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Изучены возможности использования RAPD-

ПЦР с праймерами: ERIC1R-1, ERIC2-1, 

BOXA1R, BOXA2R и Rep-ПЦР с праймерами 

P15, P16, XD8, XD9, RAPD-mes, (GTG)5 для 

выявления генетической гетерогенности 9 

штаммов и 8 изолятов Leuconostoc 

mesenteroides. В результате филогенетического 

анализа, полученного при типировании 

лейконостоков, выделены три кластера 

культур с высоким уровнем будстрап-

поддержки. Полученные результаты 

свидетельствуют о возможности выявлять 

генетические различия по профилю 

генерируемых ампликонов среди штаммов 

Leuconostoc mesenteroides с помощью 

комбинированного использования методов Rep-

ПЦР и RAPD-ПЦР.  

 

 We studied the possibility of using RAPD-PCR with 

primers: ERIC1R-1, ERIC2-1, BOXA1R, BOXA2R 

and Rep-PCR with primers P15, P16, XD8, XD9, 

RAPD-mes, (GTG)5 to identify genetic 

heterogeneity of 9 strains and 8 isolates of 

Leuconostoc mesenteroides. Three clusters of 

cultures with a high level of bootstrap support were 

identified as a result of phylogenetic analysis 

obtained when typing Leuconostoc. The obtained 

results indicate the possibility of revealing genetic 

differences in the profile of the generated 

amplicons among Leuconostoc mesenteroides 

strains using the combined methods of Rep-PCR 

and RAPD-PCR.  
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Введение. Бактерии рода Leuconostoc – важная в технологическом отношении 

группа молочнокислых бактерий, входящая в состав заквасочных культур для 

производства кислосливочного масла, творога, сыров с низкой температурой второго 

нагревания. Род Leuconostoc объединяет девять видов. В молочной промышленности 

наибольшее значение имеют два вида: Leuconostoc lactis и Leuconostoc mesenteroides, 

который включает три подвида: dextranicum, mesenteroides, cremoris [1, 2]. В 

производстве сыров с низкими температурами второго нагревания, сыров типа 

Рокфор и кисломолочных сыров обычно используют Leuconostoc mesenteroides ssp. 

cremoris. При совместном развитии с лактококками лейконостоки стабилизируют 

содержание диацетила, снижают уровень ацетоина, увеличивают уровень уксусной 

кислоты и этанола, способствуют снижению накопления горьких пептидов в сырах. 

От других видов и подвидов сливочный лейконосток отличает низкая 

метаболическая активность, повышенная чуствительность к внешним факторам и 

очень сложные питательные потребности, особенно в аминокислотах. Бактериофаги 

лейконостоков практически не распространены на сыродельных заводах. Кроме того, 

лейконостоки начинают размножаться после свертывания молока, когда условия для 

репродукции бактериофагов неблагоприятны. В связи с этим, закваски с 

лейконостоками обеспечивают более стабильное формирование рисунка в сырах [3].  

__________________ 
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Однако, для создания устойчивых бактериальных консорциумов необходимо 

использование штаммов, имеющих низкий уровень внутривидового генетического 

родства. Использование таких культур в составе консорциумов для бактериальных 

заквасок стабилизирует их производственно-ценные свойства, что в свою очередь, 

обеспечивает гарантированное получение ферментированных продуктов высокого 

качества.  

По сравнению с традиционными способами видовой детекции, установление 

видовой принадлежности с помощью ПЦР отличается универсальностью, более 

глубоким уровнем видовой дифференциации, высокой воспроизводимостью и 

степенью достоверности, что обосновывает актуальность применения данных 

методов [4–8]. Молекулярно-генетические методы,  основанные на особенностях 

нуклеотидного состава ДНК микроорганизмов, позволяют не только провести 

видовую идентификацию исследуемых бактерий, но и дают возможность получить 

индивидуальные генотипические характеристики каждого штамма. Именно 

молекулярно-биологические методы составляют базу геномного фингерпринтинга. В 

настоящее время разработаны различные методики ДНК-типирования, основанные 

на полимеразной цепной реакции: specific PCR, RAPD-PCR, Rep-PCR, PCR- RFLP, 

AFLP и др. [9, 10].  

К методам типирования микроорганизмов предъявляют ряд требований: они 

должны быть стабильными, обладать выраженной типирующей способностью, 

дискриминативностью и позволять дифференцировать 2 неродственных изолята, 

произвольно выбранных из популяции изучаемого вида, а также быть 

воспроизводимыми. В связи с небольшой трудоемкостью и стоимостью 

исследований в практических лабораториях перспективно использование различных 

вариантов ПЦР типирования, основанных на случайной амплификации полиморфной 

ДНК (RAPD-ПЦР), либо амплификации повторяющейся экстрагенной палиндромной 

ДНК (Rep-ПЦР). Эти методы основаны на использовании коротких праймеров, число 

и расположение сайтов связывания таких неспецифических праймеров различается 

среди бактерий разных видов и различных штаммов одного вида, что позволяет по 

профилю образуемых в ПЦР фрагментов выявлять генетическое различие/сходство 

микроорганизмов [11]. 

Цель наших исследований – изучить возможности использования RAPD- и 

Rep-ПЦР для выявления генетической гетерогенности штаммов Leuconostoc 

mesenteroides. 

Материалы и методы исследований. Исследования по генотипированию 

культур Leuconostoc mesenteroides проводили в отделе биотехнологий РУП 

«Институт мясо-молочной промышленности». В работе использовали 9 

коллекционных штаммов лейконостоков из Республиканской коллекции 

промышленных штаммов заквасочных культур и их бактериофагов (423 MH-ODG, 

412 MH-ODG, 417 MH-ODG, 430 MH-ODG, 418 MH-ODG, 426 MH-ODG, 427 MH-

ODG, 410 MH-ODG, 413 MH-ODG) и 7 изолятов лейконостоков, выделенных из 

природных источников и идентифицированных методом секвенирования 

последовательности гена 16S rRNA. Образцы р1427/1-1-3-3 и р1427/3-4-2 были 

выделены из клевера узколистного; образец р1464/2-1-3-2 – из плодов яблони, 

образцы р1465/1-5-2, р1465/3-2-2-1, р1465/3-5-3-1, р1465/4-5-1-1 также выделены из 

плодов яблони. 

Бактериальные культуры выращивали в жидкой среде МРС. Выделение ДНК 

из бактериальных клеток проводили с использованием коммерческого набора 

«АртДНК MiniSpin» (ООО «АРТБиоТех») согласно инструкции производителя. Для 

проведения амплификации использовали реактивы и праймеры производства 

ОДО «Праймтех». 
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При проведении Rep-ПЦР использовали праймеры: ERIC 1R-1, ERIC 2-1, 

BOXA1R, BOXA2R (таблица 1). Амплификацию осуществляли в 20 мкл реакционной 

смеси, содержащей 1Х АМ-буфер с MgCl2, 200 мкМ dNTP, 60 пкM праймера, 1ед. 

Taq-полимеразы и матрицу ДНК. В отрицательный контроль матрицу не добавляли. 

Оптимизированный протокол амплификации с праймерами ERIC 1R-1 и ERIC 2-1 

включал следующие стадии: начальная денатурация 5 минут при 95°С; первый этап 

включал 4 цикла: 95°С – 1 мин, 40°С – 5 мин, 68°С – 8 мин; а второй этап – 

30 циклов: 94°С – 30 сек, 51°С – 1 мин, 72°С – 2 мин. Оптимизированный протокол 

амплификации с праймерами BOXA1R, BOXA2R включал следующие стадии: 

начальная денатурация 5 минут при 95°С; первый этап включал 4 цикла: 95°С – 

1 мин, 40°С – 5 мин, 68°С – 8 мин; второй этап – 30 циклов: 94°С – 1 мин, 65°С – 

2 мин, 72°С – 2 мин. В обоих случаях реакции завершали элонгацией при 72°С в 

течение 5 мин.  

 

Таблица 1 – Праймеры, использованные для Rep-ПЦР и RAPD-ПЦР. 

 

Праймер Последовательность 

ERIC IR1 5'-TAGTAAGCTCCTGGGGATTCAC-3' 

ERIC 2-1 5'-AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG-3' 

BOXA1R 5'-CTACGGCAAGGCGACGCTGACG-3' 

BOXA2R 5'-ACGTGGTTTGAAGAGATTTTCG-3' 

RAPD-mes 5´-AAGAGCCCGT-3’ 

P15 5´-CTGGGCACGA-3’ 

P16 5´-TCGCCAGCCA-3’ 

XD8 5´-CAAGGCATCC-3’ 

XD9 5´-GAAGTCGTCC-3’ 

(GTG)5 5´-GTGGTGGTGGTGGTG-3’ 

Источник данных: из открытых источников. 

 

При проведении RAPD-ПЦР использовали праймеры P15, P16, XD8, XD9, 

RAPD-mes, (GTG)5 (табл. 1). Амплификацию осуществляли в 20 мкл реакционной 

смеси, содержащей 1Х АМ-буфер с MgCl2, 200 мкМ dNTP, 20 пкM праймера, 1ед. 

Taq-полимеразы и матрицу ДНК. В отрицательный контроль матрицу не добавляли. 

С праймерами P15, P16 реакцию начинали плавлением ДНК при 95°С в течение 

5 мин., затем следовало 40 циклов: 94°С – 30 сек, 40°С – 30 сек, 72°С – 1 мин. С 

праймерами XD8, XD9 реакцию начинали плавлением ДНК при 95°С в течение 

5 мин., затем следовало 40 циклов: 94°С – 1 мин, 40°С – 1 мин, 72°С – 2 мин. В обоих 

случаях завершали реакцию элонгацией при 72°С в течение 7 мин. Амплификацию с 

праймером (GTG)5 начинали плавлением ДНК при 95°С в течение 7 мин., первый 

этап включал в себя 4 цикла: 95°С – 2 мин, 36°С – 2 мин, 72°С – 8 мин; а второй этап 

– 30 циклов: 94°С – 1 мин, 50°С – 1 мин, 72°С – 1 мин. Завершали реакцию 

элонгацией при 72°С в течение 5 мин. Амплификацию с праймером RAPD-mes 

начинали плавлением ДНК при 95°С в течение 7 мин., первый этап включал в себя 

4 цикла: 94°С – 5 мин, 36°С – 5 мин, 72°С – 5 мин; а второй этап – 30 циклов: 94°С – 

1 мин, 50°С – 1 мин, 72°С – 2 мин. Завершали реакцию элонгацией при 72°С в 

течение 10 мин. 

Продукты  амплификации смешивали с интеркалирующим красителем UView 

6x Loading Dye (Bio-Rad) и разделяли с помощью электрофореза в 1,5% агарозном 

геле с использованием 1Х TAE буфера. Для документирования результатов 
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электрофореза использовали систему GelDoc XR+ (Bio-Rad). Размеры фрагментов 

ДНК устанавливали на основании их электрофоретической подвижности в геле, в 

качестве маркера молекулярного веса использовали M1Kb (ОДО «Праймтех»). 

Кластерный анализ полученных ПЦР-профилей осуществляли с помощью 

программы TREECON for Windows (version 1.3b) [12]. Бинарные матрицы исходных 

данных создавали вручную после визуализации гелей, обозначая присутствие 

фрагмента как 1, а его отсутствие – 0. Анализ осуществляли методом невзвешенного 

попарного среднего (UPGMA). Бутстрап вычисляли по выборке из 100 деревьев. 

Критерием устойчивости кластера считали значение бутстрапа выше 50.  

Результаты и их обсуждение. На первом этапе наших исследований было 

проведено секвенирование нуклеотидных последовательностей гена 16S рРНК 

9 коллекционных штаммов лейконостоков и 7 изолятов лейконостоков, для 

подтверждения их видовой принадлежности. Исследуемые штаммы лейконостоков 

оказались близки ко всем трем подвидам вида Leuconostoc mesenteroides: 

mesenteroides, dextranicum и cremoris. Все исследуемые культуры также были 

идентифицированы как Leuсonostoc mesenteroides с помощью видоспецифичной ПЦР 

с использованием пары праймеров Lmes-f (5´-AACTTAGTGTCGCATGAC-3´) и 

Lmes-r (5´-AGTCGAGTTACAGACTACAA-3´). Подвиды mesenteroides и dextranicum 

были отделены от подвида cremoris с помощью специфичной ПЦР с использованием 

пары праймеров Ldex-f (5´-TACTTAATCGCACACCAACA-3´) и Ldex-r (5´-

TTGCCATGTATTGACCATCA-3´). 

Для выявления внутривидовой генетической гетерогенности исследуемых 

культур лейконостоков на следующем этапе проводили ПЦР со случайными 

праймерами (RAPD-ПЦР) и амплификацию консервативных повторяющихся 

последовательностей (Rep-ПЦР). Метод RAPD-ПЦР основывается на использовании 

низкой температуры отжига и одного праймера размером 10 нуклеотидов, имеющего 

неспецифическую последовательность, благодаря чему праймер связывается со 

множеством комплемен- тарных участков ДНК и, в случае их близкого расположения 

друг к другу, амплифицирует их. Инсерции и делеции в ДНК приводят к 

исчезновению или появ- лению сайта связывния праймера, что сопровождается 

появлением изменений в профиле ампликонов [13]. Праймеры ERIC, 

соответствующие последовательностям Rep-повторов E. coli, успешно используют 

для анализа меж- и внутривидовых различий бактериальных геномов. Генетические 

перестройки приводят к тому, что в ходе Rep-ПЦР с праймерами ERIC могут 

образовываться профили ампликонов, которые отличаются не только у разных видов 

микроорганизмов, но и у представителей одного вида [14]. 

Схема генотипирования исследуемых нами бактерий с помощью Rep-ПЦР 

состояла из проведения амплификации с использованием праймеров ERIC 2-1, 

ERIC IR1 BOXA1R и BOXA2R, электрофоретического разделения синтезированных 

продуктов и анализа полученных ампликонов. При разделении продуктов 

амплификации и последующем визуальном анализе полученных электрофореграмм 

было выявлено от 2 до 12 ПЦР-фрагментов различной длины (таблица 2). 

Наибольшее разнообразие фрагментов образовывалось в реакциях с праймерами 

ERIC IR1 и ERIC 2-1 – 11 и 12 фрагментов соответственно. Следует также отметить, 

что образцы  р1427/1-1-3-3 и р1427/3-4-2 (выделенные из одного природного 

источника – клевера узколистного) при использовании праймера ERIC IR1 

формируют различные профили фрагментов. Также различные профили отмечены у 

образцов р1465/3-2-2-1, р1465/3-5-3-1, р1465/4-5-1-1, р1465/1-5-2 (выделены из 

яблока) при амплификации с праймерами  ERIC IR1 и ERIC2-1. 

Использование праймера BOXA1R оказалось неинформативным поскольку 

приводило к получению идентичных профилей у всех культур за исключением 
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одного штамма (427 MH-ODG). При использовании праймера BOXA2R 

образовывались идентичные профили, за исключением образцов 410 MH-ODG, 

р1427/1-1-3-3 и р1427/3-4-2, что свидетельствует о непригодности данного праймера 

для внутривидовой дифференциации лейконостоков. 

 

Таблица 2 – Количество фрагментов, полученных при типировании лейконостоков с 

помощью Rep-ПЦР 

 
Количество типов фрагментов 

ERIC IR1 ERIC2-1 BOX A1R BOX A2R 

11 12 2* 3* 

*-отсутствуют полиморфные фрагменты 

Источник данных: собственная разработка. 

 

Схема генотипирования исследуемых бактерий с помощью RAPD-ПЦР 

включала амплификацию с праймерами P15, P16, XD8 и XD9, (GTG)5, RAPD-mes, 

электрофоретическое разделение синтезированных продуктов и анализ полученных 

профилей. При визуальном анализе RAPD–профилей, было выявлено от 1 до 13 

фрагментов ДНК (таблица 3). Использование праймера P15 оказалось 

неинформативным поскольку приводило к получению идентичных профилей у всех 

культур за исключением двух штаммов (417 MH-ODG и 410 MH-ODG). 

 

Таблица 3 – Количество фрагментов ДНК, полученных при RAPD-ПЦР 
 

Праймер Количество типов фрагментов 

P15 6 

P16 12 

XD8 13 

XD9 1* 

(GTG)5 6 

RAPD-mes 8 

*-отсутствуют полиморфные фрагменты 

Источник данных: собственная разработка. 

 

Для объективной оценки генетического родства исследуемых культур 

проводили кластерный анализ результатов генотипирования с помощью программы 

TREECON for Windows (version 1.3b) [12]. Результаты анализа представлены на 

рисунках в виде филогенетических деревьев (рисунки 1–4). 

Наибольшее количество устойчивых кластеров в филогенетическом дереве 

было получено при использовании праймера ERIC 2-1. Профили, полученные с 

помощью ERIC IR-1 оказались более однородными, а структура деревьев, 

построенных на их основании – менее достоверной (рисунок 1). 

При использовании для амплификации праймеров (GTG)5, RAPD-mes, XD 8, 

P15, P16 стабильно выделялись два устойчивых кластера: кластер из изолятов 

р1427/1-1-3-3, р1427/3-4-2 с уровнем бутстрапа 93-100; и второй кластер изолятов: 

р1465/3-2-2-1, р1465/3-5-3-1, р1465/4-5-1-1, р1465/1-5-2, р1464/2-1-3-2 с уровнем 

бутстрапа 57-100 (рисунки 2–3). 
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Рисунок 1 – Филогенетическое дерево,  

полученное при типировании лейконостоков с помощью Rep-ПЦР  
Источник данных: собственная разарботка. 

 

 
Рисунок 2 – Филогенетическое дерево, полученное при типировании штаммов 

лейконостоков с помощью RAPD-ПЦР с праймерами (GTG)5 и RAPD-mes 
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Источник данных: собственная разработка. 
При типировании культур лейконостоков с помощью RAPD-ПЦР с праймером 

RAPD-mes штаммы 426 MH-ODG, 423 MH-ODG и 418 MH-ODG формируют 

отдельный устойчивый кластер (значение бутстрапа 97). При использовании 

праймеров P15 и P16 все 9 коллекционных штаммов формируют отдельный 

устойчивый кластер с уровнем бутстрап-поддержки 67 и 96 соответственно. Однако 

при использовании праймера XD8 три штамма 427 MH-ODG, 430 MH-ODG и 410 

MH-ODG формируют отдельные филогенетические ветви с высоким уровнем 

бутстрапа (53-94). Исследуемые образцы различались также по числу уникальных 

(характерных только для одного образца) ампликонов. 

 

 
 

Рисунок 3 – Филогенетическое дерево,  

полученное при типировании штаммов лейконостоков с помощью RAPD-ПЦР 
Источник данных: собственная разработка. 
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Анализ суммарного филогенетического дерева, полученного при типировании 

лейконостоков с помощью RAPD-ПЦР и Rep-ПЦР, позволил выделить три кластера с 

высоким уровнем будстрап-поддержки (84-100). Микроорганизмы внутри каждой 

группы генетически схожи между собой. В отдельный кластер вошли два изолята 

р1427/1-1-3-3 и р1427/3-4-2. Второй кластер сформирован из пяти изолятов, 

полученных из двух природных образцов: р1465/3-2-2-1, р1465/3-5-3-1, р1465/4-5-1-

1, р1465/1-5-2, р1464/2-1-3-2. Третий кластер сформирован из коллекционных 

лейконостоков, внутри данного кластера можно выделить отдельный кластер из трех 

штаммов: 430 MH-ODG, 427 MH-ODG и 410 MH-ODG (рисунок 4).  
 

 
Рисунок 4 – Суммарное филогенетическое дерево, полученное при типировании 

штаммов лейконостоков с помощью RAPD-ПЦР и Rep-ПЦР 
Источник данных: собственная разработка. 

 
Заключение. В результате проведенных исследований при генотипировании 

лейконостоков с помощью RAPD-ПЦР установлено что культуры, выделенные из 

одного природного источника, имеют идентичные ПЦР-профили, однако культуры 

полученные из разных природных источников, значительно различаются по числу 

ампликонов. В случае с Rep-ПЦР, при использовании праймеров ERIC IR1 и ERIC2-1 

все исследуемые культуры имеют различные профили ампликонов.  

Таким образом, полученные результаты свидетельствуют о возможности 

выявлять генетические различия по профилю генерируемых ампликонов среди 

штаммов  Leuconostoc mesenteroides с помощью комбинированного использования 

методов Rep-ПЦР и RAPD-ПЦР.  
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