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НАУЧНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯНАУЧНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ

ВВЕДЕНИЕВ последние годы значительно 
увеличился импорт плодово-
ягодной продукции на террито-
рию Российской Федерации. По 
данным Федеральной службы по 

ветеринарному и  фитосанитарному надзору (ста-
тистика поступающей продукции в  испытатель-
ные лаборатории страны согласно информацион-
ной системе «Аргус-Фито»), только за 2018–2019 гг. 
на территорию России импортировали около 
2 млрд т плодовой и ягодной продукции на сумму 
более 3 млрд долларов США из стран распростра-

INTRODUCTION

I n recent years, the import of fruit products into 
the Russian Federation has increased signifi-
cantly. According to the data of Federal Ser-
vice for Veterinary and Phytosanitary Sur-
veillance (statistics on products incoming to 

the testing laboratories of the country, according to the 
Argus-Phyto information system) in 2018–2019 only, 
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Аннотация. В процессе работы была изучена воз­
можность применения метода полимеразной цепной 
реакции (ПЦР) определенных участков гена COI для иден­
тификации азиатской ягодной дрозофилы Drosophila 
suzukii на преимагинальных стадиях развития и  воз­
можность применения изучаемых тестов для лабора­
торной диагностики. В  статье приведены оригиналь­
ные данные (нуклеотидные последовательности) для 
идентификации целевого объекта методом ПЦР и  их 
последующего использования в  подборе видоспецифич­
ных генетических маркеров.
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Abstract. In the process of work, the possibility of ap­
plication of polymerase chain reaction (PCR) of certain COI 
gene fragments for identification of preimaginal develop­
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diagnostics were studied. The article presents original data 
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about 2 billion tons of fruit products worth over 3 bil-
lion dollars were imported into the territory of Russia 
from the countries where Drosophila suzukii is present. 
With such a flow of products there is a great risk of in-
vasion of Drosophila suzukii into the Russian Federa-
tion.

Every day during phytosanitary inspection and 
laboratory tests of regulated products, both quaran-
tine and non-quarantine species of fruit flies of family 
Drosophilidae are detected.

In 2018 and 2019, during phytosanitary and labo-
ratory tests, species of fruit flies of the family Drosophi-
lidae, such as Zaprionus tuberculatus Malloch, 1932, Afri-
can fig fly Zaprionus indianus Gupta, 1970, common fruit 
fly Drosophila melanogaster Meigen, 1830, Drosophila simu­
lans Sturtevant, 1919 and spotted-wing drosophila Dro­
sophila suzukii (Matsumura, 1931), were detected in fruit 
and vegetable products. While the first four species are 
not quarantine pests, the spotted-wing drosophila Dro­
sophila suzukii is one of the quarantine objects absent on 
the territory of the Eurasian Economic Union. 

Drosophila suzukii is a polyphage that damages 
plants from 15 families, especially from genera Vaccini­
um, Rubus (raspberry), Prunus (plum), Fragaria (straw-
berry), Vitis (grape vine), Ficus (ficus), Actinidia, Rhamnus 
(bearwood), Lonicera (honeysuckle), Sambucus (eldern) 
and many others (Kanzawa, 1939) [6].

Target species of Drosophilidae family usually in-
habit mechanically damaged, rotting fruits; Drosophila 
suzukii, unlike these species, is able to inhabit fresh, un-
damaged fruits. In addition, females of Drosophila suzukii 
lay eggs in ripening fruits. The larvae hatching from the 
eggs feed inside the fetus, causing tissue softening. In-
fected fruits first show small scars left by female’s ovi-
positor, and then soft indented spots, which later leads to 
a sharp decline in the quality of the product [3].

Quarantine phytosanitary inspection and labora-
tory tests of regulated products more often reveal pre-
imaginal developmental stages of (larvae, puparia). 
At present, Drosophila suzukii can only be identified by 
morphological features of adults. No keys or diagnos-
tic features have been developed for the preimaginal 
stages [3]. In case of detection of preimaginal stages, 
for reliable identification it is necessary to grow the 
detected object to the state of imago (it takes on average 
5 to 10 days for such completion of growing), which 
leads to production delay at phytosanitary border con-
trol posts and consequently – spoilage and loss of com-
mercial qualities of lots of fruit products.

For quick and reliable identification of Drosophila 
suzukii among non-quarantine fruit fly species, which 
occur during quarantine phytosanitary inspection of 
imported products at early stages of development (lar-
va, puparium), it is necessary to develop a complex of 
molecular-genetic methods of diagnostics. To accom-
plish this task, it is possible to test and use the world 
experience of molecular identification with PCR and 
subsequent sequencing of COI gene fragment with uni-
versal primers for insects S1859/A2191 (Bogdanowicz 
et al., 2000), in modification (Kamayev et al., 2015), 
as well as the proposed international Q-bank primers 
LCO1490/HCO2198 (Murphy et al., 2015) [2, 5, 7].

нения Drosophila suzukii. При таком потоке продук-
ции есть большой риск инвазии Drosophila suzukii 
в Российской Федерации.

Ежедневно при фитосанитарном досмотре 
и  лабораторном исследовании подкарантинной 
продукции выявляют как карантинные, так и не-
карантинные виды плодовых мушек семейства 
Drosophilidae.

 За 2018–2019 гг. при фитосанитарном и лабо-
раторном исследовании в плодово-ягодной и пло-
довоовощной продукции были выявлены такие 
виды плодовых мушек, относящихся к семейству 
Drosophilidae, как Zaprionus tuberculatus1 Malloch, 
1932, африканская фиговая муха Zaprionus indianus 
Gupta, 1970, дрозофила обыкновенная Drosophila 
melanogaster Meigen, 1830, дрозофила похожая 
Drosophila simulans Sturtevant, 1919, азиатская ягод-
ная дрозофила Drosophila suzukii (Matsumura, 1931). 
Если первые 4 не являются карантинными вреди-
телями, то азиатская ягодная дрозофила Drosophila 
suzukii относится к числу карантинных объектов, 
отсутствующих на территории Евразийского эко-
номического союза. 

Drosophila suzukii – полифаг, повреждает рас-
тения из 15 семейств, особенно из родов Vaccinium 
(вакциниум), Rubus (малина), Prunus (слива), Fragaria 
(земляника), Vitis (виноград), Ficus (фикус), Actinidia 
(актинидия), Rhamnus (крушина), Lonicera (жимо-
лость), Sambucus (бузина) и многих других (Kanzawa, 
1939) [6].

Обычно целевые виды семейства Drosophilidae 
заселяют механически поврежденные, гниющие 
плоды; Drosophila suzukii, в отличие от таких видов, 
способна заселять свежие, неповрежденные пло-
ды. Кроме того, самки Drosophila suzukii откладыва-
ют яйца в созревающие плоды. Вылупляющиеся 
из яиц личинки питаются внутри плода, вызывая 
размягчение тканей. На зараженных плодах прояв-
ляются вначале небольшие рубцы, оставленные яй-
цекладом самки, а затем мягкие вдавленные пятна, 
что в дальнейшем приводит к резкому снижению 
качества продукции [3].

При карантинном фитосанитарном обследова-
нии и лабораторном исследовании подкарантин-
ной продукции чаще выявляют преимагинальные 
стадии развития (личинки, пупарии). В настоящее 
время Drosophila suzukii можно идентифицировать 
только по морфологическим признакам взрослых 
особей. Ключей и диагностических признаков по 
преимагинальным стадиям не разработано [3]. 
В случае выявления преимагинальных стадий для 
достоверной идентификации необходимо дорас-
тить обнаруженный объект до состояния имаго 
(для такого доращивания требуется в среднем от 
5 до 10 дней), что приводит к задержке продукции 
на фитосанитарных контрольных постах и вслед-
ствие – порче и потере товарных качеств партий 
плодовой и ягодной продукции.

Для быстрой и достоверной идентификации 
Drosophila suzukii среди некарантинных видов пло-
довых мушек, которые встречаются при каран-
тинном фитосанитарном обследовании импорти-
руемой продукции на ранних стадиях развития 
(личинки, пупарии), необходимо разработать 
комплекс молекулярно-генетических методов 

1 Русскоязычное название отсутствует.
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The use of the molecular method will make it pos-
sible to identify Drosophila suzukii with an accuracy of 
99–100% at preimaginal stages of development with-
in 2–3 days, depending on the number of larvae or pu-
paria samples submitted for analysis.

MATERIALS AND METHODS
Before the study began, the biological material was 
stored at 70% ethanol, before DNA extraction it was 
dried until the alcohol was completely evaporated.

DNA was extracted from test material (puparia 
and larvae at various stages of development) by treat-
ing samples with K proteinase followed by protein re-
moval without extraction with organic solvents, and the 
“DNA Extran-2” kit, kit № NG-511-100 (ZAO “Sintol”, 
Russian Federation) were used according to the manu-
facturer’s instructions.

After DNA extraction, its concentration was mea-
sured on the NanoDrop-2000 spectrophotometer 
(Thermo Fisher Stf., USA). The recommended DNA 
concentration for quality PCR products should be in 
the range of 2–130 ng/µL. If necessary, total DNA was 
diluted to 50–100 ng/µL.

For the first stage of analysis, the previously pre-
sented primers [5] were used: S1859 (5’ – GGAACIG-
GATGAAC (A/T) GTTTA (C/T) CCICC – 3’) and A2191 
(5’ – CCCGTAAATTAAAACTTC – 3’). Optimized condi-
tions for PCR were used in work PCR conditions were 
optimized by Kamaev et al., 2015 [2]. 

The amplification of the DNA fragment was also 
performed with primers LCO1490 (5’  – GGTCAA-
CAAATCATAAAGATATTGG – 3’) and HCO2198 (5’ – TA-
AACTTCAGGTGACCAAAAAATCA – 3’).

Species-specific primers for spotted-wing dro
sophila  – Dro-Suz A390  (5’  – TTGAACTGTTAC-
CCACCTCTT – 3’) and Dro-Suz S390 (5’ – GGTATTC-
GTCTAATACCC  – 3’)  – were tested with reagents of 
domestic production [8]. The authors proposed the 

диагностики. Для выполнения поставленной за-
дачи возможно апробировать и использовать ми-
ровой опыт молекулярной идентификации с при-
менением ПЦР и последующим секвенированием 
области гена COI с универсальными праймерами 
для насекомых S1859/A2191 (Bogdanowicz  et  al., 
2000), в модификации (Камаев и др., 2015), а так-
же предложенными международной базой дан-
ных Q-bank праймерами LCO1490/ HCO2198 
(Murphy et al., 2015) [2, 5, 7].

Использование молекулярного метода позво-
лит идентифицировать Drosophila suzukii с точно-
стью до 99–100% на преимагинальных стадиях 
развития в течение 2–3 дней в зависимости от ко-
личества поступивших на анализ образцов личи-
нок или пупариев.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
До начала исследования биологический материал 
хранили в 70%-м этиловом спирте, перед выделе-
нием ДНК проводили его просушку до полного вы-
паривания спирта.

ДНК выделяли из исследуемого материала 
(пупарии и личинки на различных стадиях разви-
тия), обрабатывая образцы протеиназой К с после-
дующим удалением белков без экстракции органи-
ческими растворителями, используя набор «ДНК 
Экстран-2», набор № NG-511-100 (ЗАО «Синтол», 
Российская Федерация) согласно инструкции про-
изводителя.

После выделения ДНК проводили изме-
рение ее концентрации на спектрофотометре 
NanoDrop-2000 (Thermo Fisher Stf., США). Рекомен-
дуемая концентрация ДНК для получения каче-
ственных продуктов ПЦР должна составлять в пре-
делах 2–130 нг/мкл. При необходимости тотальную 
ДНК разводили до 50–100 нг/мкл.

Для первого этапа анализа применяли ра-
нее представленные праймеры [5]: S1859 (5’  – 
GGAACIGGATGAAC (A/T) GTTTA (C/T) CCICC  – 3’) 
и A2191 (5’ – CCCGGTAAAATTAAAATATAAACTTC – 3’).  
В работе использовали условия для ПЦР, оптимизи-
рованные Камаевым в соавт., 2015 [2].

Т а к ж е  п р о в о д и л и  а м п л и ф и к а ц и ю 
участка ДНК праймерами с  LCO1490 (5’  – 
GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG – 3’) и HCO2198 
(5’ –TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA – 3’) при ус-
ловиях разработчиков.

Видоспецифичные праймеры для азиат-
ской ягодной дрозофилы  – Dro-Suz A390 (5´  – 
TTGAACTGTTTACCCACCTCTT – 3´) и Dro-Suz S390 
(5´ – GGTATTCGGTCTAATGTAATACCC – 3´) – апро-
бировали с реагентами отечественного производ-
ства [8]. Авторами были предложены состав реак-
ционной смеси и условия амплификации (табл. 1). 
Данных о том, что указанная пара праймеров была 
применена в России ранее, не найдено.

Все праймеры разработаны для классиче-
ской ПЦР, в связи с чем визуализацию продуктов 
амплификации проводили методом горизонталь-
ного электрофореза в  1,5%-м агарозном геле. 
При получении положительного результата на 
электрофореграмме все анализируемые образцы 
проходили подготовку проб к  анализу методом 
секвенирования. 

Для очистки продуктов ПЦР применяли на-
бор реагентов GeneJET Purification PCR product 

НАУЧНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ SCIENTIFIC RESEARCH

Рис. 1. Электрофореграмма 
с праймерами S1859/A2191: 
1 – Drosophila suzukii,  
2 – Drosophila simulans,  
3 – Drosophila melanogaster,  
4 – Zaprionus tuberculatus,  
5 – Zaprionus indianus,  
К- – отрицательный контроль 

Fig. 1. Electrophoregram 
with primers S1859/A2191: 
1 – Drosophila suzukii,  
2 – Drosophila simulans,  
3 – Drosophila melanogaster,  
4 – Zaprionus tuberculatus, 
5 – Zaprionus indianus,  
К- – negative control 
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центра ФГБУ «ВНИИКР» (около 200 образцов пупа-
риев и личинок), с помощью 2 участков гена (COI) 
цитохром С-оксидазы. Апробированы видоспе
цифичные праймеры для диагностики Drosophila 
suzukii.

Получены последовательности участка гена 
COI для дальнейшего подбора видоспецифичных 
праймеров для полноценного подтверждения 
лабораторных исследований без применения 
метода секвенирования. Это позволит ускорить 
время анализа плодоовощной продукции при 
выявлении преимагинальных стадий развития 
карантинных видов плодовых мушек семейства 
Drosophilidae.

Результаты электрофореза, представленные 
на рисунке 1, показали, что праймерная система 
S1859/A2191 амплифицировала продукты ПЦР од-
ного размера – 385 пар оснований (п. о.). 

composition of reaction mixture as well as amplifi-
cation conditions (Table 1). No data on the use of this 
primer pair in Russia was found.

All primers are developed for Conventional PCR, 
in this connection visualization of amplification pro
ducts was carried out by horizontal electrophoresis 
method at 1.5% agarose gel. If a positive result was ob-
tained at the electrophoregram all test samples were 
prepared for sequence analysis. 

The GeneJET Purification PCR product kit (Ther-
mo Fisher Stf., USA) was used for purification of PCR 
products. To each PCR product added a 1:1 volume of 
Binding Buffer to completed PCR mixture (e. g. for eve
ry 100 µL of reaction mixture, added 100 µL of Binding 
Buffer). Mixed thoroughly. The solution was transferred 
to the purification column, then it was centrifuged for 
30–60 sec. After that 700 µL of wash buffer was ad
ded to the purification column, it was centrifuged for 
30–60 sec, then the flow-through was discarded and 
purification column was placed back into the collection 
tube. Then the empty purification column was centri-
fuged for an additional minute, after that the purifica-
tion column was transferred to a clean 1.5mL micro-
centrifuged tube. For elution, 50 µL of buffer was added 
to the center of the purification column membrane and 
centrifuged for 1 min.

Sequencing was performed on the AB-3500 gene
tic analyzer (Applied Biosystems, USA/Japan) with the 
use of optimized protocol [1]. 

The obtained fragments of the COI gene were 
analyzed, aligned and edited using BioEdit v.7.0.5.3. 
Comparison analysis of the obtained sequences was 

Kit (Thermo Fisher Stf., США). К каждому продукту 
ПЦР добавляли 1:1 объем буфера для связывания 
в готовую смесь для ПЦР (например, на каждые 100 
мкл реакционной смеси добавляли 100 мкл буфера 
для связывания). Тщательно перемешивали. Пере-
носили раствор в очистительную колонку, затем 
центрифугировали в течение 30–60 с. После этого 
в колонку очистки добавляли 700 мкл промывоч-
ного буфера, центрифугировали в течение 30–60 с, 
потом выбрасывали проточную часть и помеща-
ли колонку очистки обратно в пробирку для сбо-
ра. Далее центрифугировали пустую очищающую 
колонку в течение дополнительной 1 мин, после 
чего переносили очищающую колонку в  чистую 
1,5-миллилитровую микроцентрифугированную 
пробирку. Для элюции добавляли 50 мкл буфера 
в центр мембраны и центрифугировали в течение 
1 мин.

Секвенирование проводили на генетическом 
анализаторе АВ-3500 (Applied Biosystems, США/Япо-
ния) с использованием оптимизированного прото-
кола [1].

Полученные участки гена СОI анализировали, 
выравнивали и редактировали с помощью редак-
тора BioEdit v.7.0.5.3. Сравнительный анализ полу-
ченных последовательностей проводили с после-
довательностями Международной базы данных 
National Center for Biotechnology Information Search 
database (NCBI) [4].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЯ
В процессе проведенной работы проанализирован 
материал, полученный за 2018–2019 гг. лаборато-
рией энтомологии Испытательного лабораторного 
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performed with the sequences of International data-
base of the National Center for Biotechnology Infor-
mation Search database (NCBI) [4].

RESULTS AND DISCUSSIONS
In the course of the work, the material obtained in 
2018–2019 by the Entomology Laboratory of the Labo
ratory Testing Center of FGBU “VNIIKR”, for 2 frag-
ments of the gene of cytochrome C-oxidase (COI) was 
analyzed, and primers for species identification of Dro­
sophila suzukii were tested.

Sequences of the fragment of the COI gene were 
obtained for further selection of species-specific prim-
ers for full laboratory validation without sequencing. 
This will allow to speed up fruit and vegetable pro
duct analysis when identifying the preimaginal deve
lopmental stages of the quarantine species of the fruit 
flies of Drosophilidae family.
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Таблица 1 
Состав реакционной смеси 
для праймеров  
Dro-Suz A390/Dro-Suz S390 
и температурно-временной режим ПЦР

Реагенты
Объем компонента 
на 1 образец, мкл

Forward primer: Dro-Suz A390 0,5

Reverse primer: Dro-Suz S390 0,5

ScreenMix-HS 5Х 5

H2O 17

ДНК 2

Объем 25

Условия ПЦР:

Денатурация при 95 оС в течение 90 сек

Далее 35 циклов:

денатурация 15 сек при 95 оС

отжиг праймеров 30 сек при 58 оС

элонгация 30 сек при 72 оС

Последний этап: финальная элонгация при 72 оС 
в течение 5 мин

Table 1  
Сomposition of reaction mixture  
for Dro-Suz A390/Dro-Suz S390 primers 
and temperature-time regime of PCR

Reagents
Component volume 
per 1 sample, µl

Forward primer: Dro-Suz A390 0.5

Reverse primer: Dro-Suz S390 0.5

ScreenMix-HS 5Х 5

H2O 17

DNA 2

Volume 25

PCR conditions

Denaturation at 95 оС for 90 sec

Next 35 cycles:

Denaturation 15 sec at 95 °C

annealing of primer 30 sec at 58 °C

elongation 30 sec at 72 °C

Last stage: final elongation at 72 оС for 5 min

Таблица 2 
Результаты секвенирования участка гена COI 
№ п/п Идентифицированный вид Покрытие Идентичность

1 Drosophila suzukii, ID-код N868747.1, страна Португалия 100% 99,57%

Drosophila suzukii, ID-код MK435599, страна Турция 100% 99,58%

2 Drosophila simulans, ID-код MK251433, страна Южная Африка 100% 99,66%

Drosophila simulans, ID-код KJ671606, страна Новая Зеландия 100% 99,66%

3 Drosophila melanogaster, ID-код KJ463787, страна США 100% 100%

Drosophila melanogaster, ID-код MK251427, страна Южная Африка 100% 100%

4 Zaprionus tuberculatus, ID-код MK509763, страна Турция 100% 99,62%

Zaprionus tuberculatus, ID-код MK509764, страна Турция 100% 99,65%

5 Zaprionus indianus, ID-код EF632362, страна Египет 99% 99,87%

Zaprionus indianus, ID-код MN824026, страна Иран 99% 99,98%

Table 2
Results of COI gene’s fragment sequencing
№ Identified species Coverage Identity

1
Drosophila suzukii, ID code N868747.1, Portugal 100% 99.57%

Drosophila suzukii, ID code MK435599, Turkey 100% 99.58%

2
Drosophila simulans, ID code MK251433, South Africa 100% 99.66%

Drosophila simulans, ID code KJ671606, New Zealand 100% 99.66%

3
Drosophila melanogaster, ID code KJ463787, USA 100% 100%

Drosophila melanogaster, ID code MK251427, South Africa 100% 100%

4
Zaprionus tuberculatus, ID code MK509763, Turkey 100% 99.62%

Zaprionus tuberculatus, ID code MK509764, Turkey 100% 99.65%

5
Zaprionus indianus, ID code EF632362, Egypt 99% 99.87%

Zaprionus indianus, ID code MN824026, Iran 99% 99.98%
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The results of electrophoresis, which are present-
ed in Fig. 1, showed that the primer system S1859/
A2191 amplified PCR products of the same size – 385 
base pairs (b. p.).

Negative control showed no contamination be-
tween samples of different species of fruit flies during 
DNA extraction. No positive control was used in the 
study since DNA was extracted from macro-object 
samples. The results of genetic analysis of the sequen
ces are presented in Table 2.

 Table 2 shows that the presented samples of dif-
ferent geographical origin are identical to the NCBI 
base sequences from 99.57% to 100% with coverage 
from 99% to 100%. The data obtained can be used for 
further analysis of the target fragment of fruit fly DNA 
in the selection of species-specific tests.

The results of PCR with HCO2198/LCO1490 pri
mers are shown in Figure 2. It is noted that all target 
samples have worked positively with formation of PCR 
product of about 800 b. p. It was not possible to specify 
the exact size of the PCR products due to the range size 
of the molecular weight marker, which did not affect the 
result of the study. The results of sequence analysis are 
presented in Figure 2.

Отрицательный контроль показал отсутствие 
контаминации между образцами разных видов 
плодовых мушек при выделении ДНК из них. По-
ложительный контроль в исследовании не пред-
полагался, так как выделение ДНК осуществляли 
из проб макрообъекта. Результаты генетическо-
го анализа последовательностей представлены 
в таблице 2.

Из таблицы 2 видно, что представленные об-
разцы разного географического происхождения 
идентичны последовательностям базы NCBI от 
99,57% до 100% с покрытием от 99% до 100%. Полу-
ченные данные могут быть использованы для даль-
нейшего анализа целевого участка ДНК плодовых 
мушек при подборе видоспецифичных тестов.

Результаты ПЦР с  праймерами HCO2198/
LCO1490 представлены на рисунке 2. Отмечено, что 
все целевые образцы сработали положительно с об-
разованием продукта ПЦР размером около 800 п.  о. 
Точный размер продуктов ПЦР из-за размерного 
ряда маркера молекулярного веса установить не 
представлялось возможным, и это не влияло на ре-
зультат исследования. Результаты анализа последо-
вательностей представлены на рисунке 2.

Результат генетического анализа представлен 
в таблице 3 при соответствии порядкового номера 
с электрофореграммой амплификации (рис. 2).

Из таблицы 3 видно, что полученные после-
довательности соответствуют данным NCBI при 
анализе образцов разного географического проис-
хождения при идентичности и покрытии от 99,81% 
до 100% и от 99% до 100% соответственно. На ос-
нове нуклеотидных последовательностей, пред-
ставленных выше, а также не вошедших в полное 
описание результатов анализа коллекции образцов 
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Table 3 shows the result of genetic analysis; the 
order number corresponds with the amplification elec-
trophoregram (Fig. 2).

The table 3 shows that the obtained sequences cor-
respond to NCBI data while analyzing samples of diffe
rent geographical origin with an identity and coverage 
from 99.81% to 100% and from 99% to 100% respec-
tively. On the basis of the nucleotide sequences present-
ed above, as well as those not included in the full de-
scription of the results of the analysis of the collection 
of samples, the selection of species-specific primers will 
be made not only for identification by conventional PCR, 
but also with the selection of probes for Real Time PCR.

The results obtained at the first stage of the re-
search using Dro-Suz A390/Dro-Suz S390 primer sys-
tem for species identification were quite informative.

The electrophoregram (Fig. 3) shows that the 
primers allowed to obtain PCR product only for Dro­
sophila suzukii, while DNAs of Drosophila simulans and 
Drosophila melanogaster were not specific for the tar-
get fragment, for which the Dro-Suz A390/Dro-Suz 
S390 primer system was selected. It was found that 

лаборатории будет выполнен подбор видоспе
цифичных праймеров не только для проведения 
идентификации методом классической ПЦР, но 
также с подбором зондов для ПЦР в режиме реаль-
ного времени.

Результаты исследования с  праймерной 
системой Dro-Suz A390/Dro-Suz S390, предпо-
лагаемой для видовой идентификации, на пер-
вом этапе исследования получили достаточно 
информативные. 

На электрофореграмме (рис. 3) видно, что 
праймеры позволили получить продукт ПЦР 
только для Drosophila suzukii, в то время как ДНК 
Drosophila simulans и Drosophila melanogaster оказа-
лись неспецифичны для целевого участка, на 
который подобрана система праймеров Dro-Suz 
A390/Dro-Suz S390. Установлено, что вышеуказан-
ная система может использоваться в качестве ви-
доспецифичного теста для выявления азиатской 
ягодной дрозофилы среди видов мушек, встречаю
щихся в характерной для нее продукции. Необхо-
димы дальнейшие апробация и  валидация для 
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Таблица 3 
Результаты анализа с праймерами HCO2198/LCO1490
№ п/п Результат исследования Покрытие Идентичность

1 Drosophila suzukii, ID-код MK435596, страна Турция 100% 100%

Drosophila suzukii, ID-код MG605095, страна Швейцария 100% 100%

2 Zaprionus indianus, ID-код EF632367, страна Индия 99% 99,81%

Zaprionus indianus, ID-код KF736189, страна Индия 99% 99,81%

3 Drosophila simulans, ID-код MK801758, страна Турция 100% 100%

Drosophila simulans, ID-код KX161438, страна Испания 100% 100%

4 Drosophila melanogaster, ID-код MK236169, страна Китай 100% 100%

Drosophila melanogaster, ID-код MK236173, страна Китай 100% 100%

Tablе 3  
Results of analysis with primers HCO2198/LCO1490
№ Result of research Coverage Identity

1 Drosophila suzukii, ID code MK435596, Turkey 100% 100%

Drosophila suzukii, ID code MG605095, Switzerland 100% 100%

2 Zaprionus indianus, ID code EF632367, India 99% 99.81%

Zaprionus indianus, ID code KF736189, India 99% 99.81%

3 Drosophila simulans, ID code MK801758, Turkey 100% 100%

Drosophila simulans, ID code KX161438, Spain 100% 100%

4 Drosophila melanogaster, ID code MK236169, China 100% 100%

Drosophila melanogaster, ID code MK236173, China 100% 100%

Fig. 3. Electrophoregram 
with primers  
Dro-Suz A390/Dro-Suz S390:  
1 – Drosophila suzukii,  
2 – Drosophila simulans,  
3 – Drosophila melanogaster,  
К- – negative control 

Рис. 3. Электрофореграмма  
с праймерами  
Dro-Suz A390/Dro-Suz S390: 
1 – Drosophila suzukii,  
2 – Drosophila simulans,  
3 – Drosophila melanogaster, 
К- – отрицательный контроль

Рис. 2. Электрофореграмма 
с праймерами  
HCO2198/LCO1490:  
1 – Drosophila suzukii,  
2 – Zaprionus indianus,  
3 – Drosophila simulans,  
4 – Drosophila melanogaster,  
К- – отрицательный контроль 

Fig. 2. Electrophoregram  
with primers  
HCO2198/LCO1490:  
1 – Drosophila suzukii,  
2 – Zaprionus indianus,  
3 – Drosophila simulans,  
4 – Drosophila melanogaster,  
К- – negative control 
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the above-mentioned system could be used as a spe-
cies-specific test to identify spotted-wing drosophi
la among the species of flies found in its host pro
ducts. Further approbation and validation for possible 
cross-reactions with other species of Drosophilidae 
family is required. 
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ВВЕДЕНИЕВ осточная каштановая орехотвор-
ка Dryocosmus kuriphilus Yasumat-
su, 1951 (Hymenoptera, Cynipidae) 
проникла на территорию России 
в районе г. Сочи и впервые была 

выявлена на каштане посевном в  Сочинском на-
циональном парке (СНП) в  2016  г.  [2, 6]. Попав на 
особо охраняемую природную территорию (ООПТ), 
каковой является СНП, этот инвайдер фактически 
сам оказался под охраной статуса национального 
парка.

В результате сложившейся ситуации принять 
действенные меры по защите каштана от серьез-
ной опасности, которую представляет орехотворка, 

INTRODUCTION

T he oriental chestnut gall wasp Dryocosmus 
kuriphilus Yasumatsu, 1951 (Hymenoptera, 
Cynipidae) was introduced in the territo-
ry of Russia near the city of Sochi and was 
first detected on the sweet chestnut in Sochi 

National Park (SNP) in 2016 [2, 6]. Having entered the 
specially protected natural area (SPNA), which is the 
SNP, this invader actually found himself under protec-
tion of the status of the national park.
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Аннотация. Восточная каштановая орехотвор­
ка после первого появления в  России довольно быстро 
заняла все места произрастания каштана посевно­
го и  стала вредить. Местные энтомофаги не могут 
эффективно регулировать ее численность, поэтому 
интродукция ее специализированного паразитоида 
Torymus sinensis, основанная на опыте многих стран, 
является единственной возможностью быстро сни­
зить численность вредителя и  предотвратить даль­
нейшее ухудшение состояния каштана. Проведен ана­
лиз экологического риска завоза нового энтомофага 
и показано, что его интродукция не имеет сколько-ни­
будь заметных рисков для естественных лесных сооб­
ществ. 

Ключевые слова. Восточная каштановая оре­
хотворка, торимус, анализ экологического риска.
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Abstract. After the introduction into Russia, the ori­
ental chestnut gall wasp has spread in all growing areas of 
sweet chestnut and started to cause damage. Local ento­
mophages are unable to regulate its numbers effectively, so 
the introduction of its specialized parasitoid Torymus sinen­
sis, based on the experience of many countries, is the only 
way to quickly reduce the number of pests and prevent fur­
ther deterioration of chestnut. The environmental risk as­
sessment of the new entomophage has been carried out and 
its introduction has been shown not to have notable risks for 
natural forest communities.

Keywords. Oriental chestnut gall wasp, Torymus sinen­
sis, environmental risk assessment. 
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