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Проведена оценка стабильности ДНК-содержащих растительных образцов, хранившихся в условиях, моделирующих 
ускоренную деградацию ДНК. Материалом исследования служили культурные линии H. annuus (ВИР 114, ВИР 116) и дико-
растущие формы подсолнечника H. decapetalus, H. petiolaris, H. rigidus из коллекции Всероссийского института генетических 
ресурсов растений им. Н. И. Вавилова. В среднем уровень стабильности длинных фрагментов ДНК для ядерного, мито-
хондриального и хлоропластного геномов относительно контроля составил 76,9; 87,5 и 98,3% соответственно. При оценке 
стабильности коротких фрагментов ДНК было показано, что количество ядерной, митохондриальной и хлоропластной ДНК 
относительно контроля в среднем составило 89,5; 96,0 и 97,7% соответственно.
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There has been carried out an estimation of stability of DNA-containing plant samples stored under the conditions that model 
accelerated DNA degradation. The research material were the lines H. annuus (“VIR 114”, “VIR 116”) and wild-growing forms of 
sunflower H. decapetalus, H. petiolaris, H. rigidus taken from the collection of the N. I. Vavilov All-Russian Institute of Plant Genetic 
Resources. On average, the stability level of long DNA fragments for the nuclear, mitochondrial, and chloroplast genomes was 76.9%, 
87.5%, and 98.3% respectively compared with the control. When assessing the stability of short DNA fragments, it was shown that 
on average, the number of nuclear, mitochondrial, and chloroplast DNA was 89.5%, 96.0%, and 97.7% respectively compared with 
the control.
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Введение. На сегодняшний день актуально по-
вышение эффективности и продуктивности сельско-
хозяйственных культур в целом. Одним из решений 
данной проблемы является применение маркер-опо-
средованной селекции, позволяющей вести отбор по 
генетическим маркерам селекционно ценных призна-
ков, устойчивости к заболеваниям и абиотическим 
факторам среды. Для максимально эффективного 
селекционного процесса необходимо наличие кол-
лекции линий и образцов, хранящихся в генетических 
банках. При ведении селекционного процесса необхо-
димо не только сохранять генетический материал на 
протяжении длительного времени, но и иметь возмож-
ность непрерывно работать с образцами (Dormontt et 
al., 2018; Usatov et al., 2016). 

Создание ДНК-банков, интегрируемых с уже су-
ществующими гербарными коллекциями, банками 
семян и коллекциями растений в ботанических садах, 
ведется по всему миру и насчитывает более 1750 ор-
ганизаций (Hay et al., 2013; Liu et al., 2018; Yu et al., 
2016). 

Как правило, ДНК хранится при ультразаморозке. 
Это обеспечивает хорошую сохранность молекулы 
ДНК, поэтому данный способ широко применяется 
в лабораториях по всему миру. Хранение ДНК при 
ультранизких температурах имеет ряд недостатков: 

высокая стоимость морозильного оборудования и его 
обслуживания; необходимость большой площади 
для размещения оборудования; наличие ряда огра-
ничений при транспортировке образцов; неизбежное 
ухудшение качества образцов вследствие цикла раз-
морозки-заморозки при проведении исследований; 
высокий риск потери образов при нарушении электро-
снабжения. 

Альтернативой ультразаморозке служит хране-
ние ДНК на бумажном носителе. Этот способ заклю-
чается в нанесении гомогената растительной ткани 
на хроматографическую бумагу, пропитанную специ-
ализированным буферным раствором, который обе-
спечивает стабильность молекулы ДНК и не требует 
особых условий хранения (пат. 2703058).

Цель работы – оценка стабильности ДНК в рас-
тительных гомогенатах при длительном хранении на 
бумажном носителе.

Материалы и методы исследований. Мате-
риалом исследования служили культурные линии 
H. annuus (ВИР 114, ВИР 116) и дикорастущие формы 
подсолнечника H. decapetalus, H. petiolaris, H. rigidus 
из коллекции Всероссийского института генетических 
ресурсов растений им. Н. И. Вавилова. 

Проростки растений были гомогенизированы 
в специализированном буферном растворе из рас-
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чета 75 мкл на каждые 10 мг ткани. Полученный го-
могенат наносили на хроматографическую бумагу 
(FN100), высушивали полученную композицию при 
комнатной температуре в течение 2 часов. После чего 
производили выделение ДНК (контрольный образец) 
сорбентным методом из фрагмента карточки. Повтор-
ное выделение ДНК проводили после моделирования 
ускоренной деградации путем воздействия на образ-
цы температурой +45 °C в течение 24 месяцев, что эк-
вивалентно хранению образцов в течение 10 лет при 
20 °C (пат. 2703058).

Постановку полимеразной цепной реакции осу-
ществляли с использованием коммерческого набора 
для проведения ПЦР РВ в присутствии красителя 
EVAGreen согласно инструкции производителя (Син-
тол, Россия). Режим амплификации включал началь-
ную денатурацию при 95 °С в течение 5 минут, затем 

35 циклов при соблюдении температурно-временного 
режима: отжиг праймеров при 58 °С в течение 20 с; 
элонгация – 15 с при 70 °С; денатурация при 95 °С – 
20 с; финальная элонгация – 2 мин при 70 °С. 

Количественную оценку ДНК проводили с по-
мощью метода 2–∆Сt, где Ct – пороговое значение 
цикла, во время которого флуоресценция впервые 
фиксируется достоверно выше порогового уровня; 
2 – максимальный коэффициент эффективности ПЦР 
(Livak and Schmittgen, 2001). Для получения более 
детальной картины сохранности ДНК использовали 
праймеры, фланкирующие длинные (около 5000 bp) 
и короткие (около 200 bp) участки ДНК в ядерном, 
хлоропластном и митохондриальном геномах соот-
ветственно (табл. 1). Эффективность амплификации 
для каждой пары праймеров составила 85–98%.

1. Нуклеотидная последовательность праймеров
1. The nucleotide sequence of the primers

Геном Ген Последовательность праймеров (5’ – 3’) Длина ПЦР 
продукта, п. н.

Ядерный Actin

F: GGTTCGTGGTGCTCATTCGT
R: CTTCTGCCCCATACCAACCA 194

F: GGTTCGTGGTGCTCATTCGT
R: TGAGGACAAAGTGTGGAGGG 5194

Митохондриальный atp6
F: AAAGTGACCGAGATGCGAGG
R: GGCGGTAACTGTCGTTTTGG 186

F: AAAGTGACCGAGATGCGAGG
R: CAAATGGGCGAGGTAGGAGG 5181

Хлоропластный rbcL
F: CATTGCGTATGTCTGGGGGA
R: GAATACCCCCTGAAGCCACC 198

F: CATTGCGTATGTCTGGGGGA
R: ATCTGTCCCCTTCCTCGGTT 5138

Результаты и их обсуждение. Оценку стабиль-
ности ДНК в гомогенатах растений, хранившихся 24 
месяцев при +45 °C на бумажном носителе, осущест-
вляли по амплификации длинных и коротких фраг-
ментов ДНК. 

В результате оценки стабильности ДНК по длин-
ным фрагментам было показано, что количество 
ядерной, митохондриальной и хлоропластной ДНК от-

носительно контроля в среднем составило 76,9; 87,5 
и 98,3% соответственно (табл. 2). 

При оценке стабильности ДНК по коротким фраг-
ментам было показано, что количество ядерной, ми-
тохондриальной и хлоропластной ДНК относительно 
контроля в среднем составило 89,5; 96,0 и 97,7% со-
ответственно (табл. 3).

2. Количество ДНК в гомогенатах на твердом носителе через 24 месяца хранения при +45 °С при 
оценке стабильности по длинным фрагментам

2. The amount of DNA in homogenates on a solid carrier after 24 months of storage at +45 °C when 
assessing stability by long fragments

Образец

Яд ДНК
5194 п. н.

Мт ДНК
5181 п. н.

Хл ДНК
5138 п. н.

контроль +45 °С контроль +45 °С контроль +45 °С

% % отн. 
контроля % % отн. 

контроля % % отн. 
контроля

H. annuus (ВИР 114) 100±2,5 85,4±3,9 100±3,3 88,9±4,3 100±4,6 102,1±6,2

H. annuus (ВИР 116) 100±4,3 78,6±4,1 100±4,2 89,5±4,7 100±4,0 100,3±5,1

H. decapetalus 100±4,5 56,9±4,5 100±3,7 80,4±5,3 100±4,3 91,7±6,3

H. petiolaris 100±4,8 84,7±5,4 100±4,1 91,3±4,8 100±4,2 98,5±6,4

H. rigidus 100±4,2 79,3±5,1 100±4,0 87,6±3,9 100±4,5 98,9±5,6

Ср. знач. 100 76,9 100 87,5 100 98,3
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Полученные данные указывают на то, что наи-
большей деградации подверглись длинные участки 
ДНК. Кроме того, стоит отметить наибольшее сниже-
ние количества ядерной ДНК относительно контроль-
ных образцов, тогда как пластидная ДНК деградиро-
вала в меньшей степени. Это может быть связано 
с многокопийностью хлоропластных и митохондри-
альных геномов в клетках растений.

Выводы. В результате исследования показана 
высокая стабильность ДНК при хранении раститель-
ных гомогенатов на бумажном носителе. Данный 
способ хранения ДНК имеет большой потенциал при 
создании ДНК-коллекций или интеграции с уже суще-
ствующими. 

Работа выполнена при поддержке фонда содей-
ствия инновациям (проект № 8795ГУ/2015).

3. Количество ДНК в гомогенатах на картах через 24 мес хранения при +45 °С при оценке стабильности 
по коротким фрагментам

3. The amount of DNA in the homogenates on the cards after 24 months of storage at +45 °C when assessing 
stability by short fragments

Образец

Яд ДНК
194 п. н.

Мт ДНК
186 п. н.

Хл ДНК
198 п. н.

контроль
+45 °С

контроль
+45 °С

контроль
+45 °С

% отн. 
контроля

% отн. 
контроля

% отн. 
контроля

H. annuus (ВИР 114) 100±2,6 94,8±2,4 100±0,8 99,0±0,9 100±2,3 101,1±2,2

H. annuus (ВИР 116) 100±2,4 91,8±2,3 100±1,4 98,1±1,7 100±1,7 100,2±1,8

H. decapetalus 100±2,5 79,3±2,5 100±1,1 91,9±1,3 100±2,2 87,2±1,9

H. petiolaris 100±1,7 89,4±2,0 100±1,3 96,3±1,8 100±1,9 99,7±1,6

H. rigidus 100±2,0 92,0±1,5 100±1,6 95,0±2,9 100±2,0 100,3±2,3

Ср. знач. 100 89,5 100 96,0 100 97,7
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