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Аннотация. Видовая идентификация свежего плодово-ягодного сырья занимает важное место в контроле качества готовых 
продуктов. В статье представлены результаты исследований, направленных на разработку метода видовой идентификации 
плодово-ягодного сырья с применением молекулярно-генетического анализа на примере: Ribes uva-crispa (крыжовник 
обыкновенный, сорт Кооператор), Rosa majalis Herrm (шиповник майский), Prunus fruticose (вишня степная, сорт Алтайская 
ласточка), Actinidia deliciosa (киви деликатесный). С использованием различных программных пакетов, а также базы 
данных GenBank NCBI для каждого из исследуемых объектов плодово-ягодного сырья на уровне родовой дифференциации 
удалось найти подходящий участок ДНК для дальнейшей разработки на его основе универсальных праймеров – участок 18S 
рДНК. Создана единая матрица выравнивания для каждого из исследуемых объектов плодово-ягодного сырья с помощью 
программы GeneDoc, проведена повторная проверка каждой матрицы на предмет наличия ошибок чтения или прочих 
спорных однонуклеотидных замен. Авторами проведен алгоритмический анализ последовательностей и поиск оптимальных 
позиций посадки праймеров с помощью программы PrimerQuest с указанием в настройках максимального размера 
ампликона, читаемого парой праймеров, не превышающего 300 п.н. Определены оптимальные параметры процесса 
амплификации: объем праймеров 0,5 мкл, режим амплификации: 95 ºС, 60 с; 62 ºС, 45 с; 72 ºС, 30 с; 30 циклов. Выбранный 
режим амплификации подтвержден результатами проведения ПЦР со всеми образцами плодово-ягодного сырья с 
визуализацией в виде электрофореграммы в 1%-ном агарозном геле. Проведена дополнительная проверка специфичности 
праймеров с помощью алгоритма BLAST. Установлено, что все отсеквенированные последовательности фрагментов, 
читаемых каждой из пар разработанных праймеров, полностью совпали с депонированными в GenBank 
последовательностями исследуемого вида сырья. 
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Annotation. Species identification of fresh fruit raw material plays an important role in the quality control of finished products. The 
article presents the results of research aimed at the design of species identification method of fruit raw material: Ríbes úva-críspa 
(gooseberry of “The Cooperator” variety), Rosa majalis Herrm (Rosa majalis), Prunus fruticose (ground cherry of “The Altaiskaya 
Lastochca” variety), Actinidia deliciosa (kiwi delicacy) applying molecular genetic analysis. Using a variety of software packages, as 
well as GenBank NCBI database for each of the objects of fruit raw material at the level of generic differentiation we managed to 
find a suitable DNA segment for further development, on its basis, of universal primers - section 18S rDNA. A unified alignment 
matrix for each of the objects of fruit raw material with the help of GeneDoc program has been developed; recheck of each matrix for 
the presence of read errors or other controversial single nucleotide substitutions has been carried out. The authors have conducted an 
algorithmic sequence analysis and the search for optimum positions of primer setting using PrimerQuest program with the indication 
of the maximum size of the amplicon, readable by a primer pair not exceeding 300 bp. The optimum parameters of the amplification 
process are the following: primers’ volume of 0.5 l; amplification conditions: 95 °C, 60 seconds; 62 °C, 45 seconds; 72 °C,  
30 seconds; 30 cycles have been determined. The selected amplification mode is confirmed by the results of PCR with all samples of 
fruit raw material with visualization in the form of electrophoregram in 1% gel. Additional investigation of primers’ specificity using 
the BLAST algorithm has been done. It has been found that all sequences of fragments readable with each of the pairs of primers 
designed coincide with deposited in Genbank sequences of investigated raw material. 
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Введение 
Постоянное совершенствование методов моле-

кулярной биологии и накопление данных по соста-
ву генома плодово-ягодных растений [1, 2] способ-
ствовали появлению методов идентификации сырья 
растительного происхождения в продуктах пита-
ния, основанных на ДНК-технологиях с использо-
ванием метода полимеразной цепной реакции 
(ПЦР). Метод полимеразной цепной реакции поз-
воляет из единичных клеток, содержащихся в ана-
лизируемом образце, получить необходимое коли-
чество ДНК для их идентификации [3–6]. Установ-
ление видовой принадлежности растительного сы-
рья при помощи ПЦР отличается универсально-
стью, более глубоким уровнем видовой дифферен-
циации, высокой воспроизводимостью и возможно-
стью количественного анализа. Кроме того, ДНК 
более устойчива в условиях технологического про-
цесса, чем традиционно используемые низкомоле-
кулярные маркеры [7, 8]. Учеными предложены 
многочисленные модификации по совершенствова-
нию ПЦР [1, 9–12].  

Несмотря на то, что использование метода ПЦР 
для видовой идентификации тканей растительного 
происхождения получило высокую оценку зару-
бежных специалистов, в нашей стране это направ-
ление не нашло широкого практического примене-
ния [13]. 

Использование коротких олигонуклеотидных 
праймеров позволяет проводить дифференциацию 
различных образцов плодово-ягодного сырья. 
Сложность заключается в том, что праймеры долж-
ны быть универсальными – одинаково эффективно 
амплифицировать фрагменты ДНК как из сырого 
материала, например свежих фруктов, так и из тер-
мообработанного, например повидла. Однако к 
настоящему моменту известно, что из термообра-
ботанного материала ожидаемый размер ампликона 
будет не более 270–300 пар нуклеотидов [14]. Сле-
довательно, необходимо разработать праймеры, 
надежно амплифицирующие фрагмент длиной не 
более 300 п.н. Амплифицируемый фрагмент также 
должен содержать в себе определенное количество 
SNP (Single Nucleotide Polymorphism – единичные 
нуклеотидные замены), т.е. быть не полностью 
консервативным, – это позволит с большей вероят-
ностью провести правильное определение объекта. 
При этом для «посадки» праймеров необходимо 
наличие консервативных участков ДНК. 

В такого рода работах чаще других используют 
гены рДНК (РНК) – 18S, 5.8S и 26S, разделенные 
внутренними транскрибируемыми спейсерами ITS1 
и ITS2 [15, 16]. Это обусловлено функциональной 
важностью данного участка генома, а также при-
сутствием в нем эволюционно лабильных и консер-
вативных областей в пределах одного повторяюще-
гося участка, повсеместным присутствием во всех 
известных организмах, расширяющимся числом 
депонированных в GenBank последовательностей, 
используемых для сравнения [17]. 

Для дальнейшей работы было принято решение 
использовать участок малой субъединицы рибосо-
мы – 18S рРНК, так как это наиболее часто исполь-
зуемый маркер в таксономических исследованиях и 
по нему есть большое количество информации. 

Объекты и методы исследований 
Теоретические и экспериментальные исследо-

вания выполнены на кафедре «Бионанотехнология» 
Федерального государственного бюджетного обра-
зовательного учреждения высшего образования 
«Кемеровский технологический институт пищевой 
промышленности (университет)».  

Отдельные этапы работы выполнены в рамках 
федеральной целевой программы «Научные и 
научно-педагогические кадры инновационной Рос-
сии на 2009–2013 годы», ГК № 14.740.11.1219 по 
теме: «Молекулярно-генетический анализ ДНК 
растительного происхождения с целью разработки 
ПЦР-тест-систем для идентификации фальсифика-
ции продуктов на их основе», соглашение  
№ 4.В37.2.968. 

В работе исследовано плодовое сырье: Ribes 
uva-crispa (крыжовник обыкновенный, сорт Коопе-
ратор), Rosa majalis Herrm (шиповник майский), 
Prunus fruticose (вишня степная, сорт Алтайская 
ласточка), Actinidia deliciosa (киви деликатесный).  

Поиск нуклеотидных последовательностей ге-
номов проводили по базам данных GenBank (Наци-
ональный институт здоровья, США). 

Праймеры подобраны с использованием про-
граммы PrimerQuest (http://eu.idtdna.com/ 
Primerquest/Home/Index). Компьютерная обработка, 
выравнивание последовательностей проведены в 
программах ClustalW и GeneDoc, построение фило-
генетических деревьев – в программе Mega 6. 

Для дополнительной проверки специфичности 
праймеров было произведено секвенирование 
фрагментов, читаемых каждой из пар разработан-
ных праймеров. Для этого было поставлено 8 ПЦР-
реакций – по одной с каждой парой праймеров, 
соответствующих одному типа сырья. Полученные 
ПЦР-продукты переосаждались этанолом в присут-
ствии ацетата аммония, высушивались, а затем бы-
ли отсеквенированы по Сэнгеру с помощью прибо-
ра ABI Prism 3500xl. Выходные данные секвенато-
ра – хроматограммы – конвертировались в нуклео-
тидную последовательность, а затем с помощью 
алгоритма BLAST сравнивались с имеющимися в 
базе данных Genbank NCBI (Национальный инсти-
тут здоровья, США) последовательностями. 

Подобранные для проведения ПЦР видоспеци-
фичные праймеры синтезированы в ЗАО «Синтол» 
(Москва). Выделение ДНК проводили с использо-
ванием коммерческого набора реагентов «Сорб-
ГМО» ЗАО «Синтол». 

Результаты и их обсуждение 
В табл. 1 представлены номера последователь-

ностей NCBI видов плодово-ягодного сырья.  
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Таблица 1 

Использованные в работе номера NCBI изучаемых объектов в 18S рРНК 

Род, к которому 
относятся изучаемые 

плоды и ягоды 
Номера NCBI нуклеотидных последовательностей изучаемых видов плодово-ягодного сырья 

Ribes 
AY138019; AY138010; AY138005; AY137993; AY137980; AY137992; AY137977; AY138015; 
AY138020; AY138028; AY138030; AY138032; AY138033; AY138027; AY138026; AY138024; 

AY138023; AY138022; AY138021; AY138011; AY137989; AY137976; AY138010 

Rosa U90801; DQ242529; DQ242528; DQ242526; DQ242523; KP093154; KP093153; HM593928; 
HM593927; HM593926; HM593925; HM593924; HM593911; FM164424 

Prunus HQ332167; AF318729; KT887519; AF318717; AF318738; AF318721; AF318724; JQ926626 

Actinidia KC832314; KR819508; KR819507; KR819515; KX394612; KR819509; KR819510; KR819511; 
KR819512; KR819513; KR819514 

Филогенетический анализ, проведенный на ос-
нове нуклеотидных последовательностей 18S рРНК 
изучаемого плодово-ягодного сырья, показывает 
родственные связи видов плодовых растений внут-
ри одного рода. Например, род Prunus включает 
различные виды плодово-ягодного сырья – вишню, 
сливу, персик, абрикос, черемуху и др., что необхо-
димо учитывать в экспериментальных исследова-
ниях и практической работе по видовой идентифи-
кации сырья. С одной стороны, разработанные 
праймеры на основе выбранных нуклеотидных по-
следовательностей можно использовать для иден-
тификации всех представленных видов внутри ро-
дов, с другой – необходимо помнить, что при вза-

имном присутствии плодово-ягодного сырья, отно-
сящегося к одному роду, их идентифицировать бу-
дет невозможно. 

На следующем этапе исследований в программе 
GeneDoc ранее проведенные выравнивания были ви-
зуализированы и отредактированы. Таким образом, 
была создана единая матрица выравнивания для каж-
дого из исследуемых объектов. Матрицы приведены 
на рис. 1–4. Далее проводили повторную проверку 
каждой матрицы на предмет наличия ошибок чтения 
или прочих спорных однонуклеотидных замен. 

Матрицы были выровнены с двух сторон вы-
равнивания. Наличие выступающих «хвостов» мо-
жет помешать дальнейшей работе программ. 

Рис. 1. Часть матрицы выравнивания нуклеотидных последовательностей Ríbes úva-críspa 

Рис. 2. Часть матрицы выравнивания нуклеотидных последовательностей Rosa majalis Herrm 
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Рис. 3. Часть матрицы выравнивания нуклеотидных последовательностей Prunus fruticose 

Рис. 4. Часть матрицы выравнивания нуклеотидных последовательностей Actinidia deliciosa 

Таким образом, были получены прямоугольные 
матрицы выравнивания для каждого из исследуе-
мых объектов.  

Далее каждая матрица загружалась в программу 
PrimerQuest для алгоритмического анализа после-
довательностей и поиска оптимальных позиций 
посадки праймеров. 

В настройках обязательно указывалось, что 
максимальный размер ампликона, читаемого парой 

праймеров, не должен превышать 300 п.н. Из пред-
ложенных программой вариантов праймеров выби-
ралась оптимальная пара. Учитывались такие пара-
метры, как длина праймера, температура отжига, 
расположение ампликона. Выбранные универсаль-
ные непересекающиеся праймеры для определения 
методом ПЦР плодово-ягодного сырья (земляники, 
крыжовника, вишни, малины, банана, шиповника, 
киви) представлены в табл. 2. 

Таблица 2 
Универсальные праймеры для тест-систем ПЦР 

Наименование сырья Длина праймера, п.н. Длина ампликона, п.н. Праймеры 

Ribes uva-crispa 22 
23 269 CGTCGTCTCATATGTCCATCAA 

GGAGCAATAAAGCACCACATAC 

Prunus fruticose 22 
23 285 CTTGGTGTGAATTGCAGAATCC 

CATCTTTACTTCTAGCCCTCGAC 

Rosa majalis 20 
21 227 GTTTCCTGTGTTGGCTACCT 

TGGGCAGATGGAGCAATAAA 

Actinidia deliciosa 21 
22 283 GACCCGCGAACTTGTCTAATA 

GCATTTCGCTACGTTCTTCATC 

Известно, что на проведение ПЦР влияют такие 
параметры, как концентрация праймеров, темпера-
тура отжига, температура денатурации и количе-
ство циклов амплификации. 

Все праймеры были разработаны с помощью 
программы PrimerQuest (http://eu.idtdna.com/ 
Primerquest/Home/Index). Для упрощения дальней-
шей работы программы в установочных настройках 

было рекомендовано создать праймеры с одинако-
вой температурой отжига, что и было сделано.  

Однако необходимо было также выявить опти-
мальные параметры амплификации, которые будут 
использованы в дальнейшем. Так как температура 
отжига праймеров известна (62 ºС), под знаком во-
проса остается лишь количество циклов, а также 
время элонгации ПЦР. 
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Размер ампликонов, получаемых с помощью 
разработанных праймеров, колеблется от 230 до 
300 нуклеотидов. Исходя из этого, рекомендуемое 
время элонгации во время ПЦР составляет  
30 секунд. 

Для выбора оптимального количества циклов 
амплификации был проведен эксперимент по схе-
ме, представленной в табл. 3. В процессе экспери-
мента варьировались такие параметры, как количе-
ство циклов ПЦР реакции, а также время элон-
гации. 

Анализ показал, что оптимальными параметра-
ми амплификации являются значения II варианта 
опыта (табл. 3). Лимитирующим фактором при ра-

боте с данными праймерами является количество 
циклов реакции. Изменение времени элонгации не 
сопровождается изменениями других параметров 
реакции, изменение температуры отжига не реко-
мендуется: при понижении температуры в реакции 
будет образовываться множество неспецифических 
продуктов амплификации, при повышении – ам-
плификации искомых фрагментов не произойдет.  

После проведения ПЦР со всеми праймерами и 
типами сырья полученные продукты были визуали-
зированы с помощью электрофореза в 1%-ном ага-
розном геле. Анализ показал, что реакция прошла 
успешно со всеми исследуемыми образцами плодо-
во-ягодного сырья. 

Таблица 3 

Схема проведения исследования по определению оптимальных параметров амплификации 

Параметры 
Варианты опыта 

I II III 

Объем праймеров, мкл 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 

Режим амплификации 

95 оС, 60 с 
62 оС, 30 с 
72 оС, 30 с 
25 циклов 

95 оС, 60 с 
62 оС, 45 с 
72 оС, 30 с 
30 циклов 

95 оС, 60 с 
62 оС, 30 с 
72 оС, 30 с 
40 циклов 

Для дополнительной проверки специфичности 
праймеров было произведено секвенирование 
фрагментов, читаемых каждой из пар разработан-
ных праймеров. Для этого было поставлено 8 ПЦР-
реакций – по одной с каждой парой праймеров, 
соответствующих одному типа сырья. Полученные 
ПЦР-продукты переосаждались этанолом в присут-

ствии ацетата аммония, высушивались, а затем бы-
ли отсеквенированы по Сэнгеру с помощью прибо-
ра ABI Prism 3500xl. Выходные данные секвенато-
ра – хроматограммы (рис. 5) конвертировались в 
нуклеотидную последовательность, а затем с по-
мощью алгоритма BLAST сравнивались с имею-
щимися в GenBank NCBI последовательностями. 

Рис. 5. Графический вывод секвенатора ABI Prism – хроматограмма 

Все отсеквенированные последовательности 
совпали с задепонированными в GenBank последо-
вательностями каждого вида сырья. 

Таким образом, с использованием различных 
программных пакетов, а также базы данных Gen-
Bank NCBI для каждого из исследуемых объектов 

плодово-ягодного сырья на уровне родовой диффе-
ренциации удалось найти подходящий участок 
ДНК для дальнейшей разработки на его основе 
универсальных праймеров – это участок 18S рДНК.  

Все найденные последовательности имеют как 
консервативную часть – для посадки пары прайме-
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ров, так и изменчивую – для достоверного опреде-
ления видов или проведения филогенетического 
анализа. Создана единая матрица выравнивания для 
каждого из исследуемых объектов плодово-
ягодного сырья с помощью программы GeneDoc, 
проведена повторная проверка каждой матрицы на 
предмет наличия ошибок чтения или прочих спор-
ных однонуклеотидных замен. 

Проведен алгоритмический анализ последова-
тельностей и поиск оптимальных позиций посадки 
праймеров с помощью программы PrimerQuest с 
указанием в настройках максимального размера 
ампликона, читаемого парой праймеров, не превы-
шающего 300 п.н.  

Из предложенных программой вариантов прай-
меров выбраны оптимальные пары для каждого 
вида плодово-ягодного сырья с учетом таких пара-
метров, как длина праймера, температура отжига, 
расположение ампликона.  

Определены оптимальные параметры процесса  

амплификации: объем праймеров 0,5 мкл, режим 
амплификации: 95 оС, 60 с; 62 оС, 45 с; 72 оС, 30 с; 
30 циклов. Выбранный режим амплификации под-
твержден результатами проведения ПЦР со всеми 
образцами плодово-ягодного сырья с визуализаци-
ей в виде электрофореграммы в 1%-ном агарозмом 
геле. 

Проведена дополнительная проверка специфич-
ности праймеров с помощью алгоритма BLAST. 
Установлено, что все отсеквенированные последо-
вательности фрагментов, читаемых каждой из пар 
разработанных праймеров, полностью совпали с 
задепонированными в GenBank последовательно-
стями исследуемого вида сырья. 

Дальнейшие исследования будут направлены на 
проверку жизнеспособности разработанного метода 
на примере объектов, содержащих термообрабо-
танное плодово-ягодное сырье, – в частности, мо-
лочные продукты с добавлением крыжовника, ши-
повника, вишни и киви. 
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