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A n no ta tion . PCR optimization fo r  ISSR primers is a key factor to obtain accurate and reproducible 

results fo r  gene mapping, studying the genetic structure o f  populations, plant passporting, 

phylogenetic analysis. Changing temperature conditions, the amount o f  amplification cycles and 

concentration o f  reaction mixture components is allowed to vary the number o f  bands obtained by this 

method. This article shows how to adjust the profile o f  DNA ISSR-fragments by PCR fo r  genus Stipa

L.
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Метод ISSR (Inter Simple Sequence Repeat) известен уже более 20 лет [1, 2]. Наряду с технологиями 

RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) [3], SSR (Simple Sequence Repeats) [4] и AFLP (Amplified 

Fragment Length Polymorphism) [5], ISSR позволяет анализировать полиморфизм генома. При этом 

маркеры, основанные на межмикросателлитных последовательностях, обладают рядом преимуществ -  

простота использования, низкая стоимость и небольшое количество исходного генетического материала 

для амплификации, а также более высокая воспроизводимость и специфичность [6, 7, 8].

Установлено, что все виды микросателлит (от моно до гексануклеотидных повторов) находятся в 

большом количестве в некодирующих областях растений, животных и других эукариотических 

организмов [9]. Это объясняет широкое применение метода ISSR для картирования геномов, изучения 

генетического состава популяций, паспортизации растений, а также в филогенетических исследованиях.

Праймеры ISSR состоят из коротких 2 -4  тандемных повторов, общей длиной 15-24 нуклеотида и 

одного селективного нуклеотида на 3’-конце [10], при этом температура отжига, зависящая от GC- 

состава, как правило, находится в пределах 45-65 °С.

Настоящая статья посвящена влиянию различных параметров полимеразной цепной реакции на 

специфичность и воспроизводимость амплификации на примере образца вида Stipa lessingiana Trin. et 

Rupr. рода Stipa L. (Poaceae).

Материалы и методы

В качестве объекта исследования был взят гербарный материал Stipa lessingiana 2014 года. 

Выделение геномной ДНК производилось согласно протоколу коммерческого набора DiamondDNA Plant 

Kit D. Выделенная ДНК растворялась в 100 мкл ТЕ-буфера. Концентрацию и качество выделенной ДНК
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X I I  М Е Ж Д У Н А Р О Д Н А Я  К О Н Ф Е Р Е Н Ц И Я  С Т У Д Е Н Т О В  И  М О Л О Д Ы Х  У Ч Е Н Ы Х  7 6 1

« П Е Р С П Е К Т И В Ы  Р А З В И Т И Я  Ф У Н Д А М Е Н Т А Л Ь Н Ы Х  Н А У К »  

о ц е н и в а л и ,  и с п о л ь з у я  с п е к т р о ф о т о м е т р и ч е с к о е  о т н о ш е н и е  п о г л о щ е н и я  с в е т а  п р и  д л и н а х  в о л н  2 3 0 ,  2 6 0  и  

2 8 0  н м  с  п о м о щ ь ю  с п е к т р о ф о т о м е т р а  P 3 3 0  ( Im p le n ,  Г е р м а н и я ) .

Д л я  а м п л и ф и к а ц и и  б ы л и  и с п о л ь з о в а н ы  т р и  I S S R  п р а й м е р а  -  M 2  ( ( А С ^ У в ) ,  Н В 1 4  ( ( C T C b G C )  и  

1 7 8 9 9 В  ( ( C А ) 6G G ) . П р и  о п т и м и з а ц и и  у с л о в и й  б ы л и  п р о т е с т и р о в а н ы  н е с к о л ь к о  п а р а м е т р о в  П Ц Р : 

к о л и ч е с т в о  ц и к л о в  (2 0 ,  2 5 ,  3 0 , 3 5 , 4 0 ) ,  т е м п е р а т у р а  о т ж и г а  п р а й м е р о в  ( о т  4 8  д о  5 8  °С , 8  в а р и а ц и й ) ,  а  

т а к ж е  к о м п о н е н т ы  р е а к ц и о н н о й  с м е с и :  Д Н К  ( к о л и ч е с т в о  о т  0 ,6 3  д о  2 0 0  н г  н а  р е а к ц и ю , 9  в а р и а ц и й ) ,  

M g C l2 ( к о н ц е н т р а ц и я  о т  1 ,5  м М  д о  8 ,5  м М , 8  в а р и а ц и й ) ,  п р а й м е р  (0 ,0 4  д о  5 ,3 3  м к М , 8  в а р и а ц и й ) ,  d N T P s  

( о т  0 ,0 2 5  д о  6 ,4  м М , 9  в а р и а ц и й ) ,  T a q - п о л и м е р а з а  ( о т  0 ,3 1  д о  2 ,5  е а ,  4  в а р и а ц и и ) .  Р е а к ц и я  б е з  Д Н К  б ы л а  

и с п о л ь з о в а н а  к а к  о т р и ц а т е л ь н ы й  к о н т р о л ь .  Д о с т о в е р н о с т ь  Д Н К - с п е к т р о в  п р о в е р я л а с ь  т р е х к р а т н о й  

п о с т а н о в к о й  П Ц Р .

Д л я  п о л и м е р а з н о й  ц е п н о й  р е а к ц и и  и с п о л ь з о в а л и с ь  р е а к т и в ы  ф и р м ы  T h e r m o  S c ie n t i f ic ,  о б щ и й  о б ъ е м  

г о т о в о й  р е а к ц и о н н о й  с м е с и  с о с т а в и л  15 м к л :  П Ц Р - б у ф е р  -  1 ,5  м к л  ( 1 0 х  с  K C l  и  15 м М  M g C b ) ;  d N T P s  -  

0 ,1 2  м к л  (2 5  м М ) ;  M g C b  -  0 ,6  м к л  (2 5  м М ) ;  T a q - п о л и м е р а з а  -  0 ,2 5  м к л  (5  е а /м к л ) ;  I S S R  п р а й м е р  -  1 м к л  

( 1 0  м М ) ;  d H 2O  -  9 ,5 3  м к л ;  о б р а з е ц  Д Н К  -  1 м к л  (1 0  н г ) .

П Ц Р  п р о в о д и л и  в  п р о г р а м м и р у е м о м  т е р м о ц и к л е р е  T h e r m a l  C y c le r  S 1 0 0 0  ( B io - R a d ,  С Ш А ). У с л о в и я  

а м п л и ф и к а ц и и :  п е р в и ч н а я  д е н а т у р а ц и я  Д Н К  -  3 м и н  п р и  9 5  °С , з а т е м  3 5  ц и к л о в ,  в к л ю ч а ю щ и х  т р и  э т а п а :  

3 0  с  п р и  9 5  °С , 3 0  с  п р и  5 0  °С , 1 м и н  п р и  7 2  °С ; ф и н а л ь н а я  д о с т р о й к а  ц е п е й  -  10  м и н  п р и  7 2  °С , з а т е м  

о х л а ж д е н и е  д о  4  °С .

Э л е к т р о ф о р е т и ч е с к о е  р а з д е л е н и е  п р о д у к т о в  П Ц Р  п р о в о д и л и  в  т е ч е н и е  3 ч а с о в  п р и  н а п р я ж е н и и  7 0  

В  с  п о м о щ ь ю  г о р и з о н т а л ь н ы х  к а м е р  S E -1  и  S E -2  ф и р м ы  H e l i c o n  в  1 ,5  % -м ,  1 ,9  % - м  и  2 ,2 5  % - м  а г а р о з н ы х  

г е л я х  с  д о б а в л е н и е м  б р о м и с т о г о  э т и д и я .  В  к а ч е с т в е  б у ф е р н о г о  р а с т в о р а  и с п о л ь з о в а л и  1 х  Т А Е . 

П о с л е д у ю щ а я  в и з у а л и з а ц и я  п р о х о д и л а  н а  с и с т е м е  г е л ь - д о к у м е н т и р о в а н и я  U n iv e r s a l  H o o d  I I  ( B io - R a d ,  

С Ш А ).

Результаты и обсуждение

Б ы л и  и с с л е д о в а н ы  н е с к о л ь к о  п а р а м е т р о в  п о л и м е р а з н о й  ц е п н о й  р е а к ц и и ,  с п о с о б н ы е  о к а з а т ь  

в л и я н и е  н а  в о с п р о и з в о д и м о с т ь  и  к а ч е с т в о  п р о ф и л я  I S S R - ф р а г м е н т о в  Д Н К . Д л я  в с е х  т р е х  п р а й м е р о в  

( M 2 , Н В 1 4  и  1 7 8 9 9 В )  у с т а н о в л е н о ,  ч т о  ч и с л о  и  ч е т к о с т ь  б э н д о в  л у ч ш е  в с е г о  р е г у л и р у е т с я  и з м е н е н и е м  

т е м п е р а т у р ы  о т ж и г а ,  а  т а к ж е  к о н ц е н т р а ц и я м и  T a q - п о л и м е р а з ы  и  M g C l2, в  т о  в р е м я  к а к  к о л и ч е с т в о  

и с х о д н о й  Д Н К - м а т р и ц ы  н а и м е н ь ш и м  о б р а з о м  с к а з ы в а е т с я  н а  с п е к т р е  П Ц Р - п р о д у к т о в .

П р и  в ы б о р е  о п т и м а л ь н о й  т е м п е р а т у р ы  о т ж и г а  с л е д у е т  у ч и т ы в а т ь ,  ч т о  п р и  н и з к о т е м п е р а т у р н о м  

о т ж и г е  у в е л и ч и в а е т с я  н е с п е ц и ф и ч н а я  а м п л и ф и к а ц и я ,  п р и в о д я щ а я  к  а р т е ф а к т н ы м  п о л о с а м  п р и  

в и з у а л и з а ц и и  [1 1 , 12 ].

П о л у ч е н н ы е  р е з у л ь т а т ы  д е м о н с т р и р у ю т ,  ч т о  в о с п р о и з в о д и м ы е  п р о ф и л и  I S S R - ф р а г м е н т о в  Д Н К  

м о г у т  б ы т ь  п о л у ч е н ы  в  ш и р о к о м  д и а п а з о н е  у с л о в и й  э к с п е р и м е н т а .  П р и  э т о м  л у ч ш и е  р е з у л ь т а т ы  

а м п л и ф и к а ц и и  б ы л и  п о л у ч е н ы  в  п р и с у т с т в и и  10  н г  г е н о м н о й  Д Н К ;  0 ,6 7  м к М  п р а й м е р а ;  2 ,5  м М  M g C l2; 

0 ,2  м М  d N T P s ;  1 ,2 5  е .а .  T a q - п о л и м е р а з ы ;  1 0 х  П Ц Р - б у ф е р а ,  к о л и ч е с т в е  ц и к л о в  -  3 0 , т е м п е р а т у р е  о т ж и г а  

д л я  в с е х  т р е х  п р а й м е р о в  -  5 0  °С . Н а и л у ч ш и е  р е з у л ь т а т ы  в и з у а л и з а ц и и  п о л у ч е н ы  п р и  п о с т а н о в к е  

э л е к т р о ф о р е з а  в  2 ,2 5 % - м  а г а р о з н о м  г е л е ,  п р и  э т о м  д и а п а з о н  п о л у ч е н н ы х  б э н д о в  с о с т а в и л  о т  2 0 0  д о  1 0 0 0  

п .н . в  з а в и с и м о с т и  о т  п р а й м е р а .
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