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Генетический полиморфизм микросателлитного локуса В-100 

в популяциях шмелей Bombus terrestris L. 
 

Г.Г. ГОНЧАРЕНКО, С.А. ЗЯТЬКОВ, А.В. КРУК 
 

В работе установлены аллельные частоты и гетерозиготность в популяциях шмелей Bombus 
terrestris юго-востока Беларуси на основе анализа микросателлитного локуса B-100. Приведена 
последовательность праймеров оптимальная для ДНК-анализа микросателлитного локуса B-100. 
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The allelic frequencies and heterozygosity in bumblebee populations of Bombus terrestris in the South-
East of Belarus were established based on the analysis of the microsatellite locus B-100. The sequence of 
the primers optimal for DNA analysis of microsatellite locus B-100 is given. 
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Введение. Микросателлиты представляют собой отрезки ДНК с большим количеством 

(до ста и выше) тандемно повторяющихся идентичных фрагментов. Повтором является ко-
роткая последовательность из нескольких (от двух до восьми) пар нуклеотидов [1]. В зави-
симости от длины повтора микросателлиты подразделяются на локусы с ди-, три-, тетра- и 
пентануклеотидными повторами. Таким образом, микросателлитным локусом называют 
участок ДНК, содержащий короткие тандемные повторы (Short Tandem Reapets, STR). 

Необходимо отметить, что с момента открытия микросателлиты были обнаружены у 
широкого спектра эукариот, включая перепончатокрылых [2], [3]. Микросателлиты, как пра-
вило, имеют много аллелей и высокую гетерозиготность у насекомых, что делает их потен-
циально эффективными маркерами для популяционно-генетических исследований перепон-
чатокрылых [4], [5]. 

Довольно удобными для исследований оказались микросателлиты с динуклеотидными 
повторами, которые представляют собой многочисленные повторяющиеся элементы ДНК в 
геномах многих эукариот [6], [7]. 

Следует подчеркнуть, что согласно классификации Вебера [8], микросателлиты с динук-
леотидными повторами подразделяются на три класса: совершенные (непрерывная последова-
тельность одного типа), несовершенные (состоят из одной или нескольких прерывающихся 
последовательностей одного и того же типа) и сложные (состоят из совершенных или несо-
вершенных повторов, прерывающихся другими простыми последовательностями) [6]–[8]. 

Целью данной работы было выявить наиболее удобный динуклеотидный микросателит-
ный маркер для идентификации генотипов и оценки генетического полиморфизма у особей хо-
зяйственно ценного вида шмелей B. terrestris L. в природных популяциях юго-востока Беларуси. 

Материалы и методы исследований. Для анализа отлавливались особи из 6 природ-
ных популяций Большого земляного шмеля B. terrestris расположенных на территории Го-
мелького, Ветковского, Жлобинского, Мозырьского и Лельчицкого районов юго-востока Бе-
ларуси. Причем для исследования брали маток и рабочих шмелей. Затем отпрепарированные 
биологические образцы, полученные из грудных мышц и конечностей B. terrestris, подверга-
ли выделению суммарной ДНК. Для выделения ДНК из грудных мышц оптимальным ока-
зался упрощенный CTAB-метод, а из конечностей – SDS-метод и метод с использованием 
ионно-обменной смолы Chelex 100 [9]. Все этапы ПЦР-анализа подробно описаны в ранее 
опубликованных нами работах [10], [11]. 

Результаты и обсуждение. В ходе проведенного нами анализа ряда микросателлитов 
наиболее удобным маркером для идентификации особей B. terrestris оказался микросател-
литный локус B-100 с динуклеотидным сложным повтором. 
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На основании проведенных экспериментов была подобрана оптимальная пара прайме-
ров для ПЦР-амплификации и выявления микросателлитного локуса B-100, с мотивом 
(CT)12GTC(CT)3 для идентификации особей B. terrestris, которая представлена ниже: 

Прямой: F: 5’- CGTCCTCGTATCGGGCTAAC -3’ 
обратный: R: 5’- CGTGGAAACGTCGTGACG -3’. 
Нуклеотидная последовательность локуса B-100 (GenBank: NC_063280) [12], содержа-

щего повторы CT (выделена цветом) и прилежащие к повторам справа и слева (фланкирую-
щие) последовательности ДНК с указанием мест присоединения праймеров (подчеркнутые 
участки), представлены на рисунке 1. 

 

 
 

Рисунок 1 – Фрагмент ДНК размером 160 н.п., содержащий (CT)12GTC(CT)3 повторы локуса B-100 
и фланкирующие его участки 

 
Из рисунка 1 хорошо видно, что данный аллель локуса B-100 содержит микросателлит-

ный несовершенный динуклеотидный повтор, повторенный 12 + 3 раза. Поэтому формула 
данного аллеля записывается как (CT)12GTC(CT)3. 

Продукты амплификации для последующей идентификации микросателлитов подвер-
гались фрагментному сиквенс-анализу на капиллярном генетическом секвенаторе (анализа-
торе) 3500 Applied Biosystem (США). В качестве маркера использовался оранжевый маркер 
масс GeneScan™ 500 LIZ™ (Thermo Fisher). Информация о длине аллелей по исходным дан-
ным получена в программе GeneMapper v.4.1 («Applied Biosystems», «Life technologies», 
США). Статистическую обработку данных проводили с помощью программы GenAlEx 6.50 
[13]. Характерные спектры генотипов микросателлитного локуса B-100 для трех образцов 
шмелей приведены на рисунке 2. 

 

 
 

Рисунок 2 – Спектр основных генотипов B. terrestris по локусу B-100: 
А) 148\162; Б) 148/148; В) 146/160. Электрофоретические маркеры 139, 150, 160, 200 н.п. – оранжевый 

цвет, STR-локусы – синий 
 
В целом, в ходе анализа 16 особей B. terrestris из 6 природных популяций юго-востока 

Беларуси нами было обнаружено 7 различных алелльных вариантов STR-локуса B-100 (146, 
148, 150, 156, 160, 162, 164 н.п.). 
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Частоты встречаемости 7 аллелей и показатели гетерозиготности в юго-восточных бе-
лорусских популяциях шмелей B. terrestris, представлены в таблице 1. 

 
Таблица 1 – Аллельные частоты и показатели гетерозиготности по микросателлитному локусу  
В-100 в популяциях шмелей B. terrestris 

 

аллели 146 148 150 156 160 162 164 Но Не 
частоты 0,094 0,655 0,063 0,063 0,063 0,031 0,031 0,313 0,548 

 
Из таблицы 1 хорошо видно, что преобладающим для популяций B. terrestris юго-

востока Беларуси является аллель 148, который встречался с частотой более 65 %. Вторым 
по частоте встречаемости 9,4 % является аллель 146. Еще 3 аллеля встречались с частотой 
6,3 % и 2 аллеля встретились только по одному разу и имели частоту 3,1 % (таблица 1). 

Наибольшим алелльным разнообразием обладали популяции Жлобина и Лельчиц – 4 и 
3 аллеля, соответственно. Присутствие только одного аллеля в популяциях Ветки и Мозыря 
объясняется тем, что проанализированные особи из этих популяций оказались гомозиготны-
ми по наиболее характерному для юго-востока Беларуси аллелю 148. Следует подчеркнуть, 
что в европейских популяциях, включая балканские, количество найденных аллелей было 
выше и составило 14 [14]. 

Значение средней наблюдаемой гетерозиготности Ho для белорусских популяций в це-
лом составило 0,32, в то время как средняя ожидаемая гетерозиготность He равнялась 0,55 
(см. таблицу 1). Достоверно меньшее значение показателя наблюдаемой гетерозиготности в 
проанализированных популяциях B. terrestris по сравнению с ожидаемой указывает на нали-
чие инбрибинга в этих популяциях. В то же время эта разница в показателях гетерозиготно-
сти скорее всего связана с ограниченной выборкой исследованных нами особей в популяци-
ях B. terrestris юго-востока Беларуси. 

Следует отметить, что в ходе анализа популяций B. terrestris с использованием микро-
сателлитного локуса B-100 на Европейском континенте, включая Балканы, Пиренеи и Цен-
тральную Европу, было обнаружено 14 аллелей и гетерозиготность по обоим показателям Но 
и Не превышала 60 % [14]. 

Существенную разницу в показателях гетерозиготности между южно-белорусскими и 
европейскими популяциями [14] также легче всего объяснить ограниченной выборкой осо-
бей проанализированных нами в белорусских популяциях. Однако нельзя исключить и опре-
деленную обособленность белорусских популяций B. terrestris от европейских. Для оконча-
тельного выяснения этого вопроса необходимы расширенные исследования белорусских по-
пуляций с привлечением дополнительных микросателлитных локусов и количества особей. 

Данная работа проводилась в рамках задания «2.05» НИР № 5.6 программы ГПНИ 
«Природные ресурсы и окружающая среда» на 2021–2025 гг. 
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