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Аннотация. Проведен морфометрический анализ с оценкой экстерьерных показателей пчел 
для выявления связи с нагрузкой спорами микроспоридий рода Nosema. Изучены геновары из раз-
ных геоклиматических регионов Евразии, включая Республику Татарстан, с целью установить 
тенденцию заражения различными гаплотипами паразитов. Дана характеристика генетического 
разнообразия «азиатской» линии микроспоридии Nosema ceranae в популяции медоносной пче-
лы Apis mellifera на пасеке в Республике Татарстан с последующей интерпретацией полученных 
данных на фоне имеющихся геноваров Евразии. Данная линия была обнаружена у 39 медоносных 
пчел в улье на пасеке. На основании медианного графа из аминокислотных последовательностей 
белка PTP3 было выявлено два типа геноваров N. ceranae. Первый тип был идентичен основным 
геноварам, обнаруженным в Нидерландах, Таиланде, Хорватии и Испании. Второй тип отличался 
от геноваров из Словении, Таиланда, Нидерландов и Южной Кореи только одной или двумя амино-
кислотами и имел специфические аминокислотные последовательности. Данные аминокислотной 
последовательности белка PTP3 с пасеки Республики Татарстан и других регионов Евразии позво-
ляют предположить, что возбудитель «азиатского» нозематоза у медоносных пчел, вызванного N. 
ceranae, имеет как общие основные, так и специфические геновары. Линейной связи между гено-
варами белка PTP3 и геоклиматическим регионом обнаружено не было. Необходимо исследовать 
генетические различия микроспоридии и устойчивость к «азиатскому» нозематозу, а также гене-
тические вариации у медоносных пчел разных линий, что позволит детерминировать нарушение 
эволюционно сложившегося генетического комплекса и генетический дисбаланс. 
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Abstract. A morphometric analysis was conducted to assess the external indicators of honey bees 
and identify any correlation with the spore load of microsporidia belonging to the genus Nosema. 
Genovars from various geoclimatic regions of Eurasia, including the Republic of Tatarstan, were 
examined to determine the pattern of infection by different haplotypes of parasites. The genetic di-
versity characteristics of the «Asian» lineage of microsporidia Nosema ceranae in the honey bee Apis 
mellifera population in an apiary in the Republic of Tatarstan are presented, along with an interpre-
tation of the data in comparison to the existing genovars in Eurasia. This line was found in 39 honey 
bees in an apiary hive. Based on the median graph of the amino acid sequences of the PTP3 protein, 
two types of N. ceranae genovars were identified. The first type was identical to the main genovars 
found in the Netherlands, Thailand, Croatia, and Spain. The second type differed from genovars from 
Slovenia, Thailand, the Netherlands, and South Korea in only one or two amino acids and had spe-
cific amino acid sequences. Data from the amino acid sequence of the PTP3 protein from an apiary 
in the Republic of Tatarstan and other regions of Eurasia suggest that the causative agent of «Asian» 
nosemosis in honey bees, caused by N. ceranae, has both common basic and specific genovars. No 
linear relationship was found between PTP3 protein genovars and geoclimatic regions. It is necessary 
to study genetic differences in microsporidia and resistance to «Asian» nosemosis, as well as genetic 
variations in honey bees of different lines. This research will help determine the disruption of the 
evolutionarily established genetic complex and genetic balance.
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Введение
Наличие и пагубное действие биотических 

и абиотических факторов влияет на семьи медо-
носных пчел. В роли этих факторов выступают 
инфекционные и инвазионные агенты; примене-
ние пестицидов при выращивании сельскохозяй-
ственных энтомофильных культур, опыляемых 
пчелами; факторы, связанные с землепользова-
нием и изменением климата [1, 2]. Для того что-
бы заниматься промышленным пчеловодством, 
необходимо содержать значительное число пче-
линых семей, однако распространение биопато-
генов среди медоносных пчел приводит к сокра-
щению пчелосемей [3…5]. В связи с глобальным 
распространением микроспоридии семейства 
Nosematidae оказывают пагубное воздействие 
на медоносных пчел Apis mellifera [3, 6, 7]. 
N. ceranae, впервые выявленная в семьях азиат-
ских медоносных пчел (A. ceranae), в настоящее 
время широко распространена далеко за пределы 
Азии [5, 6]. Известно, что генетическая гетеро-
генность пчелы может влиять на выживаемость 
при заражении различными геноварами вида 
N. ceranae [9]. Поэтому при анализе паразито-хо-
зяинных взаимоотношений необходимо изучать 
существующие основные и новые геновары вида 
N. ceranae, что в дальнейшем позволит выя-
вить причины возникновения восприимчивости 
к «азиатскому» нозематозу. Высокие уровни ге-
нетической изменчивости белка PTP3 ранее были 
документированы для глобально распространен-
ного вида N. ceranae [9, 10]. 

Основной целью данного исследования был 
анализ распределения геноваров паразита по Ев-
разии с использованием международных баз дан-
ных и сбор данных в популяции медоносной пче-
лы Apis mellifera на пасеках Республики Татар-
стан, где ежегодно выявляют нозематоз [11].

Материалы и методы 
В апреле 2023 г. рабочие пчелы были отобра-

ны из одного улья, на пасеке, расположенной 
в Верхнеуслонском районе Республики Татар-
стан. Отобранных пчел подвергали морфометри-
ческому анализу для определения экстерьерных 
показателей (хоботок, длина и ширина крыла, ку-
битальный индекс) согласно общепринятой мето-
дике [12]. 

Параллельно с проведением морфометри-
ческого анализа каждое насекомое подвергали 
исследованию на нозематоз, для чего пчелу про-
мывали стерильной водой, извлекали среднюю 
кишку, помещали в ступку, добавляли 1 мл сте-
рильной воды и тщательно растирали пестиком. 
Каплю гомогената добавляли в гемоцитометр 
Neubauer (Paul Marienfeld GmbH & Co. KG, Гер-
мания) и оценивали общее число спор на пять 
больших квадратов. Полученное число был ум-
ножено на 50 000. Подсчет споровой нагрузки 
и оценку размера спор проводили с помощью 
составного микроскопа («Биомед-3», Россий-
ская Федерация) при 400- и 1000-кратном увели-
чении. 

Пчелы, зараженные нозематозом, были ис-
пользованы для экстракции ДНК, ПЦР-анали-
за с амплификацией фрагментов длиной 321 
и 218 п.н., соответствующих рибосомному гену 
16S. Чтобы выяснить, могут ли существовать ге-
нетические вариации в популяциях N. ceranae, 
мы провели генетическое исследование для вы-
явления генных вариаций данных микроспори-
дий [14]. Для этого мы выбрали белок полярной 
трубки PTP3. N. ceranae и другие микроспори-
дии имеют полярные нити, состоящие из трех 
ключевых компонентов: PTP1, PTP2 и PTP3. 
Однокопийный ген Ptp3, кодирующий этот бе-
лок, содержит 1414 аминокислот. Его структура 
играет уникальную и решающую роль в механиз-
ме заражения, облегчая инъекцию спороплазмы 
в клетку-хозяина после ее выброса через перед-
ний полюс инфекционной споры. Нуклеотидные 
последовательности амплифицированных фраг-
ментов определяли в научно-исследовательской 
компании «Синтол» (Россия). Аллели разделяли 
с помощью вектора pT7Blue с трансформацией 
в клеточную линию E. coli DH5α.

Аминокислотные последовательности белка 
PTP3, полученные из зараженных микроспори-
диями A. mellifera пчел в различных частях мира 
(Нидерланды, Испания, Греция, Хорватия, Слове-
ния, Венгрия, Таиланд, Тайвань и Южная Корея), 
были выгружены из научной базы данных. Ме-
дианный граф для полиморфных участков ами-
нокислотных последовательностей белка PTP3 
из Республики Татарстан и других точек отбора 
проб A. mellifera оценивали с использованием 
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участков с высоким уровнем полиморфизма ами-
нокислот с добавлением обозначений. 

Корреляционный анализ проводили с исполь-
зованием теста Пирсона, R-знаковый тест и ли-
нейная регрессия проводились с использованием 
статистического программного обеспечения для 
Excel (https://www.xlstat.com).

Результаты исследований и обсуждение
При проведении морфометрического анали-

за были получены следующие результаты: длина 
хоботка варьировалась от 6,37 до 6,99 мм; длина 
крыла — от 9,33 до 9,60 мм; ширина крыла — 
от 3,14 до 3,16 мм; кубитальный индекс — от 45 
до 65%. 

Полученные результаты позволяют отнести ис-
следуемых пчел к гибриду среднерусской породы.

Наличие спор в средней кишке пчел было 
определено посредством микроскопии (рис. 1). 

Рис. 1. Световая микроскопия спор, схожих 
с таковыми N. ceranae. Белые стрелки — N. ceranae.
Fig. 1. Light microscopy of spores similar to N. ceranae. 

White arrows — N. ceranae

ПЦР-скрининг выявил доминирующее ко-
личество ДНК микроспоридий N. ceranae и не-
большое количество ДНК микроспоридий N. apis 
в исследуемых образцах (рис. 2). 

По итогам ПЦР-скрининга, 39 медоносных 
пчел с пасеки, расположенной в Верхнеуслон-
ском районе Республики Татарстан, было уста-
новлено, что основной возбудитель нозематоза 
пчел — N. ceranae. 

По результатам построения корреляционной 
матрицы Пирсона была выявлена слабая положи-
тельная корреляция между споровой нагрузкой 
и кубитальным индексом (рис. 3). 

Значения кубитальных индексов по обнару-
женному подвиду были переведены в бинарные 
переменные с последующим построением кор-
реляционной матрицы Пирсона для определения 
корреляции со споровой нагрузкой (рис. 4). 

По результатам построения корреляционной 
матрицы Пирсона была выявлена слабая положи-
тельная корреляция между споровой нагрузкой 
и кубитальным индексом гибрида среднерусской 
породы медоносной пчелы.

Ампликоны образцов пчел, зараженных 
«азиатских нозематозом», были секвенированы 
с использованием гена Ptp3. Известно, что бел-
ки полярной трубки взаимодействуют с поверх-
ностью клетки медоносной пчелы. PTP3 уча-
ствует в регуляции экструзии полярных трубок 
и в биогенезе [13]. Чтобы увидеть функциональ-
но отдельные геновары N. ceranae, имеет смысл 
отобразить на медианном графе полученные 
последовательности аминокислот белка PTP3, 
где собраны все имеющиеся в международных 
базах данных геновары. Нами было выявлено 
два типа геноваров N. ceranae, сформированных 
из аминокислотных последовательностей белка 
PTP3 на медианном графе. Один тип различался 

Рис. 2. ПЦР-скрининг отдельных образцов A. mellifera. Образцы слева направо показывают наличие N. ceranae. 
Полосы длиной 218 п.н. позволили идентифицировать вид N ceranae. Также присутствуют полосы  

длиной 321 п.н., принадлежащие N. apis
Fig. 2. PCR screening of individual A. mellifera samples. Samples from left to right show the presence of N. ceranae. 

218 bp bands allowed the identification of the N. ceranae species. There are 321 bp bands also present,  
belonging to N. apis
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только одной или двумя аминокислотами, явля-
ясь специфической последовательностью, отли-
чающейся от основных геноваров, найденных 
в Словении, Таиланде, Нидерландах и Южной 
Корее. Второй тип был идентичен основным ге-
новарам, обнаруженным в Нидерландах, Таилан-
де, Хорватии и Испании (рис. 4). Каждый из че-
тырех встреченных типов подвидов пчел был 

заражен каждым из двух геноваров N. ceranae. 
Статистически достоверной связи с типами под-
видов обнаружено не было.

Геновары N. ceranae с дивергентной амино-
кислотной последовательностью белка PTP3 при-
сутствовали в странах разных геоклиматических 
регионов: умеренного (Республика Татарстан, 
Словения, Венгрия, Хорватия, Нидерланды), 

Рис. 3. Корреляционная матрица Пирсона с использованием морфометрических показателей  
и споровой нагрузки медоносных пчел

Fig. 3. Pearson correlation matrix using morphometric parameters and spore load of honey bees
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субтропического (Испания, Греция) и субэквато-
риального (Тайвань, Таиланд). Оценка климати-
ческого фактора, влияющего на распределение 
гаплотипов N. ceranae в Евразии, была проведе-
на с использованием критерия знаков и линейной 
регрессии. Каждому типу климата и гаплотипу 
N. ceranae было присвоено числовое значение, 
включая повторные выборки. Модель линейной 
регрессии не выявила линейной связи между за-
висимым «геноваром» и независимыми перемен-
ными «климата» при p<1 (тест знаков показал, 
что группы «геновар» и «климат» имеют одина-
ковый размер при p<0,0001).

Заключение
Данные аминокислотной последовательности 

белка PTP3 с пасеки Республики Татарстан и дру-
гих регионов Евразии позволяют предположить, 
что у медоносных пчел гибридной среднерусской 
породы возбудитель «азиатского» нозематоза, вы-
званный N. ceranae, имеет как общие основные, 
так и специфические геновары. Наличие основ-
ных евразийских геноваров N. ceranae на пасеке 

Республики Татарстан вызывает предположение 
о заносе паразитов. 

Настоящее исследование расширяет данные 
о существующих уникальных геноварах белка 
PTP3 вида N. ceranae: в настоящее время суще-
ствует 37 уникальных геноваров [14]. Хотя в дан-
ном исследовании не было обнаружено линейной 
связи между геноварами белка PTP3 и геоклима-
тическим регионом, наличие новых уникальных 
геноваров параллельно с другими евразийскими 
странами разных геоклиматических регионов мо-
жет указывать на соответствие с географическим 
разнообразием пчел. Среди пород и линий ме-
доносных пчел, обитающих на территории Рос-
сийской Федерации, имеются различия по устой-
чивости к нозематозу и большие генетические 
вариации по сравнению с медоносными пчела-
ми Германии и Италии [15]. Нет сомнения, что 
гибридизация разных пород медоносных пчел 
может привести к появлению новых геноваров 
микроспоридии и нарушению эволюционно сло-
жившегося генетического комплекса, что приве-
дет к генетическому дисбалансу.

Рис. 4. Медианный граф, построенный с использованием аминокислотных последовательностей белка PTP3 
N. ceranae. Жирным шрифтом выделены геновары, обнаруженные на пасеке в Республике Татарстан

Fig.4. Median graph constructed using amino acid sequences of the N. ceranae PTP3 protein. The genovars found in an 
apiary in the Republic of Tatarstan are highlighted in bold
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