
Известия ТСХА, выпуск 2, 2009 год

УДК 573.6:635.21:632.38

СОВЕРШЕНСТВОВАНИЕ МЕТОДА ВЫДЕЛЕНИЯ РНК 
ДЛЯ ДЕТЕКЦИИ ВИРУСНЫХ ЗАБОЛЕВАНИЙ КАРТОФЕЛЯ*

Г.Н. АНДРЕЕВА, Е.А ЧАКИНА, Г.И. КАРЛОВ 

(Центр молекулярной биотехнологии)

Предложена доступная и эффективная методика экстракции РНК из микроклуб
ней картофеля. Оптимизированный протокол позволяет получать качественный пре
парат РНК, пригодный для проведения ПЦР, экономичен во времени и материальных 
затратах, исключает использование вредных реагентов (Р-меркаптоэтанол, фенол 
и др.), не требует дорогостоящих реактивов и оборудования.
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Вирусы растений и их переносчики 
вследствие негативного влияния на 
продуктивность, качество и срок хра
нения получаемой растениеводческой 
продукции являются причиной серь
езных экономических потерь в сельс
ком хозяйстве. В отличие от других 
растительных патогенов вирусы вызы
вают заболевания, протекающие бес
симптомно, либо неотличимые по вне
шним проявлениям от невирусных па
тологий (грибные, бактериальные бо
лезни) или реакций растения на раз
личные стрессовые факторы окружа
ющей среды. Кроме того, вирусные 
инфекции, как правило, не поддают
ся лечению и накапливаются в после
дующих поколениях, что особенно 
важно для культур, посадочный ма
териал которых получают путем веге
тативного размножения [1].

Вырождение сортов — одна из глав
ных проблем в семеноводстве карто
феля. В результате того, что при ре

продуцировании в растениях постепен
но накапливаются вирусные, вироид- 
ные, грибные, бактериальные и ми- 
коплазменные патогены, с течением 
времени сорт теряет первоначальную 
продуктивность и другие хозяйствен
но ценные признаки.

В настоящее время известно около 
25 видов вирусов и вироидов, инфици
рующих культуру картофеля. Однако 
наиболее опасными считаются заболе
вания, вызываемые вирусами X (PVX), 
Y (PVY), скручивания листа (PLRV) и 
вироидом веретеновидности клубней 
(PSTVd). В зависимости от сорта и ус
ловий выращивания вызываемые этими 
инфекциями потери урожая составля
ют от 30 до 90%, а ухудшение каче
ства продукции связано с измельчани
ем клубней, изменением биохимического 
состава и, как следствие, вкусовых и 
потребительских качеств мякоти.

Для определения вирусной инфек
ции широко применяют методы им-
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муноферментного анализа (ИФА), а 
также ELISA-тест с использованием 
специфических моноклональных анти
тел. Данные методы просты и удобны 
при проведении рутинных анализов, 
однако обладают рядом недостатков. 
Во-первых, все иммунологические ме
тоды имеют низкий предел чувстви
тельности, что ограничивает их ис
пользование для анализа образцов с 
незначительной вирусной нагрузкой. 
Во-вторых, антисыворотки могут давать 
неспецифические перекрестные реак
ции, что приводит к ложноположитель
ным результатам. В-третьих, большин
ство методов, основанных на выявле
нии антител, дают результат либо толь
ко в разгар болезни, либо на 7-14-й 
день после заражения, а зачастую еще 
позже [11].

На сегодняшний день для детекции 
вирусной патологии широко применя
ются молекулярные методы исследо
вания: RT-PCR (обратная транскрип
ция с последующим проведением по
лимеразной цепной реакции), real-time 
PCR (ПЦР с детекцией результатов в 
режиме реального времени), multiplex 
PCR (ПЦР, позволяющая детектиро
вать несколько видов вирусов в одной 
пробирке) [10]. Использование ПЦР 
существенно повышает надежность 
контроля, способствует быстрой диаг
ностике в экстренных ситуациях, что 
особенно важно для своевременного 
выявления патологии исходного поса
дочного материала, полученного пу
тем микроклонального размножения 
[2, 7, 8].

Однако применение молекулярных 
методов для детекции вирусных забо
леваний связано с рядом сложностей, 
основной из которых является выде
ление из растительных тканей качест
венной РНК. Литературные данные 
представлены многочисленными прото
колами экстракции нуклеиновых кис
лот с использованием различных бу
ферных систем. Необходимо отметить, 
что большинство протоколов, связан

ных с выделением РНК, довольно тру
доемки, длительны, зачастую дороги, 
и включают вредные и опасные для 
здоровья человека компоненты, такие 
как фенол, (3-меркаптоэтанол, а так
же другие канцерогенные реагенты, 
имеющие неприятный и стойкий за
пах, что требует определенных усло
вий для работы с ними [4, 9, 13].

Целью настоящей работы было со
здание упрощенного протокола выде
ления РНК из микроклубней картофе
ля, пригодного для детекции вирус
ных инфекций методом RT-PCR.

Материалы и методы

Объектами исследования служили 
пробирочные растения и микроклубни 
картофеля, полученные путем микро- 
клонального размножения.

Все используемые растворы, а так
же стеклянная посуда были приготов
лены на воде, обработанной 0,1%-м 
диэтилпирокарбонатом (КЕРС).

Для выделения РНК использовали 
экстракционный буфер: 2% (w/v) СТАВ; 
2% PVP (М=25000); 100 mM Tris-HCl 
(рН=8,0); 25 mM ЕКТА; 2М NaCl; 
0,05% spermidine trihydrochloride; 10 mM 
dithiothreitol и буфер для растворе
ния и хранения РНК (ТЕ): ЮОтМ Tris- 
HCl; ЮтМ ЕКТА

Протокол выделения РНК

1. Нагревали экстракционный буфер 
до 65°С на водяной бане. В эппендор- 
фы помещали образцы измельченных 
микроклубней (0,05 - 0,1 г) и залива
ли 600 мкл нагретого экстракционно
го буфера. Тщательно растирали об
разцы пестиками. Инкубировали 15 мин 
при 65 °С на водяной бане. Во время 
инкубации образцы несколько раз пе
ремешивали путем перворачивания 
пробирок.

2. Добавляли равный объем смеси 
хлороформ-изоамиловый спирт (24:1) и 
встряхивали на вортексе. Центрифу
гировали при 14000 об/мин в течение 
20 мин.
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3. Переносили супернатант в новую 
пробирку, повторно экстрагировали 
образец аликвотой смеси хлороформ- 
изоамиловый спирт (24:1), центрифу
гировали при тех же условиях.

4. Супернатант осторожно перено
сили в новую пробирку. Для того что
бы выделенная РНК была высокого 
качества, необходимо избегать попа
дания смеси хлороформ-изоамилового 
спирта и интерфазы в новую пробир
ку. При возникновении подобной про
блемы образцы могут быть снова про- 
центрифугированы как описано выше.

5. Добавляли 0,25 объема ЮМ LiCl к 
супернатанту, перемешивали путем 
переворачивания в течение 5 мин.

6. Образцы инкубировали в течение 
ночи при 4°С.

7. Образцы центрифугировали при 
14000 об/мин при 4°С в течение 35 мин. 
Осторожно сливали надосадочную 
жидкость.

8. Осадок промывали 75%-м этано
лом путем центрифугирования при 
14000 об/мин при 4°С в течение 10 мин.

9. Аккуратно сливали супернатант 
и осадок высушивали при комнатной 
температуре в течение 10 мин.

10. Осадок РНК ресуспендировали 
в 20 “30 мкл обработанной КЕРС воды 
или ТЕ-буфера.

Спекрофотометрическое 
определение количества 

и качества РНК
Концентрацию нуклеиновой кисло

ты определяли с помощью спектрофо
тометра (Eppendorf Biophotometer 6131) 
при длине волны 260 нм (максималь
ное поглощение) в сравнении со стан
дартным раствором. Качество РНК оп
ределяли по содержанию белковых 
примесей (по величине отношения А 
260/280) и примесей фенолов, полиса
харидов и прочих вторичных метаболи
тов (по величине отношения А 260/230).

RT—PCR анализ

Обратную транскрипцию проводи
ли в амплификаторе (Терцик-МЦ2,

ДНК-технология, Москва) при следу
ющих условиях: реакционную смесь 
(РНК-матрица, гексапраймеры, вода, 
свободная от РНКаз) инкубировали
5 мин при 70°С, затем в охлажденные 
пробирки добавляли буфер, смесь 
dNTP и обратную транскриптазу (М- 
MLV). Смесь инкубировали в течение 
10 мин при 25°С, затем 60 мин при 37°С. 
Реакцию останавливали нагреванием в 
течение 10 мин при 70°С Полученную 
кДНК немедленно использовали для 
проведения PCR либо хранили при 
-20°С.

ПЦР проводили в амплификаторе 
при следующих условиях: реакцион
ную смесь (кДНК, реакционный буфер, 
смесь dNTP, праймеры внутреннего 
контроля и специфичные праймеры, 
TaqДНK-полимepaзa) инкубировали в те
чение 2 мин при 94°С для начальной 
денатурации, затем проводили 35 цик
лов, включающих этапы: 1) 94°С — 
45 с; 2) 55°С — 45 с; 3) 72°С — 45 с; 
завершающую элонгацию проводили 
при 72°С в течение 2 мин.

Электрофоретический анализ 
продуктов PCR

Продукты ПЦР разделяли в элект- 
рофорезной камере (Pharmacia EPS 
500/400) в 1,2%-м агарозном геле, приго
товленном на ТВЕ буфере с добавле
нием бромистого этидия (0,5 мкг/мл), 
при напряжении электрического поля
6 В/см (источник питания (Pharmacia 
GNA-200)). Для определения размеров 
полученных фрагментов ДНК исполь
зовали маркер размеров (GeneRuler 
100bp KNA Ladder, Fermentas). Полу
ченные гели просматривали на транс
иллюминаторе (Vilber Lourmat ТСР- 
20.LM) под ультрафиолетом с длиной 
волны 254 нм.

Результаты и их обсуждение

Молекулярные методы исследова
ния требуют высокого качества РНК, 
выделяемой из растительных образцов. 
Однако присутствие танинов, поли
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сахаридов, полифенолов и других вто
ричных продуктов метаболизма в рас
тительных экстрактах ингибируют 
процессы RT-PCR [3].

Согласно литературным данным 
[12, 15] экстракция РНК из раститель
ного материала сопряжена с рядом 
проблем. Во-первых, РНК, являясь 
лабильной структурой, быстро гидро
лизуется активным и устойчивым фер
ментом рибонуклеазой, присутствую
щей во всех биологических субстан
циях. Во-вторых, растения в процессе 
жизнедеятельности накапливают зна
чительные количества полифенольных 
и полисахаридных компонентов, а так
же других вторичных метаболитов, 
которые при выделении рибонуклеи
новой кислоты преципитируют с ней и 
в дальнейшем ингибируют фермента
тивные процессы RT-PCR. Кроме того, 
необходимо отметить, что каждая куль
тура, а также различные ткани одно
го растения требуют специфического 
подхода для успешного выделения 
РНК.

Анализ методик экстракции РНК из 
тканей разных видов растений позво
лил нам выделить несколько источни
ков [5, 6, 14], которые были взяты за 
основу модифицированного протокола. 
Состав экстрагирующего буфера вклю
чал СТАВ, который является основой 
многих протоколов. Выполняя функцию 
сильного детергента, он способствует 
разрушению ДНК-белковых комплек
сов. Роль антиоксиданта в используе
мом буфере отводилась PVP, который 
предотвращает ингибирование обрат
ной транскрипции и ПЦР полифено
лами и полисахаридами.

В данной работе мы провели спект
рофотометрическое исследование по
лученных растворов РНК для опреде
ления количества и качества выделен
ной нуклеиновой кислоты. Количество 
РНК устанавливали величиной погло
щения при длине волны 260 нм. За

грязнения образцов распознавали ис
ходя из соотношений показателей по
глощения при различных длинах волн. 
Полученные нами по модифицирован
ной методике растворы РНК имели 
следующие показатели (приведены 
средние значения для выборки, состо
ящей из 10 образцов, и стандартное 
отклонение): выход РНК (мкг/г образ
ца) 45,9±4,2; отношение А260/280 1,70± 
±0,11; отношение А260/230 1,68±0,13.

Количество РНК в полученных эк
страктах является достаточным для 
проведения ПЦР. Значение показате
ля А260/280 (оптимальное значение 
для чистых растворов РНК должно 
приближаться к 2,0) свидетельствует о 
достаточной очистке образца от белко
вых загрязнений. Отношение А260/230 
меньше 2 (оптимальное значение для 
чистых растворов РНК должно быть 
больше 2), что говорит о контамина
ции низкомолекулярными компонента
ми (полисахариды, полифенолы), од
нако, как показали дальнейшие иссле
дования, это не влияло на результа
ты полимеразной цепной реакции.

Таким образом, РНК, полученная 
нами по модифицированной методике, 
была достаточно высокого качества, 
что позволило использовать ее для де
текции вирусных (PVY, PVX, PLRV) 
и вироидных (PSTVd) фитопатогенов 
картофеля методом ПЦР.

Кроме того, включение в реакцию 
амплификации дополнительных прай
меров внутреннего контроля NAK5, 
специфичных консервативному мито
хондриальному гену фермента NAKH+- 
дегидрогеназы, позволило одновремен
но с детекцией патогена отслеживать 
наличие РНК в образце и качество 
прохождения обратной транскрипции 
и ПЦР (рис. 1-4).

Результаты анализа микроклубней 
картофеля на наличие инфекции ме
тодом ПЦР представлены на рисунках 
1-4.
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Рис. 1. Электрофоретический спектр продуктов 
ПЦР кДНК картофеля с праймерами nad5 
(амплифицируемый фрагмент — 188 Ьр) и 

праймерами, специфичными вирусу X картофе
ля (амплифицируемый фрагмент — 359 Ьр);

1 -5 — исследуемые образцы; КХ — конт
рольный образец, зараженный вирусом X;

М — маркер размеров.

Рис. 2. Электрофоретический спектр продуктов 
ПЦР кДНК картофеля с праймерами nad5 

(амплифицируемый фрагмент — 188 Ьр) и 
праймерами, специфичными вирусу Y картофе

ля (амплифицируемый фрагмент — 480 Ьр); 
1-5 — исследуемые образцы; KY — конт
рольный образец, зараженный вирусом Y;

М — маркер размеров

Рис. 3. Электрофоретический спектр продук
тов ПЦР кДН К картофеля с праймерами nad5 

(амплифицируемый фрагмент — 188 Ьр) и 
праймерами, специфичными вирусу скручива

ния листа картофеля (амплифицируемый 
фрагмент — 336 Ьр); 1-5 — исследуемые 
образцы; KRV — контрольный образец, 
зараженный вирусом PLRV; М — маркер 

размеров

Заключение
При наличии большого количества 

разнообразных вирусов, поражающих 
культуру картофеля, проблема защи
ты растений картофеля является эконо
мически значимой. Использование мо
лекулярных методов может существен
но повысить надежность контроля за ви
русной инфекцией, своевременно не 
только установить наличие вирусной

Рис. 4. Электрофоретический спектр продуктов 
ПЦР кДН К картофеля с праймерами nad5 
(амплифицируемый фрагмент — 188 Ьр) и 

праймерами, специфичными вироиду веретено- 
видности клубней картофеля (амплифицируе
мый фрагмент — 362 Ьр); 1-5 — исследуемые 

образцы; KSTVd — контрольный образец, 
зараженный вироидом PSTVd; М — маркер 

размеров

инфекции, а также определить ее ви
довую принадлежность.

Модифицированная нами методика 
экстракции обеспечивает достаточный 
выход РНК из исследуемого материа
ла, обеспечивает высокую чувствитель
ность и специфичность ПЦР, не требу
ет значительных трудовых и материаль
ных затрат, исключает использование 
вредных реагентов.
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SUMMARY
Accessible and effective method of RNA extraction from potato microtubers has 

been offered. Kptimized protocol allows to obtain RNA preparation of high quality 
fit for PCR, economical in terms of time and material cost, eliminates use of 
noxious reagents (b-mercaptoethonol, phenol e.t.c), doesn’t require expensive reagents 
or equipment.
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Получение РНК высокого качества 
позволило успешно выявить и иденти
фицировать вирусы (PVY, PVX, PLRV) и 
вироид (PSTVd) в исследуемых образцах

пробирочных растений и микроклубней 
картофеля с использованием RT-PCR, а 
также обеспечить повторяемость и вос
производимость результатов анализа.


