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СУЧАСНІ МЕТОДИ ВИДІЛЕННЯ СУМАРНОЇ ДНК З 
РОСЛИННИХ ОРГАНІЗМІВ 

Наведено сучасні дані щодо особливостей структурно-функціональної органі-
зації геному рослинних організмів, проаналізовано основні методичні підходи до ви-
ділення сумарної ДНК з рослинного матеріалу та принципи, що лежать в їхній осно-
ві. Знання переваг та недоліків вказаних методів є запорукою отримання успішних 
результатів при проведенні молекулярно-біологічних досліджень. 
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Plant nucleic acid purification, technical hints and application 
This guide gives an overview of recent advances in molecular genetics to genome 

structure and organization in plants, and also main techniques used for plant nucleic acid 
purification which provides useful guidelines for successful results. 

Біорозмаїття нашої планети включає близько двох мільйонів видів ор-
ганізмів. У ході еволюції біосфери одні види організмів виникали, інші зни-
кали. У найближчій перспективі біорозмаїття нашої планети може скороти-
тись на 500 тисяч видів і підвидів тварин та рослин [4]. Тому вивчення гене-
тичного потенціалу лісів, розробка заходів щодо збереження їхнього біороз-
маїття є завданням першочергового значення. 

Питання охорони і збереження лісів тісно пов'язане з генетико-селек-
ційними роботами. В історії розвитку цих робіт можна виділити декілька 
принципово важливих і якісно відмінних напрямків: еколого-географічний, 
фенотипічний, генетико-популяційний та морфо-фізіологічний [1, 6, 7]. На 
даний час особливо актуальним є використання в цих напрямках молекуляр-
но-генетичних маркерів, оскільки вони дозволяють зрозуміти структуру гено-
му рослинних організмів, його організацію та функціонування [9, 50], дослі-
дити гени, що визначають розвиток будь-якої ознаки рослинного організму 
[5]. Незважаючи на те, що молекулярно-генетичні маркери в дослідженнях 
лісових порід використовуються значно рідше, ніж в дослідженнях сільсько-
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господарських культур, в останні роки нагромадилась велика кількість інфор-
мації стосовно організації, картування та еволюції їхнього геному, диферен-
ційної експресії генів [10, 18, 21], а також молекулярних маркерів, методів 
створення рекомбінантних ДНК та міжродового перенесення генів. Отримані 
дані дають змогу долати міжвидові бар'єри у дерев лісових порід. З викорис-
танням методів генетичної інженерії створено ряд трансгенних рослин, що 
містять гени філогенетично неспоріднених рослин і навіть вищих і нижчих 
організмів, включаючи бактерії та віруси [12, 28, 35, 74]. 

Водночас необхідно зауважити, що генно-інженерні методи дослід-
жень лісових деревних порід, які б дозволили створити банки даних для іден-
тифікації генотипів у популяціях, на лісонасіннєвих ділянках і плантаціях, 
скласти генетичні карти плюсових та елітних дерев, дослідити фундамен-
тальні процеси первинного та вторинного біосинтезу, створити трансгенні 
рослини є нерозробленими. Для вирішення сучасних лісівничих завдань, в 
першу чергу, необхідно освоїти методи екстракції та очистки ДНК основних 
лісоутворюючих порід України. 
Молекулярна організація геному ядра, хлоропластів та мітохондрій 

лісових деревних видів 
Дезоксирибонуклеїнові кислоти (ДНК), рибонуклеїнові кислоти (РНК) 

та білки – універсальні детермінанти генетичної поведінки прокаріотичних та 
еукаріотичних організмів. У рослинних організмів генетична інформація є роз-
поділеною між органелами клітини: ядром, мітохондріями та хлоропластами. 

Загальна характеристика генетичної інформації ядра. ДНК ядра 
входить до складу хромосом. Хромосоми – це стабільні ядерні структури, 
здатні до самовідтворення і забезпечення рівного розподілу генетичного ма-
теріалу при поділі клітин. Ці властивості забезпечують три структурні еле-
менти: реплікатори, центромери і теломери. До складу хромосом входить: 
хроматин – комплекс дволанцюгової ДНК з гістоновими (Н1, Н2А, Н2В, Н3, 
Н4) та іншими білками, які переважно називають негістоновими (рис. 1) [59]. 
В ДНК ядра закодована основна інформація про будову структурних та ката-
літичних білків і перебіг основних молекулярних та біохімічних процесів у 
клітині та організмі в цілому. 

Нуклеотидний склад ядерної ДНК вищих рослин характеризується висо-
кою варіабельністю – від 34 % ГЦ-пар у ґінкго до 51 % ГЦ-пар у представників 
роду Hordeum [8]. Одночасно яДНК1 характеризується дуже високим вмістом 5-
метилцитозину. Так, у деяких рослин метильовано до 50 % залишків цитозину 
[2, 3]. Кількість хромосом, що припадає на один геном у лісових деревних по-
рід, змінюється від 6 до 23 серед покритонасінних видів [77] та від 9 до 19 серед 
голонасінних [33]. Найкраще дослідженими голонасінними деревними порода-
ми є види родини Pinaceae. Кількість хромосом, що припадає на їх геном, є 
кратною 11 або 12, тобто характеризується незначною мінливістю. 

                                                           
1 яДНК – ядерна ДНК; мДНК – мітохондрійна ДНК; хДНК – хлоропластна ДНК; тРНК – транспортна РНК; 
рРНК – рибосомна РНК,  тпн – тисяч пар нуклеотидів; СТАВ-метод – метод з використанням основного 
компонента цетилтриметиламонійбромід, ПЛР – полімеразна ланцюгова реакція. 
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Голонасінні лісові деревні види – це переважно рослини з диплоїдним 
набором хромосом рівним 24; виняток становить Pseudotsuga menziesii, що 
має 2n = 26. Поліплоїди серед голонасінних трапляються дуже рідко [34, 35, 
77]. Відомо тільки кілька природних поліплоїдів, серед яких вид Sequoia sem-
pervirens – гексаплоїд (2n = 6×11 = 66), вид Junipersus chnensis pfitzeriana – 
тетраплоїд (2n = 4×11 = 44). 

 
Рис. 1. Виділення сумарної ДНК рослин з використанням іонообмінної хроматог-
рафії: а – додавання смоли безпосередньо до клітинних екстрактів; б – додавання 

клітинних екстрактів до смоли, упакованої в хроматографічній колонці 

Цитологічними дослідженнями родини Pinaceae показано значну по-
дібність каріотипів (одна субметацентрична та одинадцять метацентричних 
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хромосом на геном) [56, 62]. Через відсутність процесу подвійного заплід-
нення, ендосперм голонасінних видів є гаплоїдним і тому широко використо-
вується в генетичних наукових дослідженнях. Яскравими прикладами дерев-
них голонасінних рослин, що містять гаплоїдний набір хромосом в ендоспер-
мі, є роди Pinus, Abies, Cedrus [57]. Щоправда у 1997 році С. Пікот та М. Ма-
утаві [57], використовуючи метод лазерної цитометрії, продемонстрували, 
що деякі види роду Cupressaceae містять поліплоїдний ендосперм. Зокрема, 
ендосперми Cupressus arizonica, Juniperus oxycedrus та Thuja orientalis міс-
тять в ядрі гаплоїдний або диплоїдний набір хромосом, тоді як Сupressus at-
lantica та Cupressus sempervirens можуть містити гаплоїдний, диплоїдний, 
триплоїдний, тетраплоїдний, пентаплоїдний та гексаплоїдний набори хромо-
сом. Такі поліплоїди очевидно виникають внаслідок внутрішньоклітинного 
повторного поділу (ендоредуплікації), або внутрішньоклітинного мітозу [47], 
якому передує множинне злиття ядер [57]. Ось чому перед проведенням на-
уково-генетичних досліджень необхідно перевірити плоїдність ендосперму. 

Порівняно з голонасінними явище поліплоїдії у покритонасінних роз-
повсюджене ширше [77], зокрема, у родів Salix n=19 (родина Salicacea), Tilia 
n=41 (родина Tiliaceae), Morus, n=14 (родина Moraceae), Acer, n=13 (родина 
Aceraceae). Явище поліплоїдії не виявлено, у деяких родів родини Fagaceae 
(Fagus, Quercus, n=12); Myrtaceae (Eucaliptus, n=11); Diptocarpaceae (Dipto-
carpus, n=10). Такі дані дозволяють припустити, що поліплоїдія відіграє важ-
ливу роль в еволюції покритoнасінних [27]. 

Лісові деревні рослини характеризуються великою різноманітністю 
ДНК ядра або значною гетерогенністю яДНК [23, 31, 45, 49, 73]. Для вивчен-
ня їхніх розмірів використовується ряд методів: мікроспектрофотометрія 
[49], кінетика реасоціації [37, 38, 58], проточна цитометрія [48, 73]. Сукуп-
ність цих трьох методів дає чіткі та достовірні результати. У табл. 1 подані 
розміри геномів та кількість хромосом в клітинах лісових деревних порід. 

Використовуючи метод кінетики реасоціації ДНК, Мікша та Готта [48, 
73] вперше у 1973 році показали, що геноми голонасінних видів, зокрема Pi-
nus resinosa, Pinus banksiana, Picea glauca, мають більші розміри, ніж геноми 
покритонасінних [23]. Наступні експерименти показали, що близько ¾ гено-
му хвойних становлять повторювані нуклеотидні послідовності і тільки 20-
30 % припадає на унікальні послідовності [58, 37]. Таким чином, великі роз-
міри ядерного геному у рослинних організмів пов'язані із наявністю значної 
кількості повторюваних нуклеотидних послідовностей. Водночас унікальні 
послідовності (одна копія на геном) у голонасінних можуть становити мен-
ше, ніж 1 % від загальної кількості ядерної ДНК [37, 38]. 

Повторювані послідовності ДНК у геномі належать до двох категорій: 
тандемні повторювані нуклеотидні послідовності, які включають теломерні, 
субтеломерні та центромерні паліндромні повтори, сателітну ДНК та нукле-
отидні послідовності генів, що кодують рибосомну (рPНК) та транспортну 
РНК (тPНК) [16, 17, 20, 29, 30, 43, 51, 61] і нуклеотидні послідовності, розсі-
яні по геному (дисперсні), що включають різні родини ретротранспозонів 
[41],. Основними серед них є ретроелементи з довгими кінцевими повторами 
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(LTR-елементи), ретроелементи без довгих кінцевих повторів, короткі еле-
менти, розсіяні по геному ядра (SINE's), довгі елементи, розсіяні по геному 
ядра (LINE's) та псевдогени [15, 76, 40]. Ці розсіяні по геному повторювані 
одиниці можуть бути мовчазними або активно експресуватися. 
Табл. 1. Кількість хромосом та розміри геному у лісових деревних порід [10]. 

Видова назва Диплоїдний набір 
хромосом (2n) DNA (pg/1C) 

Abies alba Mill. 24 16.6 
Cunninghamia lanceolata Hook. 22 13.6 
Cupressus sempervirens L. 22 11.6 
Eucalyptus grandis 22 0.6 
Ginkgo biloba L. 24 10.0 
Larix laricina K. Koch. 24 9.5 
Larix decidua Mill. 24 9.9 
Metasequoia glyptostroboides Hu et Cheng. 22 6.5 
Picea abies (L.) Karsten 24 14.8 
Picea glauca Voss 24 20.2 
Picea mariana B.S.P. 24 15.8 
Pinus contorta Deugl. Ex Loud 24 18.9 
Pinus elliottii Engelm 24 23.3 
Pinus gerardiana Wall. 24 28.7 
Pinus lambertiana Dougl. 24 29.6 
Pinus pinaster Ait. 24 24.4 
Pinus radiata Don. 24 22.0 
Pinus rigida Mill. 24 20.8 
Pinus resinosa Ait. 24 23.4 
Pinus strobus L. 24 25.7 
Pinus sylvestris L. 24 27.8 
Pinus taeda L. 24 21.7 
Pinus wallichiana A.B. Jacks 24 24.6 
Populus deltoides Marsh. 38 0.5 
Pseudotsuga menziesii Franco 26 19.1 

Найновіші методи вивчення структури, функцій та еволюції геному 
базуються на генетичних ДНК-маркерах, які відкрили нову еру в молекуляр-
ній генетиці рослин та лісових деревних порід зокрема. Розрізняють маркери 
ділянок структурних генів, що кодують амінокислотні послідовності, марке-
ри некодуючих ділянок генів та маркери різних послідовностей ДНК, відно-
шення яких до структурних генів, як правило, невідоме. 

Загальна характеристика генетичної інформації хлоропластів. У 
багатьох видів рослин добре вивчена та охарактеризована структура геному 
хлоропластів. Він представлений двонитковою кільцевою молекулою ДНК, 
яка в межах виду залишається достатньо консервативною [25, 52]. Розміри 
такої ДНК сягають від 120 до 217 тпн., переважно 150 тпн. Геном хлороплас-
тів рослин, зокрема деревних лісових порід, включає певну кількість генів 
(але далеко не всіх), необхідних для функціонування хлоропластів і підтри-
мання їх структури: чотири гени, що кодують рРНК (16S, 23S, 4.5S, 5S), 
близько тридцяти генів, що кодують тРНК, гени фітосистем, rbcL-ген (кодує 
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велику субодиницю рибулозо-1,5-бісфосфаткарбоксилази/оксигенази) і більш 
ніж 50 генів, які кодують білки. Різниця у розмірах геномів хлоропластів 
пов'язана з наявністю пари великих (10-28 тпн) інвертованих повторів, що 
розмежовуються малою (SSC) та великою (LSC) однокопійними ділянками 
ДНК [32, 38, 52, 66, 74]. Значну кількість мутацій ідентифіковано в так зва-
них "гарячих точках", часто локалізованих поблизу SRC-районів. Наприклад, 
у Pseudotsuga menziensii такі точки відкриті у гіперваріабельних ділянках 
повторюваних послідовностей геному хлоропластів, переважно як результат 
часткової дуплікації генів тРНК. Мутації в "гарячих точках" – це основна від-
мінність консервативних послідовностей ДНК хлоропластів серед видів роду 
Pinus та видів Larix decidua, Larix leptolepis, Picea glauca, Pseudotsuga menzi-
ensii, Sequoia sempervirens, Calocedrus deccurens, Cryptomeria japonica. На ос-
нові послідовностей ДНК хлоропластів, особливо rbcL-генів, досліджуються 
філогенетичні зв'язки деревних видів, зокрема у родин Betulaceae, Salicaceae, 
Pinaceae, Cupresaceae, Taxodiaceae [10]. 

Загальна характеристика генетичної інформації мітохондрій. Ге-
номи мітохондрій вищих рослин складаються з кільцевих та лінійних моле-
кул ДНК різних розмірів (200 тпн – 2400 тпн.) [55, 64, 65]. Великий розмір ге-
ному мітохондрій зумовлений наявністю інтронів та повторюваних послідов-
ностей (великих та малих диспергованих повторів, що служать центрами го-
мологічної рекомбінації) [53, 54, 55], більшими розмірами генів, дуплікаці-
ями генів, більшою кількістю генів, процесами рекомбінації геному мітохон-
дрій з геномами хлоропластів або ядра [53, 54]. Гени мітохондрій кодують 
білки, задіяні до процесів транскрипції, трансляції, реплікації та рекомбінації 
свого геному, а також білки окисного фосфорилювання (atp-гени) та продук-
ти, які забезпечують цитоплазматичну стерильність у особин чоловічої статі 
(cms-гени) [44, 63]. 

мДНК еволюціонує набагато швидше, ніж ядерна, а мутації у ній від-
буваються майже у десять разів частіше. В результаті виникає широкий внут-
рішньовидовий поліморфізм, і істотні зміни виявляються навіть в межах кіль-
кох поколінь. Завдяки високій швидкості мутування поліморфізм центрів 
рестрикції стає дуже зручним параметром при популяційно-генетичних дос-
лідженнях рослин [24, 69]. 

Методи виділення сумарної ДНК деревних рослин 
Основоположними методами в чисельних молекулярно-біологічних 

підходах, що використовуються при вивченні рослинних організмів і які виз-
начають успіх досліджень, є методи виділення сумарної ДНК. Всі вони вклю-
чають чотири основні методичні етапи: відбір та зберігання рослинної фіто-
маси; руйнування рослинного матеріалу з подальшим вивільненням вмісту 
клітин; видалення усіх компонентів клітинних екстрактів за винятком ДНК; 
концентрування отриманих препаратів ДНК [11, 60]. 

Етап відбору рослинної фітомаси та її зберігання. Етап відбору 
рослинної фітомаси є надзвичайно важливим, оскільки впливає на легкість та 
ефективність виділення, а також концентрацію та чистоту водного розчину 
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виділеної сумарної ДНК. Залежно від подальшої експериментальної мети на 
цьому етапі необхідно враховувати: вік рослин, тип рослинної тканини, яку 
використовуватимуть у роботі, специфічні умови її росту (інтенсивність та 
спектр світла, тривалість світлового дня, кількість поживних речовин та во-
логи) [11, 70]. Вік, тип тканини та умови росту рослини впливають на її фіто-
масу та накопичення таких вторинних метаболітів як полісахариди, поліфе-
ноли, флавоноїди. Ці метаболіти за своїми хімічними властивостями часто 
подібні до нуклеїнових кислот, тому їх важко усунути з препаратів ДНК. 
Вторинні метаболіти та хімічні реагенти (солі, феноли), що залишаються в 
результаті процедури виділення сумарної ДНК, спричиняють непередбачува-
ні результати подальших експериментів: пригнічують ферментативні реакції 
(обернену транскрипцію, ПЛР, реакції рестрикційного аналізу), призводять 
до неточного мікроспектрофотометричного аналізу, до зміни електрофоре-
тичної рухливості молекул ДНК, до помилок дозування, пов'язаних із підви-
щеною в'язкістю препаратів ДНК, до деградації нуклеїнових кислот [70]. 

Етап відбору рослинної фітомаси найчастіше базується на виборі моло-
дих, здорових рослин, які часто, перед безпосереднім використанням в експе-
риментах, поміщають на один або два дні у темноту. Така процедура дозволяє 
запобігти накопиченню високого рівня вторинних метаболітів у тканинах рос-
лин. Для правильного відбору рослинної тканини необхідно враховувати її вік, 
плоїдність, кількість вакуолей, властивості клітинних стінок (наприклад кіль-
кість лігніну), рівень генетичної експресії. Переважно обирають молоді ткани-
ни, які складаються з великої кількості дрібних клітин і які, відповідно, міс-
тять більшу кількість молекул нуклеїнових кислот, а їхні клітинні стінки лег-
ше руйнуються. Крім цього, відповідний об'єм молодої тканини містить мен-
ше вторинних рослинних метаболітів порівняно зі старими тканинами. 

Рослинна фітомаса рідко використовується відразу після відбору, то-
му розроблені прості та ефективні методи її зберігання, які забезпечують ці-
лісність нуклеїнових кислот. Неправильне зберігання рослинних зразків 
призводить до деградації молекул ДНК. Розрізняють тимчасові та довготри-
валі методи зберігання рослинних зразків. До тимчасових методів належать 
зберігання при температурі +4 °С, в герметично закритих ємностях з метою 
запобігання дегідратації. Тривалість такого зберігання залежить від робочого 
матеріалу: листкові пластинки і видозмінені листкові пластинки (голки) – 
один день, бруньки та зразки великого розміру (гілки, корені) – кілька днів. 
Серед довготривалих методів зберігання розрізняють: 

• заморожування, коли цілі або розтерті зразки зберігаються при температурі –80 °С; 
• висушування, з використанням силікагелів, дегідраторів харчових продуктів, 
ліофілізаторів [19, 70]. Тривалість виготовлення таких зразків повинна скла-
дати менше, ніж 24 год з наступним зберіганням в герметичних умовах, в 
темноті, при кімнатній температурі; 

• зберігання розтертих зразків у буферах лізису, які розроблені відповідними 
комерційними фірмами. 
Етап руйнування рослинного матеріалу з подальшим вивільненням 

вмісту клітин. Етап руйнування рослинного матеріалу проводять з метою 
подальшого вивільнення рідкого вмісту клітин [60]. Недостатнє руйнування 
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зразків веде до неповного вивільнення і відповідно нижчої концентрації мо-
лекул ДНК у водному розчині. Розрізняють два основних підходи до руйну-
вання: фізичні, коли клітини рослинних зразків руйнуються тривалою меха-
нічною дією та біохімічні, коли лізис клітин здійснюється з використанням 
хімічних реагентів, які розщеплюють клітинні стінки і мембрани клітин та 
органел. Використання біохімічних методів для рослинних організмів є мало-
ефективним, частіше застосовують фізичні методи. До фізичних методів на-
лежить розтирання рослинного матеріалу з використанням ступки та товкача, 
гомогенізатора або млинка. 

Найбільш поширений метод руйнування полягає в розтиранні зразків 
рослинного матеріалу за присутності рідкого азоту з використанням ступки 
та товкача. Таким методом можна розтерти як велику, так і малу кількість 
рослинної фітомаси. Малий об'єм фітомаси часто розтирають, використову-
ючи модифіковане обладнання. Модифікація залежить від типу рослинної 
тканини і базується на руйнуванні з використанням скляного бруска, пласти-
кового товкачика або дерев'яної палички та мікроцентрифужної пробірки 
об'ємом 1,5-2 мл. Залежно від надходження рослинного зразка такі модифіка-
ції призводять до зниження концентрації ДНК в отриманих препаратах на 20-
80 %. Водночас такі підходи дозволяють уникнути перехресного забруднення 
зразків у серійних дослідах. 

Гомогенізатори – це спеціально розроблені відповідними фірмами при-
лади для руйнування м'яких свіжих тканин в присутності буферу лізису. Їх дія 
базується на обертанні ротора з дуже великою швидкістю, що спричиняє руйну-
вання тканин комбінуванням турбулентної та механічної дії. Такі гомогенізато-
ри не використовуються для руйнування твердих тканин (гілки, корені). 

Млинки – це прилади для руйнування м'яких та твердих тканин рос-
линного організму за допомогою вольфрамовокарбідних, сталевих або скля-
них кульок. Тканини руйнуються у присутності буферу лізису, якщо зразок 
свіжий, або у присутності рідкого азоту, якщо матеріал заморожений. Опти-
мальні параметри руйнування визначаються емпірично і залежать від розмі-
ру, типу кульок, швидкості їх обертання та моделі млинка, тривалості руйну-
вання і кількості вихідного матеріалу. Деякі млинки дозволяють розтерти до 
200 зразків протягом 2-4 хвилини. 

Етап видалення усіх компонентів клітинних екстрактів за винят-
ком ДНК. Основними компонентами розтертого рослинного матеріалу є 
зруйновані клітинні стінки, мембрани та рідкий вміст клітини. До таких зраз-
ків додають буфер екстрагування й усувають залишки клітинних стінок та 
мембран шляхом центрифугування. При цьому в клітинних екстрактах зали-
шаються в основному білки, РНК, ДНК та вуглеводи. Для усунення з такого 
екстракту усіх компонентів, за винятком ДНК, використовують дві принци-
пово різні методики: іонообмінну хроматографію на смолах; обробку клітин-
них екстрактів хімічними та біохімічними реагентами [45, 46, 60]. 

Використання іонообмінної хроматографії базується на принципі 
електростатичних взаємодій. Негативно заряджені молекули ДНК зв'язують-
ся з позитивно зарядженими поверхнями іонообмінних хроматографічних 
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смол (рис. 1). Цього можна досягти двома способами: додаванням смоли без-
посередньо до клітинних екстрактів (рис. 1а); додаванням клітинних екстрак-
тів до смоли, упакованої в хроматографічній колонці (рис. 1б). Нуклеїнові 
кислоти зв'язуються із смолою і залишаються у колонці, а сторонні компо-
ненти, що несуть позитивний або нейтральний заряд, проходять через колон-
ку. Однак необхідно зауважити, що додавання розчинів з високою концен-
трацією солей дестабілізує електростатичну взаємодію молекул нуклеїнових 
кислот та іонообмінної смоли. 

Розрізняють ряд методів виділення сумарної ДНК шляхом обробки 
клітинних екстрактів хімічними та біохімічними реагентами: СТАВ-метод 
[26, 45, 60, 67, 68]; метод Делапорта [11, 22]; метод Рауза [11]; центрифугу-
вання в градієнті хлористого цезію [11], їх модифікації та методи з викорис-
танням комерційних наборів реагентів. 

СТАВ-метод виділення сумарної ДНК з рослинних організмів ба-
зується на використанні детергенту броміду цетилтриметиламонію (ЦТМБ), 
який утворює нерозчинні комплекси з нуклеїновими кислотами (рис. 2). Такі 
комплекси осаджують центрифугуванням, при цьому в бюретці екстрагуван-
ня залишаються білки, вуглеводи та інші сторонні компоненти. Осад ресус-
пендують в 1М NaCl, що спричиняє дисоціацію комплексів нуклеїнова кис-
лота – ЦТМБ. Далі нуклеїнові кислоти осаджують етанолом, а РНК усувають 
обробкою рибонуклеазами (рис. 2) [26, 45, 60, 67, 68]. 

 
Рис. 2. Виділення сумарної ДНК рослин СТАВ-методом  
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Метод Делапорта виділення сумарної ДНК з рослинних організмів ба-
зується на проведенні таких операцій: розтиранні рослинних тканин у буфері 
лізису, що містить детергент додецилсульфат натрію; фільтруванні лізату; 
осадженні сторонніх компонентів екстракту (білків, вуглеводів та ін.) розчина-
ми з високою концентрацією солей; обробці рибонуклеазою водних розчинів 
ДНК з наступним переосадженням спиртом [11, 22]. Концентрація та чистота 
препаратів ДНК, виділених таким методом, є різною залежно від виду рослин. 

Метод Рауза полягає у механічному руйнуванні рослинних зразків з 
наступною інкубацією у буфері екстрагування, при температурі +90ºС протя-
гом 20 хв. [68]. Такий лізат використовують безпосередньо у подальших дос-
лідженнях. Препарати сумарної ДНК рослин, отримані за методом Рауза, час-
то непридатні для використання у чутливих реакціях. Вони містять сторонні 
компоненти, що пригнічують ряд ферментативних реакцій та часто призво-
дять до деградації ДНК. У зв'язку з цим даний метод в експериментальній ро-
боті використовується рідко. 

Табл. 2. Порівняльна характеристика методів виділення сумарної ДНК 
рослинних організмів 

Параметри 
Комер-
ційні на-
бори ре-
агентів 

СТАВ-метод Метод 
Делапорта 

Метод 
Рауза 

Центрифугу-
вання в гра-
дієнті хло-

ристого цезію

Зразки 
Рослинні 
клітини та 
тканини 

Рослинні 
клітини та 
тканини 

Свіжі 
рослинні 
тканини 

Рослинні 
клітини та 
тканини 

Рослинні 
тканини 

Використання 
методу для ве-
ликої кількості 
видів рослин 

так ні ні ні так 

Якість 
препаратів ДНК висока середня низька дуже 

низька висока 
Осадження ета-

нолом 
необов'яз-

кове обов'язкове обов'язкове необов'яз-
кове обов'язкове 

Час отримання 
24 зразків ДНК 

менше 
однієї 
години 

2-4 години, 
переосад-
ження про-
тягом ночі 

2-4 години, 
переосад-
ження про-
тягом ночі 

одна 
година 12 годин 

Зручність 
методу висока середня низька висока низька 

Методи збері-
гання зразків 

ДНК 
довготер-
мінові 

довготермі-
нові тимчасові свіжі 

зразки 
довготермі-

нові 
Результати вико-
ристання препа-
ратів ДНК у по-
дальшій роботі 

відмінні середні низькі дуже 
низькі відмінні 

Метод виділення сумарної ДНК рослинних організмів центрифугуван-
ням у градієнті хлористого цезію базується на механічному руйнуванні тка-
нин, їх екстрагуванні в буфері, що містить детергент, обробці екстракту про-
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теазами, осадженні нуклеїнових кислот ізопропанолом, центрифугуванні вод-
ного розчину очищеної сумарної ДНК у градієнті хлористого цезію в присут-
ності бромистого етидію [60]. Останній етап триває кілька десятків годин. 
Препарати ДНК, отримані вказаним методом, є високоочищеними та високо-
концентрованими. 

Методи виділення сумарної ДНК з рослинних організмів з викорис-
танням комерційних наборів реагентів базуються на двох основних підходах, 
наведених вище. Деякі набори реактивів забезпечують виділення сумарної 
ДНК із 192 зразків одночасно. Такі методи виділення є надзвичайно ефектив-
ними, оскільки дають змогу отримувати ДНК високої чистоти та концентра-
ції за невеликий проміжок часу. Однак, у зв'язку з дороговизною, їх доступ-
ність є обмеженою. 

Підсумовуючи сказане вище необхідно зазначити, що даний огляд 
розкриває суть методичних підходів до виділення сумарної ДНК з рослинних 
об'єктів. Їхні переваги та недоліки відображені у табл. 2. 
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УДК 630*181.28         Доц. Ю.М. Дебринюк, канд. с.-г. наук – УкрДЛТУ 

РІСТ І ПРОДУКТИВНІСТЬ PSEUDOTSUGA MENZIESII (MIRB.) 
FRANCO У ЛІСОВИХ КУЛЬТУРАХ УКРАЇНСЬКОГО 

РОЗТОЧЧЯ 
Розглянуто аспекти росту та особливості накопичення деревини в чистих і змі-

шаних насадженнях псевдотсуги Мензіса. Звернуто увагу на схеми і способи змішу-
вання, розміщення посадкових місць, сумісність зростання з іншими породами, пере-
вагу створення чистих деревостанів, вибір придатних для культивування провенієнцій. 

Doc. Yu.M. Debrinuk – USUFWT 
Growth and productivity of Pseudotsuga menziesii (Mirb.) Franco at forest 

cultures of Ukrainian Roztochya 
It is discussed the aspect of growth and wood mass accumulation peculiarities at pure 

and mixed stands of Douglas fir by age periods. It was analyzed such factors as even tree 
distribution of trees on plots; compatibility of mixed growth with other species; advantages 
of pure stands creation; selection of adapted provenancies for cultivation. At same time, it 
was studied such silvicultural aspects as schemes and methods of mixing, distribution of 
planting sites. 

За винятком Populus trichocarpa, жодна інша деревна порода океанічної 
зони хвойних лісів Північної Америки не має такого розтягнутого та екологічно 
диференційованого природного ареалу, як Pseudotsuga menziesi [27]. 

Псевдотсуга або дугласія, одна із найбільш поширених хвойних порід 
Канади і США [47], була описана двома відомими шотландськими вченими – 
Арчибальдом Мензієсом (1754-1842) та Девідом Дугласом (1799-1834), імена 
яких і відображені в новій і старій видовій назвах породи – Pseudotsuga men-
ziesii Mirb. Franco та P. douglasii Lindl. Трапляється також ще назва-синонім 
породи – P. taxifolia Lamb. Birtton. 

Як повідомляє H. Knüchel [38], природний ареал псевдотсуги Мензіса 
простягається в меридіальному напрямку від півночі Мексіки до Британської 
Колумбії, по тихоокеанському узбережжю доходить до Каліфорнії. Із заходу 
на схід простягається від о. Ванкувер до штату Альберта. На південному схо-
ді досягає західної частини Техасу за винятком штату Невади. 


