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ВВЕДЕНИЕ 

Прогресс в технологиях секвенирования за последние десятилетия позволил получить геномные данные по нескольким сотням видов растений. В свою очередь, генотипирование 

организмов и секвенирование ДНК требуют выделения высококачественной и чистой геномной ДНК наряду с ее количественным выходом. Чистота ДНК определяется отсутствием белков, 

полисахаридов и вторичных метаболитов, которые часто препятствуют высвобождению высокомолекулярной нуклеиновой кислоты (Vega-Vela и Chacón-Sanchez, 2011; Ghaffariyan et al., 

2012), могут снизить эффективность ПЦР и качество библиотек для последующего секвенирования (Sharma et al., 2010; Vega-Vela и Chacоn-Sanchez, 2011). Особенно это актуально для 

лекарственных и эфиромасличных растений, которые содержат значительные количества вторичных метаболитов.  

В связи с этим, цель работы состояла в подборе и оптимизации протоколов выделения ДНК ряда ценных эфиромасличных растений для последующих работ по генотипированию и 

применения в маркерной селекции. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

РЕЗУЛЬТАТЫ 

ВЫВОДЫ. Модифицирован и оптимизирован СТАB-протокол выделения ДНК из ряда эфиромасличных растений, позволивший провести 

эффективную экстракцию ДНК из тканей исследуемых видов.  
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        Работа выполнена на 10 сортах Rosa damascеna Mill. ('Радуга', 'Лань', 'Аура', 'Фестивальная', 'Джаллита', 'Таврида', 'Кооператорка', 'Крымская Красная', 'Украина', 'Аура', 
'Казанлыкская'), 4 сортах Lavandula angustifolia Mill. ('Рекорд', ‘Белянка‘, ‘Прима'), 3 сортах Lavandula × intermedia Emeric. ex Loisel. (Рабат, Снежный Барс, Темп) и 4 сортах Thymus                          
(T. mastichina L. (Светлячок), T. striatus Vahl. (Юбилейный), T. vulgaris L. (Фантазия, Ялос), произрастающих в коллекции Никитского ботанического сада (ex situ). Для анатомических 
исследований препараты из листовых пластинок изготавливали согласно общепринятым методам; для выявления эфирных масел в тканях листа срезы окрашивали суданом III и 
метиленовым синим , далее исследовали с помощью светового микроскопа AxioScope A.1 (Zeiss, Германия) с программным обеспечением Axio Vision Rel applications 4.8.2.  
        Материалом для исследования служили молодые листья растений. Образцы переносили в ступки, замораживали в жидком азоте и гомогенизировали с помощью пестика. 
Измельченные ткани, не допуская их оттаивания, переносили в пробирки с лизирующим буфером. При машинном методе выделения материал помещали в экстрагирующий буфер в 
специальные пробирки с частицами магнитного стекла. Процедура выделения проводилась в соответствии с протоколами DiamondDNATM (DiamondDNA, Россия), PureLink® Plant Total DNA 
Purification Kit (Thermo Scientific ™, USA), GeneJET Plant Genomic DNA Purification Kit (Thermo Scientific ™, USA), NucleoSpin®Plant II Mini (Macherey-Nagel, Germany), автоматизированной 
системы подготовки проб (MagNA Pure LC 2.0, (Roche, Швейцария) с MagNA Pure Compact Nucleic Acid Isolation Kit I (Roche, Switzerland) и протоколом СТАВ-метода (Rogers, Bendich, 1985) с 
модификацией (дополнением 2% поливинилпирролидона (PVP)).  
         Количество и качество ДНК анализировали спектрофотометрически с помощью Implen NanoPhotometer NP80 (Implen, Германия) при длинах волн А260, А280 и А230, а также методом 
капиллярного электрофореза на приборе Agilent 4200 TapeStation (Agilent Technologies, Waldbronn, Германия) с использованием набора Genomic DNA ScreenTape для анализа геномной 
ДНК в диапазоне размеров от 200 до> 60000 п.н. Также проводили электрофорез в 1% агарозном геле на 1х TBE буфере при 100 В.  

        В результате анатомо-морфологической оценки состояния изучаемого растительного материала были отмечены множественные включения с эфирными маслами (капли различного 
диаметра), которые находились в клетках мезофилла, железках  и покровных тканях (Рисунок 1). Визуально максимальное количество включений с эфирным маслом обнаружено в 
листьях лаванды (сорт Синева) и чабрецов.  Также обнаружены фенольные соединения от 684 до 1678 мг/100 г сухого веса, растворимые углеводы составили 1,68-2,22% сухого веса, в то 
время как общее содержание углеводов составило 27,8-44,6%. 

Рисунок 1. Фрагменты поперечных срезов листьев розы эфиромасличной  
(А – 'Казанлыкская', Б – 'Фестивальная', В – 'Таврида', Д – 'Радуга', Г – 'Аура'), 

лаванды (Е – 'Белянка', Ж – 'Прима', З – 'Рекорд', И – 'Синева'), 
 лавандина (К – 'Рабат', Л – 'Темп') и чабреца (М – 'Светлячок', Н – 'Фантазия',  

О – 'Юбилейный', П – 'Ялос');  
Ep – эпидерма, Pm – столбчатый мезофилл, Sm – губчатый мезофилл.  

Стрелками показаны включения с эфирными маслами. 

      В связи с различным накоплением эфирных масел и ряда других вторичных метаболитов в 
тканях листовых пластинок осуществляли выделение ДНК разными коммерческими наборами и 
методом СТАВ для получения НК высокого качества. Навеска растительного материала по 
предложению производителей была в пределах 85-105 мг.  
      Качество всех образцов ДНК розы эфиромасличной, выделенных согласно протоколам 
коммерческих наборов было низким: А260/230 и А280/260 < 1,30, количество 52-146 нг (Таблица 1). Для 
лаванды и лавандина количественный выход ДНК соответствовал указанным в протоколах 
значениям, соотношение А260/230 было < 1,80. ДНК низкого качества получена с использованием 
автоматизированной системы подготовки проб (MagNA Pure LC 2.0, (Roche, Швейцария) с MagNA 
Pure Compact Nucleic Acid Isolation Kit I (Roche, Швейцария) и наборов DiamondDNATM (DiamondDNA, 
Россия), PureLink® Plant Total DNA Purification Kit (Thermo ScientificTM,США). Протоколы GeneJET Plant 
Genomic DNA Purification Kit (Thermo ScientificTM,США) и NucleoSpin®Plant II Mini (Macherey-
Nagel,Германия) позволили получить от 960 до 2800 нг ДНК из 100 мг ткани (А260/230 = 1,65-1,80, 
А280/260 =  1,03-1,96).  

         Наилучшие результаты для всех исследованных растений получены при использовании СТАВ-метода и его модификаций (выход ДНК от 1,5 до 31,0 мг, А260/230, А280/260 >1,9, молекулярный 
размер >60 000 по (Рисунок 2). Пригодность в ПЦР оценена при помощи амплификации с RAPD-праймерами линейки OPA (Рисунок 3).  
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Рисунок 2. Капиллярный электрофорез ДНК, 
выделенной СТАB методом с применением PVP  

(А – роза эфиромасличная, Б – лаванда, В – лавандин, 
Д - чабрец), Г – роза эфиромасличная, выделенная 

набором GeneJET, Е – роза эфиромасличная, 
выделенная  MagNA Pure. 

Рисунок 3. Электрофорез в агарозном 
геле продуктов ПЦР с праймерами ОРА 

(ДНК полученная СТАВ+PVP): М – 
маркер; К – отрицательный контроль 

без матрицы ДНК; 1 – роза 
эфиромасличная 'Радуга', 2 – роза 
эфиромасличная 'Лань', 3 – роза 

эфиромасличная 'Кооператорка', 4 – 
лавандин 'Рабат', 5 – лавандин 

'Снежный Барс', 6 – лаванда 'Белянка', 
7 – лаванда 'Прима', 8 – лаванда 

'Рекорд'. 

Таблица 1. Результаты выделения ДНК из листьев эфиромасличных 
растений разными методами (средние значения) 

Культура CTAB CTAB+PVP MagNA GeneJET PureLink NucleoSpin Diamond 

Роза эфиро-

масличная 

 

1* 

2 

3 

 1.5 мкг 

1.74 

> 60 000 

 16.3 мкг 

2.06 

> 60 000 

 52 нг 

0.74 

7 800 

 124 нг 

1.30 

12 252  

79 нг 

1.09 

19 452  

 126 нг 

1.26 

28 160 

83 нг 

0.82 

18 190  

Лаванда и 

лавандин 

 

1 

2 

3 

 5.3 мкг 

1.92 

56 800 

 31.0 мкг 

2.18 

> 60 000 

 108 нг 

0.89 

6 952 

 1.3 мкг 

1.65 

29 160 

 2.9 мкг 

0.84 

24 200 

1.9 мкг 

1.75 

46 185  

 0.8 мкг 

1.03 

22 018 

Чабрец  1 

2 

3 

 3.9 мкг 

1.85 

46 190 

 12.3 мкг 

2.26 

> 60 000 

 214 нг 

0.71 

16 300 

 960 нг 

1.80 

52 190 

814 нг 

1.52 

24 154  

2.8 мкг 

1.80 

51 258  

595 нг 

1.24 

15 200  

Примечание: 1*  - количество ДНК/100 мг растительного материала; 
2 – А260/230 ; 3 – длина молекул, п.о. 


