируемого спей�

серного региона 2 (ITS2, internal noncoding transcribed

spacer 2) рибосомальной ДНК пяти видов энтомофага

рода Trichogramma – T. pintoi Voeg., T. evanescens Westw.,

T. dendrolimi Mats., T. cacoeciae Meyer. и T. semblidis Auriv.

Выполненный ПЦР�анализ с последующим определе�

нием нуклеотидной последовательности ITS2�регионов

позволил выявить существенные межвидовые отличия.

Полученные данные могут быть использованы для

идентификации видов T. pіntoі, T. dendrolіmі и T.

semblіdіs.
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