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Актуальность. Эфиромасличные розы содержат большое количество органических веществ, ухудшающих очистку 
ДНК при выделении. Для связывания этих соединений во многих протоколах экстракции ДНК используют токсичные 
вещества (фенол, меркаптоэтанол). В связи с этим целесообразно оптимизировать методику выделения ДНК из эфи-
ромасличных роз.
Материал и методы. В работе использовались образцы роз из Ботанического сада Крымского федерального универ-
ситета, а также образцы из коллекции эфиромасличных роз селекционно-семеноводческого центра эфиромасличных 
культур НИИСХ Крыма. Выделение ДНК проводилось по модифицированному СТАВ-протоколу. Эффективность мето-
дики оценивалась методами спектрофотометрии, горизонтального электрофореза и постановкой ISSR-ПЦР.
Результаты. Препараты ДНК, выделенные модифицированным методом, хорошо визуализируются на электрофоре-
грамме и имеют высокие спектрофотометрические показатели. Содержание ДНК в два раза выше в препаратах, полу-
ченных с использованием буфера для экстракции с ПВП, по сравнению с буфером без ПВП. Также концентрация выше 
в препаратах ДНК, выделенных из стеблей, чем из листьев. Параметры чистоты, выражаемые отношением поглоще-
ния на длинах волн А260/280 и А260/230, также выше у препаратов ДНК, экстрагированных из стеблей с обогащенным бу-
фером, причем соотношение А260/230 входит в диапазон нормы только в препаратах ДНК, выделенных из стеблей в при-
сутствии ПВП. При этом очистка от белков эффективна без применения фенола и меркаптоэтанола благодаря дву-
кратной промывке смесью хлороформа и изоамилового спирта (24 : 1).
Заключение. Использование ткани стеблей в качестве материала для исследований, добавление поливинилпирро-
лидона (ПВП) в концентрации 2% в буфер для экстракции, а также повторная промывка смесью хлороформа и изо-
амилового спирта позволяют получить препараты ДНК с высокой концентрацией и показателями чистоты, входящи-
ми в диапазоны нормы, пригодные для изучения генетического разнообразия эфиромасличных роз методом ISSR- 
анализа.
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Optimization of the DNA isolation procedure for assessing the genetic 
diversity of essential oil roses (Rosa l.) 

Background. High content of organic compounds that worsen nucleic acid purification in aromatic plants, as well as the use of 
such toxic substances as phenol and mercaptoethanol in many protocols for plant DNA isolation, make it advisable to take the 
above disadvantages into account when optimizing the DNA extraction technique for the work with essential oil rose plants.
Material and methods. Rose accessions from the Crimean Federal University’s Botanical Garden, and those from the collection 
held by the Research Institute of Agriculture of Crimea were included in the study. DNA extraction was done according to a mod-
ified CTAB protocol. Effectiveness of the technique was assessed using spectrophotometry, horizontal electrophoresis, and 
ISSR-PCR.
results. DNA preparations extracted with the modified technique were well visualized on the electropherogram and demon-
strated high spectrophotometric values. DNA content was twice as high in preparations isolated with an extraction buffer with 
PVP, compared to a PVP-free buffer. The concentration was also higher in DNA extracts from stems than that from leaves. Purity 
parameters expressed by the absorption ratios at wavelengths A260/280 and A260/230 were again higher for DNA extracts from 
stems isolated with an enriched buffer, the A260/230 ratio falling within the normal range only in DNA extracted from stems in the 
presence of PVP. Besides, DNA extracts were effectively purified from proteins without phenol or mercaptoethanol, due to dou-
ble rinsing with a chloroform/isoamyl alcohol (24 : 1) mixture.
Conclusion. Using rose stem tissues as the research material, adding 2% PVP to the extraction buffer, and twofold rinsing with 
a chloroform/isoamyl alcohol mixture made it possible to obtain DNA extracts with high concentrations and purity indices 
within normal ranges suitable for the ISSR analysis of essential oil rose genetic diversity.
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введение

Эфиромасличные розы относятся к числу востребо-
ванных культур благодаря широкому применению полу-
чаемых из них продуктов переработки. Наиболее цен-
ным видом среди группы эфиромасличных роз является 
Rosa × damascеna Mill. (роза дамасская) и ее разновид-
ность, известная под названием «Казанлыкской розы». 
Роза дамасская – гибрид между R. gallica L. (р. француз-
ская, или р. галлика) и R. canina L. (р. собачья). Другим 
 гибридом с R. gallica, относящимся к масличным розам, 
является R. × centifolia L. (р. столепестная, или столист-
ная, или центифолия). Одним из способов повышения ка-
чества продукции является выведение сортов с улуч-
шенными признаками. Исследования по оценке генети-
ческого разнообразия сортов являются важной состав-
ляющей научной базы для реализации этой задачи (Na-
za renko et al., 2006; Zolotilov, Nevkrytaya, 2017; Suprun 
et al., 2020).

Успех молекулярно-генетических исследований рас-
тений напрямую зависит от количественного содержа-
ния и качества ДНК, которая в дальнейшем будет исполь-
зована для постановки ПЦР. Выделение ДНК из фрукто-
вых, ароматических и других растений (киви, яблоня, 
персик, мята, роза, полынь, цитронелла, базилик, пелар-
гония и т. д.) часто затруднительно из-за содержания та-
ких ингибирующих веществ, как эфирные масла, вторич-
ные метаболиты, полифенолы, полисахариды и др. Поли-
сахариды повышают вязкость раствора, а полифенолы 
связываются с ДНК, придавая осадку коричневый цвет 
и делая его непригодным для исследований (Khanuja 
et al., 1999; Sahu et al., 2012; Jabbarzadeh et al., 2019; Hu 
et al., 2022).

Для устранения этих сложностей можно использо-
вать ткани разных частей растений в качестве материала 
для исследований, поскольку химический состав в них 
может различаться (Kutlunina, Yermoshin, 2017).

Также целесообразно избегать применения таких 
токсичных веществ как фенол, β-меркаптоэтанол и др., 
традиционно используемых в стандартных протоколах 
экстракции растительной ДНК (Murray, Thompson, 1980; 
Doyle J.J., Doyle J.L., 1987; Demeke et al., 2009). Фенол-хло-
роформный метод является золотым стандартом для вы-
деления ДНК и может быть использован для работы 
с разным материалом: растениями, кровью, суспензиями 
культур. Он обеспечивает высокий выход и является от-
носительно недорогим. Одновременное применение 
двух органических растворителей повышает эффектив-
ность очистки ДНК от белков, поэтому фенол использу-
ется в комплексе с хлороформом и изоамиловым спир-
том (Yeprintsev et al., 2008; Dairawan, Shetty, 2020). Мер-
каптоэтанол разрушает дисульфидные мостики в бел-
ках, нарушая их третичную и четвертичную структуру, 
а также ингибирует процессы, которые напрямую или 
косвенно повреждают ДНК. Кроме того, меркаптоэтанол 
элиминирует активность ферментов нуклеаз, освобо-
ждаемых при лизисе клеток (Ryabushkina et al., 2012; 
Tiwari et al., 2017).

В качестве безопасной альтернативы β-меркаптоэта-
нолу применяют 1–2-процентный поливинилпирроли-
дон (ПВП) с низкой молекулярной массой (10 000), кото-
рый осаждает ДНК, не уменьшая ее концентрацию. ПВП 
связывает полифенолы и препятствует окрашиванию 
осадка ДНК в темный цвет (Sahu et al., 2012; Vodchits et al., 
2014; Brishten, Vasilevich, 2021). Очищенная ДНК в даль-
нейшем может быть использована для оценки генетиче-

ского разнообразия методом ISSR-анализа (Godwin et al., 
1997; Sukhareva, Kuluev, 2018).

Цель работы – оптимизация методики выделения 
ДНК для дальнейшей оценки генетического разнообра-
зия образцов коллекции эфиромасличных роз Научно- 
исследовательского института сельского хозяйства Кры-
ма (НИИСХ Крыма) путем сравнения эффективности экс-
тракции из разных частей растений и добавления 2-про-
центного ПВП в CTAB-буфер.

Материалы и методы исследований

Материалом для исследований служили образцы роз 
из Ботанического сада им. Н.В. Багрова Крымского феде-
рального университета и из коллекции эфиромасличных 
роз селекционно-семеноводческого центра эфиромас-
личных культур НИИСХ Крыма (https://ckp-rf.ru/usu/ 
507515/) (табл. 1). 

За основу протокола выделения был взят СТАВ-ме-
тод, описанный в литературе (Doyle J.J., Doyle J.L., 1987; 
Huang et al., 2013). Исследуемый материал был разделен 
на две группы: 1) образцы молодых листьев и стеблей, 
обработанные стандартным CTAB-буфером (2-процент-
ный CTAB; 100 mM Tris-HCl pH 8,0; 20 mM EDTA pH 8,0; 
1,4 M NaCl; 0,2-процентный β-меркаптоэтанол); 2) тот же 
материал, экстрагируемый в CTAB-буфере с добавлением 
2-процентного ПВП.

1. 100 мг ткани измельчали в ступке с 1 мл предвари-
тельно прогретого при 65°С СТАВ-буфера, переносили 
в пробирки и термостатировали при 65°С 1 час, переме-
шивая каждые 15 мин.

2. Добавляли равное количество смеси хлороформа 
и изоамилового спирта (24 : 1), смешивали интенсивным 
встряхиванием до получения однородной суспензии 
и центрифугировали 10 мин при 14 000 g и 4°С.

3. Отбирали верхнюю фазу в новые пробирки и по-
вторяли пункт 2.

4. Переносили верхнюю фазу в новые пробирки, до-
бавляли равный объем охлажденного при –20°С изопро-
панола и смешивали аккуратным переворачиванием. 
Оставляли на 30 мин при –20°С и центрифугировали при 
14 000 g и 4°С в течение 10 мин.

5. Удаляли супернатант и добавляли 70-процентный 
этанол, охлажденный при –20°С, в объеме, равном объему 
изопропанола. Смешивали переворачиванием и центри-
фугировали 10 мин при 14 000 g и 4°С.

6. Сливали супернатант и отбирали остатки спирта 
наконечником.

7. Высушивали в термостате при 65°С с открытой 
крышкой в течение 5 мин.

8. Добавляли 100 мкл буфера ТЕ, термостатировали 
при 65°С 10 мин и встряхивали на микроцентрифуге 
«Вортекс» до растворения осадка. Полученный экстракт 
ДНК хранили при –20°С.

Количество и качество выделенной ДНК оценивали 
методами спектрофотометрии на приборе SPECTROstar 
Nano в двух повторностях (BMG LABTECH, Германия) 
и горизонтального электрофореза в 1,5-процентном ага-
розном геле. Полученные препараты ДНК использова-
лись для постановки ISSR-ПЦР с праймерами ISSR-А34, 
ISSR-В10, ISSR-В13, ISSR-230/41, ISSR-807, ISSR-812, ISSR-
834 и ISSR-840. Реакционная смесь общим объемом 
20 мкл имела следующий состав: 10 нг ДНК, однократ-
ный буфер, 0,2 мМ дНТФ («Евроген» Россия), 10 пМ 
праймера («Евроген» Россия), 2,5 единицы активности 
(е. а.) Hot Start Taq-полимеразы (Qiagen, Германия). Ам-
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плификация проводилась в термоциклере Т-100 (BIORAD, 
США) по следующей программе: начальная денатурация 
при 95°С – 15 мин; далее 35 циклов: денатурация при 
94°С – 30 с, отжиг при 49,0–58,0°С – 30 с, элонгация при 
72°С – 1 мин; финальная элонгация при 72°С – 10 мин. 
Продукты ПЦР визуализировали с помощью горизон-
тального электрофореза в 2-процентном агарозном 
геле в 0,5-кратном ТАЕ-буфере с окрашиванием броми-
стым этидием в течение часа при напряжении тока 
120 В.

Результаты и обсуждение

В нашей работе применение фенола в смеси с хлоро-
формом и изоамиловым спиртом для очистки ДНК от 
белков было заменено двукратной промывкой экстракта 
смесью хлороформа и изоамилового спирта для лучшей 
очистки. После добавления изопропанола для осаждения 
ДНК смесь выдерживали при –20°С в течение 30 мин, так 
как, согласно данным литературы, количество выпавше-
го осадка зависит от длительности инкубации (Huang 
et al., 2013; Tiwari et al., 2017). В результате был получен 
слабоокрашенный осадок, который хорошо растворялся 
в ТЕ-буфере.

При визуализации ДНК методом горизонтального 
электрофореза отмечено, что ДНК, выделенная из стеб-

лей, менее фрагментирована (Vodchits et al., 2014) и име-
ет длину 10 000–13 000 пн (рис. 1).

Данные спектрофотометрического анализа парамет-
ров ДНК отображены в таблицах 2 и 3.

При использовании стандартного CTAB-буфера кон-
центрации препаратов ДНК в большинстве случаев со-
ставляли в среднем 100 нг/мкл. Препараты ДНК, выде-
ленные с добавлением ПВП в экстрагирующий буфер, 
имеют концентрации больше 200 нг/мкл, что может го-
ворить о лучшей очистке от примесей, повышающей вы-
ход препарата.

Спектрофотометрический показатель качества, выра-
жаемый отношением поглощения на длинах волн А260/280, 
характеризует степень очистки от белковых примесей 
и в большинстве случаев входит в установленный диапа-
зон нормы 1,8–2,0. Если этот показатель меньше 1,8, это 
говорит о недостаточной очистке от белков, если больше 
2,0 – о присутствии РНК в растворе (Tiwari et al., 2017).

Спектрофотометрический показатель качества, вы-
ражаемый отношением поглощения на длинах волн 
А260/230 (диапазон нормы 2,0–2,2), является индикатором 
загрязнения полифенолами, полисахаридами и вторич-
ными метаболитами (Tiwari et al., 2017). Отмечено, что 
только у препаратов ДНК, экстрагированных из стеблей 
обогащенным CTAB-буфером, этот параметр входит 
в установленный диапазон нормы (см. табл. 3).

Таблица 1. Образцы розы, использованные в исследованиях

Table 1. Rose accessions used in the research

Образец / Accession биологический статус / Biological status

Образцы ботанического сада им. Н.в. багрова / Accessions from the N.V. Bagrov Botanical Garden

Rosa canina L. вид / species

‘Ватерлоо’ / ‘Waterloo’ cорт / cultivar (R. moschata Mill.) 

Образцы из болгарии / Accessions from Bulgaria

‘Белая’ / ‘Belaya’ cорт / cultivar (R. alba L.)

‘Искра’ / ‘Iskra’ сорт / cultivar (R. damascena Mill.)

‘Казанлыкская’ / ‘Kazanlykskaya’ сорт / cultivar (R. damascena Mill.)

‘Свежен’ / ‘Svezhen’ сорт / cultivar (R. damascena Mill.)

Образцы НИИСх крыма / Accessions from the rIA of Crimea

‘Аура’ / ‘Aura’ сорт / cultivar (R. damascena Mill. × R. gallica L.)

‘Золушка’ / ‘Zolushka’
сорт / cultivar [‘Весна’ / ‘Vesna’ (R. damascena Mill. × R. gallica subsp. еryosyla Kell. 
var. аustriaca Grantz f. рanonica Br.) × ‘Крымская Красная’ / ‘Krymskaya Krasnaya’ 
(R. gallica L.)]

R. indica Major вид / species 

‘Лада’ / ‘Lada’ сорт / cultivar [‘Белая’ / ‘Belaya’ (R. alba L.) × ‘Мичуринка’ / ‘Michurinka’ (R. dama­
scena Mill.) × R. gallica L.]

‘Лань’ / ‘Lan’ сорт / cultivar [‘Белая’ / ‘Belaya’ (R. alba L.) × ‘Мичуринка’ / ‘Michurinka’ (R. dama­
scena Mill.) × R. gallica L.]

‘Легрина’ / ‘Legrina’ сорт / cultivar [‘Белая’ / ‘Belaya’ (R. alba L.) × ‘Мичуринка’ / ‘Michurinka’ (R. dama­
scena Mill.) × R. gallica L.]

‘Радуга’ / ‘Raduga’
сорт / cultivar [‘Весна’ / ‘Vesna’ (R. damascena Mill. × R. gallica subsp. еryosyla Kell. 
var. аustriaca Grantz f. рanonica Br.) × ‘Крымская Красная’ / ‘Krymskaya Krasnaya’ 
(R. gallica L.)]
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Таблица 2. концентрации ДНк в препаратах, выделенных из листьев и стеблей сортов ‘лань’ и ‘ватерлоо’ 
стандартным и модифицированным CTAB-буфером

Table 2. Concentrations of DNA extracted from the leaves and stems of cvs. ‘lan’ and ‘waterloo’ using standard 
and modified CTAB buffers

Таблица 3. качественные показатели препаратов ДНк, выделенных из листьев и стеблей сортов ‘лань’ 
и ‘ватерлоо’ стандартным и модифицированным CTAB-буфером

Table 3. Quality characteristics of DNA extracted from the leaves and stems of cvs. ‘lan’ and ‘waterloo’ using standard 
and modified CTAB buffers

Рис. 1. электрофореграмма препаратов ДНк, выделенных из листьев и стеблей сортов ‘лань’ и ‘ватерлоо’ 
стандартным (Doyle J.J., Doyle J.l., 1987) и модифицированным CTAB-буфером: 1 – ‘Лань’, лист, без ПВП; 

2 – ‘Лань’, лист, с ПВП; 3 – ‘Ватерлоо’, лист, без ПВП; 4 – ‘Ватерлоо’, лист, с ПВП; 5 – ‘Лань’, стебель, без ПВП;  
6 – ‘Лань’, стебель, с ПВП; 7 – ‘Ватерлоо’, стебель, без ПВП; 8 – ‘Ватерлоо’, стебель, с ПВП.

М – маркер молекулярного веса ДНК Sky-High 250–10 000 пн
fig. 1. Electropherogram of DNA extracted from the leaves and stems of cvs. ‘lan’ and ‘waterloo’ using standard and 

modified buffers: 1 – ‘Lan’, leaf, without PVP; 2 – ‘Lan’, leaf, with PVP; 3 – ‘Waterloo’, leaf, without PVP; 
4 – ‘Waterloo’, leaf, with PVP; 5 – ‘Lan’, stem, without PVP; 6 – ‘Lan’, stem, with PVP; 7 – ‘Waterloo’, stem, without PVP; 

8 – ‘Waterloo’, stem, with PVP. 
M – DNA ladder Sky-High 250–10,000 bp

Сорт / Cultivar
Орган растения / 
Plant organ

концентрация, нг/мкл / Concentration, ng/μl

CTAB-буфер без ПвП /
CTAB buffer without PVP

CTAB-буфер с ПвП /
CTAB buffer with PVP

‘Лань’ / ‘Lan’
Лист / Leaf 128,2 ± 2,62 229,4 ± 0,67

Стебель / Stem 90,6 ± 1,28 249,3 ± 1,77

‘Ватерлоо’ / ‘Waterloo’
Лист / Leaf 95,3 ± 0,66 225,0 ± 0,43

Стебель / Stem 94,1 ± 1,45 230,3 ± 1,67

Примечание: измерение проведено в двукратной повторности

Note: measurements taken in two replications

Сорт / 
Cultivar

Орган 
растения / 
Plant organ

Показатель качества А260/280 / 
Quality index for А260/280

Показатель качества А260/230 / 
Quality index for А260/230

CTAB-буфер 
без ПвП / CTAB 

buffer without PVP

CTAB-буфер 
с ПвП / CTAB 

buffer with PVP

CTAB-буфер 
без ПвП / CTAB 

buffer without PVP

CTAB-буфер 
с ПвП / CTAB 

buffer with PVP

‘Лань’ / ‘Lan’
Лист / Leaf 1,80 ± 0,02 1,84 ± 0,01 1,73 1,81 ± 0,01

Стебель / Stem 1,84 ± 0,01 1,85 ± 0,01 1,83 ± 0,01 2,03 ± 0,02

‘Ватерлоо’ / 
‘Waterloo’

Лист / Leaf 1,73 ± 0,02 1,83 1,84 ± 0,01 1,79 ± 0,01

Стебель / Stem 1,86 ± 0,01 1,90 ± 0,01 1,92 ± 0,01 2,02 ± 0,01

Примечание: измерение проведено в двукратной повторности

Note: measurements taken in two replications
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Постановка ПЦР с использованием в качестве матри-
цы препаратов ДНК, экстрагированных из стеблей роз 
CTAB-буфером, содержащим ПВП в концентрации 2%, 
и ISSR-праймерами, позволила четко различить ампли-
фицированные фрагменты на электрофореграмме, что 
говорит о высоком качестве препаратов ДНК и отсут-
ствии компонентов, ингибирующих реакцию (рис. 2).

Добавление в CTAB-буфер 2-процентного ПВП позво-
ляет увеличить концентрацию ДНК в полученных препа-
ратах в два раза по сравнению с применением стандарт-
ного CTAB-буфера как для листьев, так и для стеблей. 
Этот показатель выше в препаратах ДНК, выделенных из 
стеблей, чем из листьев, что говорит о лучшей очистке 
ДНК от полисахаридов и, соответственно, о более эффек-
тивной экстрагируемости ДНК из этого вида ткани. 
Причем у сорта ‘Лань’ эти различия выражены больше. 
Предположительно, это связано с тем, что сорт ‘Лань’ яв-
ляется эфиромасличным в отличие от декоративного 
сорта ‘Ватерлоо’, являющегося гибридом розы мускус-
ной, и особенности химического состава в разных частях 
растения обуславливают эту разницу.

Более качественную очистку препарата из стеблей 
в присутствии ПВП подтверждают другие спектрофото-
метрические параметры ДНК. Показатель чистоты А260/280 
соответствует нормальным значениям, что подтвержда-
ет эффективность двукратной промывки смесью хлоро-
форма и изоамилового спирта (24 : 1) без применения 
фенола и меркаптоэтанола. Этот параметр выше у препа-
ратов ДНК, полученных из стеблей, по сравнению с пре-
паратами, выделенными из листьев. Также отмечено его 
увеличение при использовании буфера с ПВП. 

Параметр А260/230 более информативен при оценке ка-
чества очистки ДНК. Для обоих сортов отмечены значи-
тельные разницы между показателями у препаратов, по-
лученных из листьев и стеблей. Также видны отличия 
в параметрах при использовании стандартного и обога-
щенного буфера для аналогичных видов тканей. При 
этом только у препаратов ДНК, выделенных из стеблей 
со CTAB-буфером, обогащенным ПВП, соотношение 
А260/230 имеет значение, соответствующее норме. Это со-
гласуется с данными других авторов (Ryabushkina et al., 
2012; Brishten, Vasilevich, 2021) о том, что в листьях, обыч-
но используемых для выделения ДНК, содержание поли-

сахаридов может быть выше, чем в других частях расте-
ния.

Четкая визуализация продуктов ISSR-ПЦР под-
тверждает эффективность данной методики экстрак-
ции ДНК и ее пригодность для дальнейшего генотипи-
рования эфиромасличных роз методом ISSR-маркиро-
вания.

Заключение

В результате проведенных исследований оптимизи-
рована методика выделения ДНК из растений рода Rosa. 
Показана эффективность экстракции из ткани стеблей 
с использованием CTAB-буфера с добавлением поливи-
нилпирролидона (ПВП) в концентрации 2%. Полученные 
таким образом препараты ДНК лучше очищены от поли-
фенолов, полисахаридов и других органических веществ 
по сравнению с препаратами ДНК из листьев. В протоко-
ле не используются токсичные вещества меркаптоэта-
нол и фенол, применяемые для осаждения белков. Пре-
парат ДНК эффективно очищается от этих соединений 
двукратной промывкой смесью хлороформа и изоамило-
вого спирта. Оптимизированная методика экстракции 
ДНК позволяет получить препарат с количественными 
и качественными показателями, пригодными для его 
дальнейшего использования в изучении генетического 
разнообразия образцов коллекции эфиромасличных роз 
НИИСХ Крыма. Данный протокол может быть рекомен-
дован для применения в исследованиях по генотипиро-
ванию и изучению генетического разнообразия роз.
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