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РЕГИСТРАЦИЯ ЭНТОМОПАТОГЕННОГО МИКРОМИЦЕТА CORDYCEPS SP.
В КРОВОСОСУЩИХ МОШКАХ W ILHELM IA EQUINA  (LINNAEUS, 1758)

Аннотация. Из пораженных личинок кровососущих мошек Wilhelmia equina (Linnaeus, 1758), собранных на терри
тории Лепельского района Витебской области в р. Эсса в июле 2018 г., выделен энтомопатогенный гриб рода Cordyceps. 
Изолят идентифицировали с использованием культурально-морфологических и молекулярно-генетических методов.

В опытах in vitro проведена сравнительная оценка биологической активности выделенного штамма Cordyceps sp. 
BGTU и штамма Beauveria bassiana  10-06 в отношении личинок старших возрастов кровососущих мошек W. equina. 
Использовали две концентрации -  1-Ю6 и 1-Ю7 конидий/мл. На 3-й сутки инкубации оба гриба вызвали значительное 
повышение уровня смертности у тест-объектов (р  = 0,03) по сравнению с контролем. Биологическая эффективность 
концентрации 107 конидий/мл штамма Beauveria bassiana 10-06 на 3-й сутки составила 94,4 %, на 4-е -  98,3 %, штамма 
Cordyceps sp. -  76,0 и 88,9 % соответственно.
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REG ISTRA TIO N  OF ENTOM OPATOGENIC M ICROM YCETE CORDYCEPS SP.
IN BLOODSUCKING BLA CK FLIES W ILH ELM IA EQUINA  (LINNAEUS, 1758)

Abstract. An entomopathogenic fungi belonging to the genus Cordyceps was isolated from the affected larvae 
of the bloodsucking blackflies Wilhelmia equina  (Linnaeus, 1758). Larval stage of Simulium were collected on the territory 
of the Lepel district of the Vitebsk region in the river Essa in July 2018. Isolate was identified using cultural-morphological 
and molecular-genetic methods.

In vitro experiments comparative evaluation of biological activity of isolated strain Cordyceps sp. and Beauveria 
bassiana 10-06 was carried out for 3rd instar larvae of W. equina. Two different concentrations 1T06 and 1-Ю7 conidia/ml were 
made and tested in 3 replications. On the 3rd day of incubation both fungi caused a significant mortality of test-objects (p = 0.03) 
compared to control. The biological efficiency of the concentration of 107 conidia/ml of the strain Beauveria bassiana  10-06 
on the 3rd day was 94.4 %, on the 4th -  98.3 %, of the strain Cordyceps sp. -  76.0 and 88.9 % respectively.
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Введение. Мошки сем. Simuliidae представляют собой угроз;, дл* ; г»:ьья человека и жи
вотных. Их укусы могут спровоцировать возникновение аллергнчес» реакции, вызвать боль 
и раздражение. Слюна мошек очень токсична и вызывает такое самостоятельное заболевание, 
как симулиидотоксикоз. Вред от мошек усугубляется и тем, что они являются переносчиками 
возбудителей ряда заболеваний: онхоцеркозов крупного рогатого скота, оленей и человека; гемо- 
споридиозов птиц; анаплазмоза; туляремии; лихорадки Западного Нила и л г '1.2].

Для защиты от симулиид используется не только химический метод, но и экологически 
безопасный и безвредный для человека микробиологический метод, основанный на использо
вании энтомопатогенных микроорганизмов, среди которых важная роль отводится энтомопа- 
тогенным грибам, которые способны поражать широкий спектр насекомых-хозяев на разных 
стадиях развития, распространяться в популяции насекомых, приводя к сокращению их чис
ленности [3-5].

В настоящее время известно более 700 видов грибов [6], способных поражать насекомых 
и клещей. Спектр перспективных энтомопатогенных микроорганизмов постоянно расширяется.

У мошек паразитируют представители грибов и грибоподобных организмов классов Аскоми- 
цеты, Хитридиомицеты, Гифомицеты, Трихомицеты, Зигомицеты и Оомицеты [7-10]. Tolypocladium 
inflatum W. Gams (1971) и Entomophthora lairdii Maff & Nolan (1977) обладают избирательным дей
ствием и значительной инфекционностью по отношению к мошкам и рекомендованы для произ
водства микоинсектицидных препаратов [11, 12].

Цель настоящей работы -  изучение патогенной микобиоты личинок кровососущих мошек, 
морфологическая и молекулярно-генетическая идентификация выделенного изолята энтомопа- 
тогенного гриба и оценка его активности в отношении кровососущих мошек сем. Simuliidae как 
потенциального микробиологического агента контроля численности кровососов.

Материалы и методы исследования. Сборы преимагинальных фаз мошек осуществляли, 
используя стандартные методы -  ручной сбор из водотоков [13, 14]. Температура воды в водотоке 
во время сбора преимагинальных фаз симулиид составляла 18-19 °С. Видовую идентификацию 
симулиид проводили по И. А. Рубцову [13], А. В. Янковскому [15] и В. М. Капличу с соавт. [16]. 
Выделение чистой мицелиальной культуры и ее идентификацию до уровня рода выполнены 
по методике Э. 3. Коваль [17] и Н. П. Кутафьевой [7]. Молекулярно-таксономическая идентифи
кация изолята микромицета проводилась на основании секвенирования региона рДНК, содержа
щего локусы 18S рРНК (фрагмент), ВТС1, 5.8SpPHK, ВТС2, 28SpPHK (фрагмент), и последующего 
сравнения полученных нуклеотидных последовательностей с депонентами международной базы 
данных Gene Bank NCBI [18, 19].

Измерение морфологических структур осуществляли при помощи микроскопа Zeiss Axio 
Imager.А1. Фотофиксацию объектов производили цифровой камерой AxioCam MRc с увеличе
нием микроскопа 10x40, 15x40.

В условиях in vitro определяли биологическую эффективность выделенного из личинок мошек 
изолята энтомопатогенного микромицета и штамма Beauveria bassiana (Bals.) Vuill. 10-06, явля
ющегося основой коммерческого препарата Melobass®, коллекционного фонда РУП «Институт 
защиты растений».

Энтомопатогенные грибы культивировали на орбитальном шейкере IKA®KS 260 basic в кол
бах объемом 750 мл при температуре 26 °С и скоростью вращения качалки 200 об/мин в течение 
72 ч на питательной среде следующего состава (%): меласса -  2,0; глицерин -  2,0; пептон -  2,0; 
NaN03-  0,1; MgS04 -  0,1; К ,Н Р04 -  0,1; вода водопроводная -  до 100. Количество спор определя
ли с помощью гемоцитометра (камеры Горяева).

Личинок мошек отбирали в водотоках, вместе с субстратом помещали в емкости, заполненные 
речной водой, и доставляли в лабораторию для исследований. Затем личинок третьего возраста рас
саживали по 30 особей в химические стаканы с 400 мл воды, отобранной из мест обитания мошек. 
Для аэрации использовали микрокомпрессоры Barbus Air 002 с интенсивностью аэрации до 210 л/ч.

Биологическую эффективность микромицетов рассчитывали по формуле Хендерсона- 
Тилтона [20].
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Рис. 1. Колонии гриба на 10-е сутки 

Fig. 1. Fungus colonies on the 10th day

Рис. 3. Конидиеносцы. x400 

Fig. 3. Conidiophore. *400

Рис. 2. Реверзум колоний гриба на 10-е сутки 

Fig. 2. Reversum colonies on the 10th day

Рис. 4. Конидии. хбОО 

Fig. 4. Conidia. хбОО

Результаты и их обсуждение. Из пораженных личинок кровососущих мошек Wilhelmia 
equina (Linnaeus, 1758), собранных на территории Лепельского района Витебской области в р. Эсса 
в июле 2018 г., был впервые выделен в чистую культуру изолят гриба, предположительно вы
звавшего их гибель. Микроскопическое изучение морфологических характеристик изолята по
зволило отнести его к роду Cordyceps Fr., 1818 (син. lsaria Pers ex Fries, 1832) [21]).

Морфологическое описание изолята. Колонии плотные, войлочные, бежевого цвета. Центр 
колонии выпуклый, далее отмечается зона низкого плотного мицелия. Внешний край колонии 
представлен высоким ватообразным мицелием (рис. 1). Диаметр колоний на 10-е сутки куль
тивирования достигает 30-36 мм. Центральная часть реверзума рыжеватая, периферическая -  
от желтого до золотисто-желтого оттенка, в старых колониях приобретает светло-коричневую 
окраску (рис. 2). Экссудат и запах отсутствуют. Гифы септированные, бесцветные, умеренно вет
вящиеся. Ширина скелетных гиф составляет 2,0-2,4 мкм, воздушных -  0,2-0,3 мкм. Конидие
носцы короткие (рис. 3). Конидии овально-эллиптические (рис. 4) размером (2-4)х(3-5) мкм, 
бесцветные, гладкие, неслизистые, в цепочках длиной 50-80 мкм.

Молекулярно-генетическая идентификация изолята. Анализ результатов секвенирования 
региона рДНК изолята показал, что изучаемые последовательности ампликонов являются гете
рогенными и по ряду позиций представлены одновременно двумя альтернативными вариантами 
(рис. 5).

Согласно литературным данным, локусы рДНК эукаритических организмов (в том числе и мик- 
ромицетов) являются мультикопийными и формируют один или несколько кластеров, состоящих
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Рис. 5. Нуклеотидная последовательность фрагмента рДНК (стрелками указаны смешанные нуклеотидные позиции) 

Fig. 5. Nucleotide sequence of the rDNA fragment (arrows indicate the mixed nucleotide positions)

из последовательно расположенных транскрибируемых единиц. При этом нуклеотидные последо
вательности паралогичных локусов отдельных индивидов (для негибридогенных видов) вследствие 
особенностей молекулярно-биологических процессов редактирования рДНК (явление “concerted 
evolution”), как правило, являются идентичными.

Таким образом, полученные результаты указывают на гибридогенное происхождение изо- 
лята Cordyceps sp. Сравнительное изучение выявленных гаплотипов локусов рДНК по отдель
ности в международной базе данных Gene Bank NCBI показало, что один из гаплотипов соот
ветствует (степень идентичности 100 %) депонентам, определяемым как lsaria farinosa 
(син. Paecilomyces farinosus или Cordyceps farinosa), второй гаплотип идентифицируется как 
Cordyceps militaris (степень идентичности 99 %). Исходя из полученных данных, было выдвину
то предположение о гибридном таксономическом статусе выявленного изолята -  Cordyceps c f  
militarisxfarinosa. При этом сравнительно одинаковая степень представленности гаплотипов 
С. militaris и С. farinosa в геноме изученного изолята С. cf. т/7itaris* fa r  inosa указывает на отно
сительно недавнее его происхождение. Полученная последовательность была задепонирована 
в международной базе данных GenBank (идентификационный номер МК474613) с обозначением 
Cordyceps sp. isolate BGTU.

На следующем этапе исследований проведена сравнительная оценка биологической эффек
тивности изолята Cordyceps sp. BGTU и штамма Beauveria bassiana 10-06 на личинках старших 
возрастов кровососущих мошек W. equina. Насекомых заражали водной суспензией с титром 
МО6 и МО7 конидий/мл в трехкратной повторности. Контролем служили личинки, содержащиеся 
в речной воде. Гибель личинок отмечали через каждые 24 ч.

Биологическая активность штаммов энтомопатогенных грибов в отношении личинок 
третьего возраста W. equina (Mean ± Sd)

Biological activity of strains of entomopathogenic fungi for 3rd instar larvae W. equina (Mean ± Sd)

Время
воздействия, ч

Гибель личинок, %

КонтрольB e a u v e r ia  b a s s ia n a  10-06 C o rd y c e p s  sp. B G T U

Ы 06спор/мл Н 0 7спор/мл Ы 0бспор/мл 1-107спор/мл

2 4 0 ,0  ± 0 3 ,3  ± 2 , 8 0 ,0  ± 0 0 ,0  ± 0 0 ,0  ± 0

4 8 6 ,6  ± 2 , 8 5 1 ,7  ± 2 5 , 7 1 0 ,0  ±  5 ,0 3 1 ,7  ± 2 , 9 0 ,0  ± 0

7 2 6 3 ,3  ±  7 ,6 9 5 ,0  ±  8 ,7 5 1 ,7  ±  13 ,1 7 6 ,7  ±  1 5 ,3 5 ,0  ±  1,3

9 6 8 1 ,7  ± 7 , 6 1 0 0 ,0  ±  0 7 8 ,3  ±  7 ,6 9 0 ,0  ±  8 ,7 7 ,2  ±  3 ,2
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Проведенные исследования показали, что в течение первых суток после заражения энтомопа- 
тогены не оказали какого-либо значительного влияния на уровень смертности личинок по срав
нению с контролем (р = 0,65) (см. таблицу). На 3-й сутки инкубации оба гриба вызвали значи
тельное повышение уровня смертности (р = 0,03) по сравнению с контролем. Итоговый показа
тель смертности, зафиксированный на 4-е стуки, для штамма Beauveria bassiana составил 100 % 
при концентрации МО7 спор/мл. Гриб Cordyceps sp. BGTU при данной концентрации вызвал 
смертность 90 % тест-объектов по сравнению с контролем (р = 0,025). Сравнительный анализ 
данных по вирулентности В. bassiana и Cordyceps sp. BGTU не выявил статистически значимых 
различий между патогенами (р = 0,62).

Заключение. Согласно результатам проведенных исследований, причиной гибели кровосо
сущих мошек сем. Simuliidae от микоза в природных водотоках на территории Беларуси являлся 
энтомопатогенный гриб Cordyceps sp. Оценка в опытах in vitro показала, что энтомопатогенные 
микромицеты проявляют высокую биологическую активность в отношении личинок кровосо
сущих мошек третьего возраста. Биологическая эффективность суспензии штамма Beauveria 
bassiana 10-06 с концентрацией 107 спор/мл, рассчитанная по формуле Хендерсона-Тилтона, 
на 3-й сутки составила 94,4 %, на 4-е -  98,3 %, штамма Cordyceps sp. BGTU -  76,0 и 88,9 % соот
ветственно.
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