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Àïðîáèðîâàí ïðîòîêîë ïîëó÷åíèÿ ïîëíîðàçìåðíîé êÄÍÊ
íà îñíîâå íàáîðà SuperScript® Full-Length cDNA Lib-
rary Construction Kit II («Invitrogen», ÑØÀ) è ñîçäàíà
âûñîêîêà÷åñòâåííàÿ áèáëèîòåêà êÄÍÊ èç ìåðèñòå-
ìàòè÷åñêîé òêàíè ìåòåëêè ïàëü÷àòîãî ïðîñà (Ele-
usine coracana (L.) Gaertn). Ñðåäíèé òèòð ïîëó÷åííîé 
áèáëèîòåêè êÄÍÊ ñîñòàâèë 3,01·105 ÊÎÅ/ìë, ñðåäíÿÿ 
äëèíà âñòàâêè – îêîëî 1070 ïàð îñíîâàíèé, ñðåäíÿÿ ýô-
ôåêòèâíîñòü âñòðàèâàíèÿ êÄÍÊ ôðàãìåíòîâ – 99,5 %.
Ïðîâåäåíî âûáîðî÷íîå ñåêâåíèðîâàíèå êëîíîâ ñîçäàííîé
áèáëèîòåêè êÄÍÊ. Ïîñëåäîâàòåëüíîñòè êÄÍÊ êëî-
íîâ èäåíòèôèöèðîâàíû ñ ïîìîùüþ BLAST ïîèñêà. Ðå-
çóëüòàòû àíàëèçà áèáëèîòåêè êÄÍÊ è âûáîðî÷íîãî 
ñåêâåíèðîâàíèÿ ñâèäåòåëüñòâóþò î õîðîøåé ôóíêöèî-
íàëüíîñòè è ïîëíîðàçìåðíîñòè âñòàâîê êÄÍÊ êëîíîâ. 
Áèáëèîòåêà êÄÍÊ ìåðèñòåìû ìåòåëêè ïàëü÷àòîãî 
ïðîñà ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé õîðîøèé è íàäåæíûé èñ-
òî÷íèê âûäåëåíèÿ è èäåíòèôèêàöèè êëþ÷åâûõ ãåíîâ 
ìåòàáîëèçìà è ðàçâèòèÿ ìåðèñòåìû, à òàêæå ïî-
ëó÷åíèÿ íîâûõ ãåíåòè÷åñêèõ ìàðêåðîâ äëÿ ïðîâåäåíèÿ 
ãåíåòè÷åñêèõ èññëåäîâàíèé è ìîëåêóëÿðíîé ñåëåêöèè.

Êëþ÷åâûå ñëîâà: ïàëü÷àòîå ïðîñî, ìåðèñòåìà, áèáëèî-
òåêà êÄÍÊ, ñåêâåíèðîâàíèå ôðàãìåíòîâ êÄÍÊ.

Ââåäåíèå. Êëîíèðîâàíèå ïîïóëÿöèé ìÐÍÊ èç
ðàçëè÷íûõ òêàíåé ðàñòåíèé ÿâëÿåòñÿ ýôôåê-
òèâíûì ìåòîäîì èäåíòèôèêàöèè è õàðàêòåðèñ-
òèêè íîâûõ ãåíîâ, âîâëå÷åííûõ â ðåãóëÿöèþ 
ðàçëè÷íûõ áèîõèìè÷åñêèõ è ôèçèîëîãè÷åñêèõ 
ïðîöåññîâ. Äëÿ òîãî ÷òîáû ïðîâåñòè òêàíå-
ñïåöèôè÷åñêîå òðàíñêðèïöèîííîå ïðîôèëèðî-
âàíèå, íåîáõîäèìî èçîëèðîâàòü ìÐÍÊ èç îò-
äåëüíûõ òêàíåé. Íàëè÷èå áèáëèîòåêè êÄÍÊ 

çíà÷èòåëüíî îáëåã÷àåò ïðîöåññ èçîëèðîâàíèÿ è
èäåíòèôèêàöèè ãåíîâ. Êàê ïðàâèëî, áèáëèîòåêè
êÄÍÊ âêëþ÷àþò â ñåáÿ òîëüêî ÷àñòü ãåíåòè÷åñ-
êîé èíôîðìàöèè êëåòêè è îòîáðàæàþò òåêó-
ùèé òðàíñêðèïöèîííûé ñòàòóñ êëåòêè, òêàíè
èëè îðãàíèçìà â öåëîì. Ïîñëåäîâàòåëüíîñòè 
êÄÍÊ ïîëó÷àþò â ðåçóëüòàòå ðåàêöèè îáðàòíîé
òðàíñêðèïöèè íà ìàòðèöå ìÐÍÊ. Íåñìîòðÿ
íà ïðåèìóùåñòâà òàêîé ìåòîäèêè, îíà òàêæå
èìååò è íåäîñòàòêè. Èíîãäà ìîëåêóëû ñèíòå-
çèðîâàííîé êÄÍÊ ñîäåðæàò íå òîëüêî êîäè-
ðóþùèå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, íî è ôðàãìåíòû
íåêîäèðóþùåé ÄÍÊ èëè èíòðîíû. Ìîëåêóëû
êÄÍÊ èç-çà ïðåæäåâðåìåííîé îñòàíîâêè îá-
ðàòíîé òðàíñêðèïöèè ìîãóò ñîñòîÿòü èç íå-
ïîëíûõ êîäèðóþùèõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé [1]. 
Îò ñîâîêóïíîñòè âñåõ ïåðå÷èñëåííûõ ôàêòî-
ðîâ çàâèñèò êà÷åñòâî è ôóíêöèîíàëüíîñòü ñîç-
äàâàåìûõ áèáëèîòåê êÄÍÊ. Ïîýòîìó ÷åòêèé 
êîíòðîëü ïðîöåññà ñèíòåçà êÄÍÊ è àíàëèç 
êÄÍÊ òðàíñêðèïòîâ ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç ãëàâíûõ 
óñëîâèé ñîçäàíèÿ êà÷åñòâåííîé áèáëèîòåêè 
êÄÍÊ.

Âûáîðî÷íîå ñåêâåíèðîâàíèå ôðàãìåíòîâ 
êÄÍÊ ïîçâîëÿåò ïîëó÷èòü âàæíóþ èíôîðìà-
öèþ î ãåíåòè÷åñêîé ñîñòàâëÿþùåé âèäîâ, ÷åé 
ãåíîì åùå íå áûë ñåêâåíèðîâàí [2]. Ïîýòîìó
ñîçäàíèå âûñîêîêà÷åñòâåííûõ áèáëèîòåê êÄÍÊ
ñåëüñêîõîçÿéñòâåííûõ âèäîâ ðàñòåíèé ÿâëÿåò-
ñÿ âàæíûì íàïðàâëåíèåì ñîâðåìåííîé ìîëå-
êóëÿðíîé ãåíåòèêè è, ñîîòâåòñòâåííî, ãåíî-
ìèêè. Â ÷àñòíîñòè, îáúåêòàìè ãåíîìèêè ðàñ-
òåíèé âñå ÷àùå ñòàíîâÿòñÿ íåäîñòàòî÷íî èñ-
ïîëüçóåìûå òàê íàçûâàåìûå «ñèðîòñêèå» (or-

© Â. ÐÀÄ×ÓÊ, ß.Â. ÏÈÐÊÎ, Ñ.Â. ÈÑÀÅÍÊÎÂ, 
À.È. ÅÌÅÖ, ß.Á. ÁËÞÌ, 2014



ISSN 0564–3783. Öèòîëîãèÿ è ãåíåòèêà. 2014. Ò. 48. ¹ 54

Â. Ðàä÷óê, ß.Â. Ïèðêî, Ñ.Â. Èñàåíêîâ è äð.

phan) ñåëüñêîõîçÿéñòâåííûå êóëüòóðû, â òîì 
÷èñëå è ïàëü÷àòîå ïðîñî (Eleusine coracana (L.) 
Gaertn.) [3, 4]. 

Ïàëü÷àòîå ïðîñî (äàãóññà èëè ðàãè) ÿâëÿ-
åòñÿ òðàäèöèîííîé çåðíîâîé êóëüòóðîé â ñòðà-
íàõ Ñåâåðíîé Àôðèêè, Èíäèè è Àçèè [3, 5, 6]. 
Èç çåðíà äàãóññû ïîëó÷àþò ìóêó è äàæå ïðî-
èçâîäÿò ïèâî [5, 6]. Âîçäåëûâàíèå ïàëü÷àòîãî 
ïðîñà èìååò ðÿä ïåðñïåêòèâ è â êëèìàòè÷åñ-
êèõ óñëîâèÿõ Óêðàèíû, ïîñêîëüêó äàãóññà ÿâ-
ëÿåòñÿ íå òîëüêî öåííîé çåðíîâîé êóëüòóðîé, 
íî ìîæåò èñïîëüçîâàòüñÿ â êà÷åñòâå ïåðñïåê-
òèâíîãî ïðîäóöåíòà áèîìàññû äëÿ äàëüíåéøå-
ãî ïîëó÷åíèÿ ôóðàæà è áèîýòàíîëà [7, 8]. Â 
ñâÿçè ñ ýòèì óêðàèíñêèìè ñåëåêöèîíåðàìè ñîç-
äàíû íîâûå âûñîêîïðîäóêòèâíûå ñîðòà ïàëü-
÷àòîãî ïðîñà [9–11], â òîì ÷èñëå è ñ èñ-
ïîëüçîâàíèåì áèîòåõíîëîãè÷åñêèõ ïîäõîäîâ, 
áàçèðóþùèõñÿ íà ïîëó÷åíèè ñîìàêëîíàëüíûõ 
âàðèàíòîâ [10–13].

Ïàëü÷àòîå ïðîñî çàñóõîóñòîé÷èâî, íåòðåáî-
âàòåëüíî ê ïî÷âå, âûñîêîóðîæàéíî. Áîëåå òîãî, 
ýòî ðàñòåíèå îáëàäàåò óñòîé÷èâîñòüþ êî ìíîãèì 
âèäàì çàáîëåâàíèé è ôèòîïàòîãåíîâ, áëàãîäà-
ðÿ ÷åìó ïàëü÷àòîå ïðîñî ñòàíîâèòñÿ îáúåêòîì 
ïðèñòàëüíîãî âíèìàíèÿ âñå áîëåå øèðîêîãî 
êðóãà èññëåäîâàòåëåé. Ñëåäîâàòåëüíî, E. coraca-
na ÿâëÿåòñÿ ïåðñïåêòèâíûì èñòî÷íèêîì äëÿ
ïîèñêà è èçîëèðîâàíèÿ íîâûõ ãåíîâ, êîäèðóþ-
ùèõ âàæíûå ñåëüñêîõîçÿéñòâåííûå ïðèçíàêè, è
äëÿ èñïîëüçîâàíèÿ â ñåëåêöèîííîì ïðîöåññå ñ
ïðèâëå÷åíèåì ìåòîäîâ ìîëåêóëÿðíîé ãåíåòèêè,
à òàêæå óëó÷øåíèÿ äðóãèõ âèäîâ çëàêîâ ìå-
òîäàìè ãåíåòè÷åñêîé èíæåíåðèè. Ñ ïîìîùüþ 
äåãåíåðàòèâíûõ ïðàéìåðîâ óæå áûëî èçîëèðî-
âàíî èç äàãóññû íåñêîëüêî R-ãåíîâ, îïðåäå-
ëÿþùèõ óñòîé÷èâîñòü ê íåêîòîðûì ôèòîïàòî-
ãåíàì [14]. Èìåííî ïîýòîìó öåëüþ íàñòîÿùåãî
èññëåäîâàíèÿ áûëî ñîçäàíèå âûñîêîêà÷åñòâåí-
íîé áèáëèîòåêè êÄÍÊ èç ìåðèñòåìàòè÷åñêèõ 
òêàíåé ìåòåëêè ïàëü÷àòîãî ïðîñà íîâîãî âû-
ñîêîóðîæàéíîãî ñîðòà ßðîñëàâ-8 (ñîìàêëî-
íàëüíûé âàðèàíò SE7) äëÿ äàëüíåéøåãî èñïîëü-
çîâàíèÿ â ïîèñêå íîâûõ ïîëåçíûõ ãåíîâ è 
ãåíåòè÷åñêèõ ìàðêåðîâ [10, 15].

Ìàòåðèàëû è ìåòîäû. Ðàñòèòåëüíûé ìàòå-
ðèàë. Ðàñòåíèÿ ïàëü÷àòîãî ïðîñà ñîðòà ßðîñ-
ëàâ-8 âûðàùèâàëè â óñëîâèÿõ òåïëèöû, è äëÿ 
âûäåëåíèÿ ÐÍÊ îòáèðàëè ðàñòåíèÿ íà ðàííåé 
ñòàäèè ðàçâèòèÿ ìåòåëêè [15]. Äëÿ ýòîãî èç 

ðàçâèâàþùèõñÿ ìåòåëîê ïàëü÷àòîãî ïðîñà èçî-
ëèðîâàëè ó÷àñòêè ìåðèñòåìàòè÷åñêîé òêàíè.

Èçîëèðîâàíèå ÐÍÊ. Îêîëî 100 ìã ìåðèñòå-
ìàòè÷åñêîé òêàíè ðàçâèâàþùèõñÿ ìåòåëîê èç-
ìåëü÷àëè â æèäêîì àçîòå â êåðàìè÷åñêîé ñòóï-
êå ñ ïîìîùüþ ïåñòèêà, äîáàâëÿëè 1 ìë TRIzol
(«Invitrogen», ÑØÀ), ïîäîãðåòîãî äî 60 ºC, è
èíêóáèðîâàëè íà ïðîòÿæåíèè 5 ìèí. Ïîñëå
ýòîãî îáðàçöû öåíòðèôóãèðîâàëè â òå÷åíèå
10 ìèí ïðè 10 000 g è 4 ºC. Ñóïåðíàòàíò ïå-
ðåíîñèëè â íîâóþ ìèêðîöåíòðèôóæíóþ ïðî-
áèðêó, ïåðåìåøèâàëè ñ 0,2 ìë õëîðîôîðìà
â òå÷åíèå 2 ìèí è öåíòðèôóãèðîâàëè 10 ìèí 
ïðè 10 000 g è 4 ºC. Ïîñëå öåíòðèôóãèðîâàíèÿ 
âîäíóþ ôàçó ïåðåíîñèëè â íîâûå ìèêðî-
öåíòèôóæíûå ïðîáèðêè, ïåðåìåøèâàëè ñ 0,6
îáúåìàìè èçîïðîïàíîëà, èíêóáèðîâàëè 10 ìèí
 ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå è öåíòðèôóãèðî-
âàëè â òå÷åíèå 10 ìèí ïðè 10 000 g è 4 ºC. 
Îñàäîê ïðîìûâàëè õîëîäíûì ðàñòâîðîì 70%-
íîãî ýòàíîëà è ðàñòâîðÿëè â 100 ìêë ñòå-
ðèëüíîé äèñòèëëèðîâàííîé âîäû. Èçîëèðîâàí-
íóþ òîòàëüíóþ ÐÍÊ îáðàáàòûâàëè ÄÍÊàçîé 
(«Qiagen», Ãåðìàíèÿ), î÷èùàëè ñ ïîìîùüþ 
íàáîðà äëÿ âûäåëåíèÿ ÐÍÊ (RNeasy plant mini
kit) («Qiagen», Ãåðìàíèÿ) â ñîîòâåòñòâèè ñ èíñ-
òðóêöèÿìè ïðîèçâîäèòåëÿ. Êà÷åñòâî âûäåëåí-
íîé ÐÍÊ ïðîâåðÿëè ñ ïîìîùüþ ýëåêòðîôî-
ðåçà â äåíàòóðèðóþùåì àãàðîçíîì ãåëå. Êî-
ëè÷åñòâî ÐÍÊ îïðåäåëÿëè ñïåêòðîôîòîìåòðè-
÷åñêè [16].

Ñèíòåç îäíîöåïî÷å÷íîé êÄÍÊ ïðîâîäèëè ñ 
ïîìîùüþ îáðàòíîé òðàíñêðèïòàçû SuperScript® 
III («Invitrogen», ÑØÀ). Ê 10 ìêã ÐÍÊ äî-
áàâëÿëè ñíà÷àëà âîäó, îáðàáîòàííóþ äèýòèë-
ïèðîêàðáîíàòîì (ÄÝÏÊ), äî îáúåìà 25,5 ìêë,
à çàòåì 2 ìêë 3 -ïðàéìåðà (1,5 ìêã/ìêë) (5 -
áèîòèí-GGGGACAACTTTGTACAAGAAAG-
TTGGG(T)22VN-3 ), ñîäåðæàùåãî ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòü attB2. Â äàëüíåéøåì ñìåñü èíêóáè-
ðîâàëè íà ïðîòÿæåíèè 7 ìèí ïðè òåìïåðàòóðå 
70 ºC. Ïîñëå ïîíèæåíèÿ òåìïåðàòóðû äî 45 ºC
(êàæäûé øàã – 0,1 ºC) ñ ïîìîùüþ ÏÖÐ-ìàøè-
íû ê ñìåñè ïðàéìåðà è ÐÍÊ äîáàâëÿëè 10 ìêë 
5 × First Strand Buffer, 5 ìêë 0,1 M ÄÒÒ, 2,5 ìêë 
10 ìM äÍÒÔ, 5 ìêë îáðàòíîé òðàíñêðèïòàçû 
SuperScript® III (200 åä./ìêë), ïðåäâàðèòåëüíî 
îõëàæäåííîé íà ëüäó, à çàòåì òåðìîñòàòèðî-
âàííîé ïðè 45 ºC â òå÷åíèå 2 ìèí. Ðåàêöèþ 
ñèíòåçà îäíîöåïî÷å÷íîé êÄÍÊ ïðîâîäèëè ïó-
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òåì òåðìîñòàòèðîâàíèÿ ïðè ñëåäóþùåì ðåæèìå: 
45 ºC – 20 ìèí, 50 ºC – 30 ìèí, 55 ºC – 30 ìèí. 
Ïîñëå çàâåðøåíèÿ ðåàêöèè ñèíòåçà êÄÍÊ ê 
ðåàêöèîííîé ñìåñè äîáàâëÿëè 1 ìêë ãëèêîãåíà 
(20 ìêã/ìêë), 25 ìêë 7,5 M NH4OAc è 187 ìêë 
100%-íîãî ýòàíîëà. Ðàñòâîð îñòàâëÿëè íà 1 ÷ 
ïðè –80 ºC, à â äàëüíåéøåì åãî öåíòðèôóãèðî-
âàëè 30 ìèí ïðè 16 000 g è 4 ºC. Îñàäîê äâàæäû 
ïåðåîñàæäàëè ïðè 16 000 g (4 ºC) â 70%-íîì 
ðàñòâîðå ýòàíîëà â òå÷åíèå 2 ìèí. Âûñóøåííûé 
íà ïðîòÿæåíèè 10–15 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåì-
ïåðàòóðå îñàäîê ðàñòâîðÿëè â 179 ìêë âîäû, îá-
ðàáîòàííîé ÄÝÏÊ, òùàòåëüíî ïåðåìåøèâàëè 
ïèïåòêîé è öåíòðèôóãèðîâàëè â òå÷åíèå 2 ñ 
äëÿ îñàæäåíèÿ êàïåëü ðàñòâîðà.

Îòáîð ïîëíîðàçìåðíîé êÄÍÊ è ëèãèðîâà-
íèå àäàïòåðîâ. Äëÿ ðàçðóøåíèÿ ÐÍÊ-ÄÍÊ ãèá-
ðèäîâ ðàñòâîð ñèíòåçèðîâàííîé îäíîöåïî-
÷å÷íîé êÄÍÊ 30 ìèí îáðàáàòûâàëè ÐÍÊàçîé 
I (100 åä./ìêë) ïðè 37 ºC. Î÷èñòêó êÄÍÊ îò 
ÐÍÊàçû I ïðîâîäèëè, ñìåøèâàÿ 200 ìêë ñìåñè
ôåíîë : õëîðîôîðì : èçîàìèëîâûé ñïèðò (25:
24:1) è ðåàêöèîííîé ñìåñè ñ ÐÍÊàçîé I, çàòåì 
èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 20 ìèí. Âïîñëåäñòâèè 
ïîëó÷åííóþ ñìåñü öåíòðèôóãèðîâàëè íà ïðî-
òÿæåíèè 5 ìèí ïðè 16 000 g. Âîäíóþ ôàçó 
îòáèðàëè â íîâóþ ìèêðîöåíòðèôóæíóþ ïðî-
áèðêó è äîáàâëÿëè 1 ìêë ãëèêîãåíà (20 ìêã/ìêë),
90 ìêë 7,5 M NH4OAc è 675 ìêë 100%-íîãî ýòà-
íîëà äëÿ äàëüíåéøåãî ïåðåîñàæäåíèÿ êÄÍÊ. 
Ïðîáèðêè ñî ñìåñüþ èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 
1 ÷ ïðè –80 ºC è öåíòðèôóãèðîâàëè 30 ìèí ïðè 
4 ºC. Îñàäîê äâàæäû öåíòðèôóãèðîâàëè â òå÷å-
íèå 2 ìèí ïðè 4 ºC â 150 ìêë ðàñòâîðà 70%-íîãî 
ýòàíîëà. Îñàäîê, âûñóøåííûé íà ïðîòÿæåíèè 
10 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå, ðàñòâîðÿëè 
â 300 ìêë TEN-áóôåðà («Invitrogen», ÑØÀ) è 
îñòàâëÿëè äëÿ èíêóáèðîâàíèÿ íà ëüäó.

Ïîëíîðàçìåðíûå êÄÍÊ îòáèðàëè ñ ïîìî-
ùüþ àíòèòåë ê êýï-ñòðóêòóðå êÄÍÊ. Ïîäãîòîâ-
ëåííûå ìàãíèòíûå ìèêðîñôåðû ñ êýï-àíòè-
òåëàìè ñìåøèâàëè ñ ðàñòâîðîì êÄÍÊ è èíêó-
áèðîâàëè ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå â òå÷åíèå 
1 ÷. Ðàñòâîð êýï-ìèêðîñôåð è êÄÍÊ äâàæäû 
ïðîìûâàëè ñ ïîìîùüþ ìàãíèòíîãî ðàçäåëè-
òåëÿ ÷àñòèö Magna-Sep™ («Invitrogen», ÑØÀ), 
êàæäûé ðàç óäàëÿÿ ñóïåðíàòàíò è ðåñóñïåíäè-
ðóÿ îñàäîê â 300 ìêë íîâîãî TEN-áóôåðà. 

Â äàëüíåéøåì â ïðîáèðêè äîáàâëÿëè 100 ìêë
1 M Tðèñ-HCl (pH 7,0) è ïîìåùàëè â ìàãíèò-

íûé ðàçäåëèòåëü ÷àñòèö Magna-Sep™ íà 1 ìèí,
÷òîáû óäàëèòü ñóïåðíàòàíò, ïîñëå ÷åãî ê îñàä-
êó äîáàâëÿëè 100 ìêë 50 ìÌ NaOH è èí-
êóáèðîâàëè 10 ìèí ïðè 37 °C. Ýëþèðîâàëè 
êÄÍÊ ñ ïîìîùüþ èíêóáàöèè íà ìàãíèòíîì 
ðàçäåëèòåëå ÷àñòèö Magna-Sep™ â òå÷åíèå 
1 ìèí è ïîñëåäóþùåãî îòáîðà ñóïåðíàòàíòà â 
çàðàíåå ïðèãîòîâëåííóþ ïðîáèðêó ñî 100 ìêë 
1 M Tris-HCl (pH 7,0) äëÿ íåéòðàëèçàöèè 
NaOH. Ýëþöèþ ïîâòîðÿëè òðèæäû. Îáùèé 
îáúåì ñîáðàííîé êÄÍÊ ñîñòàâèë 400 ìêë. 

Ïîñëåäóþùóþ î÷èñòêó êÄÍÊ ïðîâîäèëè íà 
êîëîíêå Spin Column, êîòîðóþ ïðåäâàðèòåëüíî 
ïîìåùàëè â ïðîáèðêó îáúåìîì 2 ìë. Êîëîíêó 
öåíòðèôóãèðîâàëè ïðè 8100 g â òå÷åíèå 1 ìèí.
Êîëîíêó ïðîìûâàëè äâàæäû 400 ìêë ïðîìû-
âî÷íîãî áóôåðà, öåíòðèôóãèðóÿ â òå÷åíèå 1 ìèí
ïðè 8100 g è âòîðè÷íî ïðè 16 000 g. Êîëîíêó
ïîìåùàëè â íîâóþ ìèêðîöåíòðèôóæíóþ ïðî-
áèðêó, äîáàâëÿëè ïî öåíòðó êîëîíêè 12 ìêë 
äèñòèëëèðîâàííîé âîäû, îáðàáîòàííîé ÄÝÏÊ, è
èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 1 ìèí. Çàòåì êîëîíêó 
öåíòðèôóãèðîâàëè 1 ìèí ïðè 16 000 g. Ïðî-
öåññ ýëþöèè êýïèðîâàííîé êÄÍÊ ïîâòîðÿëè 
åùå îäèí ðàç. Î÷èùåííóþ êÄÍÊ ñøèâàëè ñ 
5 -AttB1 àäàïòåðîì ïðàéìåðîâ. Äëÿ ïðîâåäåíèÿ 
ýòîé ðåàêöèè ê 22 ìêë î÷èùåííîé êÄÍÊ 
äîáàâëÿëè 10 ìêë 5 × Adapter Buffer, 5 ìêë 
5 -Adapter Mix (0,5 ìêã/ìêë), 8 ìêë 0,1 Ì ÄÒÒ, 
5 ìêë Ò4 ÄÍÊ-ëèãàçû (1 åä./ìêë) è èíêóáèðî-
âàëè 24 ÷ ïðè 16 ºC. Ñâÿçàâøóþñÿ ñ 5 -àäàï-
òåðîì êÄÍÊ î÷èùàëè ïðè ïîìîùè êîëîíîê
äëÿ î÷èñòêè, ïðåäâàðèòåëüíî îòöåíòðèôóãèðî-
âàííûõ 1 ìèí ïðè 10 000 g. Ê ðåàêöèîííîé 
ñìåñè äîáàâëÿëè 50 ìêë ñâÿçûâàþùåãî áóôåðà 
è 50 ìêë 100%-íîãî ýòàíîëà. Ïðèãîòîâëåííóþ 
ñìåñü íàíîñèëè íà êîëîíêè äëÿ î÷èñòêè è 
öåíòèôóãèðîâàëè â òå÷åíèå 1 ìèí ïðè 8100 g. 
Æèäêîñòü, ïðîøåäøóþ ÷åðåç êîëîíêó, óäàëÿëè 
è íàíîñèëè íà êîëîíêó 200 ìêë ïðîìûâî÷íîãî 
áóôåðà. Êîëîíêè öåíòðèôóãèðîâàëè 1 ìèí ïðè 
16 000 g. Ïîñëå ïðîìûâêè êîëîíîê èõ ïåðåíî-
ñèëè â íîâûå ìèêðîöåíòðèôóæíûå ïðîáèðêè 
(1,5 ìë). Ïîñëå íàíåñåíèÿ 40 ìêë âîäû, îáðà-
áîòàííîé ÄÝÏÊ, è èíêóáèðîâàíèÿ â òå÷åíèå 
1 ìèí êîëîíêè öåíòðèôóãèðîâàëè 1 ìèí ïðè 
16 000 g. Ýòó ïðîöåäóðó ïîâòîðÿëè åùå îäèí ðàç.

Ñèíòåç è îòáîð ôðàãìåíòîâ äâóõöåïî÷å÷íîé 
êÄÍÊ è èõ êëîíèðîâàíèå â âåêòîð pDONR™ 222. 
Äëÿ ñèíòåçà êîìïëåìåíòàðíîé öåïè êÄÍÊ ê 
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79 ìêë êÄÍÊ c 5 -àäàïòåðîì äîáàâëÿëè 10 ìêë 
10 × High Fidelity PCR áóôåðà, 4 ìêë 10 ìM 
äÍÒÔ, 5 ìêë 50 ìM MgSO4, 1 ìêë 5 -ïðàéìå-
ðà (100 íã/ìêë), êîìïëåìåíòàðíîãî 5 -attB1, 
1 ìêë Platinum® Taq ÄÍÊ-ïîëèìåðàçû (Taq 
DNA Polymerase High Fidelity, «Invitrogen», 
ÑØÀ). Ñìåñü õîðîøî ïåðåìåøèâàëè è ñòàâèëè 
â ìàøèíó äëÿ ÏÖÐ ñî ñëåäóþùåé ïðîãðàì-
ìîé: 20 ìèí ïðè 68 ºC, 20 ìèí ïðè 72 ºC, çàòåì 
îõëàæäàëè äî 4 ºC. Ïîñëå ýòîãî êÄÍÊ ðàçäå-
ëÿëè ñ ïîìîùüþ õðîìàòîãðàôè÷åñêèõ êîëîíîê, 
çàïîëíåííûõ 1 ìë ñåôàêðèëà (Sephacryl® S-500
HR, «Invitrogen», ÑØÀ). Ïåðâóþ ôðàêöèþ ýëþ-
àòà ñîáèðàëè â ïðèãîòîâëåííóþ ïðîáèðêó. Çàòåì 
íà êîëîíêó íàíîñèëè ñëåäóþùèå 100 ìêë TEN
áóôåðà. Ýëþàò ñîáèðàëè â òó æå ñàìóþ ïðî-
áèðêó. Ïðè íàíåñåíèè ñëåäóþùèõ 240 ìêë 
TEN áóôåðà ýëþàò ñîáèðàëè â ñëåäóþùóþ 
ïðîáèðêó. Ïîñëåäíþþ ôðàêöèþ ôðàãìåíòîâ 
êÄÍÊ ñìûâàëè â òðåòüþ ïðîáèðêó ñ ïîìîùüþ 
íàíåñåíèÿ 80 ìêë TEN áóôåðà. Â èäåàëå, âî 
âòîðóþ ïðîáèðêó ñîáèðàþò íàèáîëåå äëèííûå 
ôðàãìåíòû êÄÍÊ (>500 ï.í.), ïîýòîìó êÄÍÊ 
èç ýòîé ïðîáèðêè ïåðåîñàæäàëè è ðàñòâîðÿëè â
7 ìêë TEN áóôåðà (âûõîä êÄÍÊ 325 íã). Ïåð-
âóþ è òðåòüþ ïðîáèðêè ñîõðàíÿëè ïðè –20 ºC 
â êà÷åñòâå ðåçåðâà. Ðåàêöèþ ðåêîìáèíàöèè 
êÄÍÊ ñ äîíîðíûì âåêòîðîì ïðîâîäèëè â ñî-
îòâåòñòâèè ñ ðåêîìåíäàöèÿìè ïðîèçâîäèòåëÿ 
(«Invitrogen», ÑØÀ). Ïîëó÷åííàÿ attB-ôëàí-
êèðîâàííàÿ êÄÍÊ áûëà âñòàâëåíà â âåêòîð 
pDONR™222 ñ ïîìîùüþ BP Clonase® II («In-

vitrogen», ÑØÀ). Ïîñëå èíêóáàöèè â òå÷åíèå 
20 ÷ ïðè 25 ºC ðåàêöèþ îñòàíàâëèâàëè ïóòåì 
èíàêòèâàöèè BP êëîíàçû, äîáàâëÿÿ ïðîòåèíà-
çó Ê («Invitrogen», ÑØÀ) ñ ïîñëåäóþùèì èí-
êóáèðîâàíèåì 10 ìèí ïðè 37 ºC. Ðåàêöèîííóþ 
ñìåñü îñàæäàëè 98%-íûì ýòàíîëîì è ðàñòâî-
ðÿëè â 10 ìêë âîäû, îáðàáîòàííîé ÄÝÏÊ. 

Òðàíñôîðìàöèÿ êîìïåòåíòíûõ êëåòîê E. co-
li ïëàçìèäíîé ÄÍÊ è óñòàíîâëåíèå ñðåäíåãî òè-
òðà áèáëèîòåêè. Òðàíñôîðìàöèþ êîìïåòåíò-
íûõ êëåòîê E. coli ElectroMAX™ DH10B™ («In-
vitrogen», ÑØÀ) (F-mcrA (mrr-hsdRMS-mcrBC) 
80lacZ M15 lacX74 recA1 endA1 ara 139 
(ara, leu)7697 galU galK -rpsL nupG tonA) 

îñóùåñòâëÿëè ñ ïîìîùüþ ýëåêòðîïîðàöèè, äî-
áàâëÿÿ ê 50 ìêë êîìïåòåíòíûõ êëåòîê 2,5 ìêë
ïëàçìèäíîé ÄÍÊ. Ýëåêòðîïîðàöèþ ïðîâîäè-
ëè ïðè 2,2 êÂ, 200 Îì, 25 ìêÔ ñ ïîìîùüþ 
ýëåêòðîïîðàòîðà BioRad Gene Pulser® II 
(«BioRad», ÑØÀ). Â äàëüíåéøåì êëåòêè èí-
êóáèðîâàëè, èíòåíñèâíî ïåðåìåøèâàÿ íà øåé-
êåðå (250 îá./ìèí) â òå÷åíèå 1 ÷ ïðè òåìïå-
ðàòóðå 37 ºC. Äëÿ äàëüíåéøåãî õðàíåíèÿ áèá-
ëèîòåêè êÄÍÊ â êåëüâèíàòîðå ïðè –80 ºC ê 
êàæäîé ïðîáèðêå ñ êîìïåòåíòíûìè êëåòêàìè 
äîáàâëÿëè ðàâíûé îáúåì 40%-íîãî ãëèöåðèíà 
â ñðåäå SOC. Èç ïðîáèðîê ñ êÄÍÊ êëîíàìè 
è ïëàçìèäîé pUC19 (êîíòðîëü) îòáèðàëè ïî 
100 ìêë ñìåñè äëÿ ïðèãîòîâëåíèÿ ñåðèé èç 
ðàçâåäåíèé è îïðåäåëåíèÿ òèòðà áèáëèîòåêè. 

Òèòð áèáëèîòåêè êÄÍÊ îïðåäåëÿëè ñ ïî-
ìîùüþ äâóêðàòíîãî âûñåâà 100 ìêë êàæäîé èç 
àëèêâîò ñ ðàçâåäåíèÿìè (10–2, 10–3, 10–4) îòîá-
ðàííîé ñìåñè E. ñoli ñ ïëàçìèäíûìè êëîíàìè 
êÄÍÊ èëè pUC19 (10–2) íà ÷àøêè Ïåòðè ñ ËÁ
àãàðîì, ñîäåðæàùèì êàíàìèöèí (50 ìêã/ìë)
äëÿ êëîíîâ â ïëàçìèäå pDONR™222 èëè àì-
ïèöèëëèí (100 ìêã/ìë) äëÿ êëîíîâ â ïëàçìèäå 
pUC19. Çàòåì ïîäñ÷èòûâàëè êîëè÷åñòâî êîëî-
íèé íà ÷àøêàõ ñ ðàçëè÷íûìè ðàçâåäåíèÿìè è 
îïðåäåëÿëè ñðåäíèé òèòð áèáëèîòåêè êÄÍÊ [16]. 

Èç ñëó÷àéíûõ êîëîíèé E. ñoli áèáëèîòåêè 
êÄÍÊ âûäåëÿëè ïëàçìèäíóþ ÄÍÊ [16]. Ïîñ-
ëå äîïîëíèòåëüíîé î÷èñòêè ïëàçìèäíîé ÄÍÊ
÷àñòü êëîíîâ ñåêâåíèðîâàëè ñ ïîìîùüþ ñòàí-
äàðòíûõ Ì13 ïðàéìåðîâ. Ñðåäíþþ âåëè÷èíó 
âñòàâêè áèáëèîòåêè êÄÍÊ â ïëàçìèäå îïðå-
äåëÿëè ðåàêöèåé ðåñòðèêöèè ôåðìåíòîì BsrG I.

Ðåçóëüòàòû èññëåäîâàíèé è èõ îáñóæäåíèå. Äëÿ 
ïîëó÷åíèÿ êÄÍÊ äîñòàòî÷íî 5–10 ìêã âûñîêî-

Ðèñ. 1. Ýëåêòðîôîðå-
ãðàììà ÐÍÊ (ñëåâà), âû-
äåëåííîé èç ìåðèñòåì
ìåòåëîê ïàëü÷àòîãî ïðî-
ñà. Ñïðàâà – ìîëåêó-
ëÿðíûé ÐÍÊ ìàðêåð (â
òûñÿ÷àõ ïàð îñíîâàíèé, 
òïí)
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Ðèñ. 2. Ñõåìà ñèíòåçà è îòáîðà êÄÍÊ äëÿ äàëüíåéøåãî êëîíèðîâàíèÿ â pDONR™ 222 
(«Invitrogen», ÑØÀ). Ïîëîñîé, îêðàøåííîé â áåëûé öâåò, îáîçíà÷åíà ìÐÍÊ, â ÷åðíûé – 
êÄÍÊ 

Ðèñ. 3. Îöåíêà ýôôåêòèâíîñòè ðåêîìáèíàöèè è îïðåäåëåíèå ñðåäíåãî ðàçìåðà âñòàâêè: 
1–18 – êëîíû, èç êîòîðûõ âûäåëÿëè ïëàçìèäíóþ ÄÍÊ è îáðàáàòûâàëè ðåñòðèêòàçîé BsrG I; 
Ì – ìîëåêóëÿðíûé ìàðêåð 

Îñîáåííîñòè ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé, ïîëó÷åííûõ ïðè ñåêâåíèðîâàíèè, è ðåçóëüòàòû BLAST ï îèñêà

Ñõîäñòâî Score Çíà÷åíèå Íîìåð â áàçå äàííûõ

Êàòåïñèí Á (Setaria italica)
1-äåçîêñè-Ä-êñèëîçû-5-ôîñôàòðåäóêòîèçîìå-
ðàçà (Setaria italica)
2-äåçîêñè-Ä-êñèëîçû-5-ôîñôàòðåäóêòîèçîìå-
ðàçà (Setaria italica)
40S ðèáîñîìàëüíûé áåëîê S3 (Setaria italica) 
Óðèêàçà (Triticum urartu)

426
288

287

459
412

1e-146
8e-83

2e-92

5e-162
5e-143

XP_004978407.1|
XP_004967950.1

XP_004967950.1

XP_004972758.1
EMS57616.1
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êà÷åñòâåííîé ÐÍÊ, ïîñêîëüêó èç òàêîãî êî-
ëè÷åñòâà ÐÍÊ ìîæíî ïîëó÷èòü 106–107 êëî-
íîâ E. coli. Ïîýòîìó âûäåëåíèå òîòàëüíîé ÐÍÊ 
îñóùåñòâëÿëè ñ èñïîëüçîâàíèåì TRIzol. Â äàëü-
íåéøåì ñîáëþäåíèå ýòèõ óñëîâèé ãàðàíòèðó-
åò ïîëó÷åíèå âûñîêîêà÷åñòâåííîé áèáëèîòåêè 
êÄÍÊ. Äëÿ òîãî ÷òîáû èçáåæàòü çàãðÿçíåíèÿ 
ÄÍÊ, êîòîðàÿ ìîæåò òàêæå âñòðàèâàòüñÿ â êëîíè-
ðóåìûé âåêòîð è çàãðÿçíÿòü áèáëèîòåêó êÄÍÊ, 
âûäåëåííóþ ÐÍÊ äîïîëíèòåëüíî îáðàáàòûâà-
ëè ÄÍÊàçîé, à çàòåì î÷èùàëè îò ôåðìåíòà íà 
ñïåöèàëüíûõ êîëîíêàõ. Êà÷åñòâî ïîëó÷åííîé 
ÐÍÊ ïðîâåðÿëè â 1%-íîì äåíàòóðèðóþùåì àãà-
ðîçíîì ãåëå (ðèñ. 1), à çàòåì èñïîëüçîâàëè äëÿ 
ñèíòåçà áèáëèîòåêè êÄÍÊ.

Áèáëèîòåêà êÄÍÊ ñîçäàíà íà áàçå íàáîðà 
SuperScript® Full-Length cDNA Library Const-
ruction Kit II (Invitrogen) (ñõåìà ñîçäàíèÿ áèá-
ëèîòåêè èçîáðàæåíà íà ðèñ. 2). Ñèíòåç îäíî-
öåïî÷å÷íîé êÄÍÊ ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ ñïå-
öèàëüíîãî áèîòèíèëèðîâàííîãî ïîëèòèìèäè-
íîâîãî ïðàéìåðà (attB2-dT22VN). Áèîòèíèëè-
ðîâàíèå ïðàéìåðà ñïîñîáñòâóåò áëîêèðîâàíèþ 
ëèãèðîâàíèÿ òóïûìè êîíöàìè 5 -àäàïòåðîâ ê 
5 -êîíöó îäíîöåïî÷å÷íîé êÄÍÊ â ïðîöåññå 
ëèãèðîâàíèÿ àäàïòåðîâ. Â ñîñòàâ 3 -ïîëèòèìè-
äèíîâîãî (attB2-dT22VN) ïðàéìåðà òàêæå âõî-
äèò attB2 ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êîòîðàÿ îòâå÷àåò
çà ðåàêöèþ ðåêîìáèíàöèè. Ïðèìåíåíèå ñïåöè-
àëüíûõ àíòèòåë ïðîòèâ 5 -êýïîâ ìÐÍÊ ïîçâî-
ëÿåò îòáèðàòü ïîëíîðàçìåðíûå êÄÍÊ ïîñëå-
äîâàòåëüíîñòè, ïîñêîëüêó òîëüêî â íèõ ïðè-
ñóòñòâóåò ñèãíàëüíàÿ êýï-ñòðóêòóðà äëÿ ñòàðòà
òðàíñêðèïöèè. Òàêèì îáðàçîì, èñïîëüçîâàíèå 
òàêîé òåõíîëîãèè îáåñïå÷èâàåò îòáîð ïîëíî-
ðàçìåðíûõ è ôóíêöèîíàëüíûõ ïîñëåäîâàòåëü-
íîñòåé êÄÍÊ (ðèñ. 2).

Ïðèñîåäèíåíèå 5 -àäàïòåðà, ñîäåðæàùåãî 
attB1 ñàéò ðåêîìáèíàöèè, îáåñïå÷èâàåò äàëü-
íåéøóþ ðåêîìáèíàöèþ êÄÍÊ ôðàãìåíòà â 
âåêòîð pDONR™ 222 [17, 18]. Ïîýòîìó ïðè 
ñèíòåçå âòîðîé öåïè âñå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè 
êÄÍÊ ÿâëÿþòñÿ óæå ôëàíêèðîâàííûìè ïîñëå-
äîâàòåëüíîñòÿìè attB. Òàêàÿ ñõåìà ñèíòåçà äâóõ-
öåïî÷å÷íîé êÄÍÊ ïîçâîëÿåò èçáåæàòü ïîñëå-
äóþùåé ÏÖÐ àìïëèôèêàöèè è, ñëåäîâàòåëüíî,
àðòåôàêòîâ, ñâÿçàííûõ ñ åå ïðîâåäåíèåì. Òà-
êèì îáðàçîì, áëàãîäàðÿ óíèêàëüíîé ñèñòåìå
ñàéò-ñïåöèôè÷íîé ðåêîìáèíàöèè ôëàíêèðî-
âàííûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿìè attB ìîëåêóëû 

êÄÍÊ âñòàâëÿþòñÿ íåïîñðåäñòâåííî â äî-
íîðíûé âåêòîð ñ ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿìè attP 
(pDONR™222) áåç ïðèìåíåíèÿ êàêèõ-ëèáî 
ôåðìåíòîâ ðåñòðèêöèè, ëèãèðîâàíèÿ è äåôîñ-
ôîðèëèðîâàíèÿ [19]. 

Ïîñëå òðàíñôîðìàöèè ýëåêòðîêîìïòåíòíûõ 
êëåòîê ElectroMAX™ DH10B™ ïðîèçâåëè îöåí-
êó ñðåäíåãî òèòðà ïîëó÷åííîé áèáëèîòåêè 
êÄÍÊ, êîòîðàÿ ñîñòàâèëà 3,01·105 ÊÎÅ/ìë.
Îöåíêà ýôôåêòèâíîñòè âñòðàèâàíèÿ äâóõöåïî-
÷å÷íîé êÄÍÊ â âåêòîð ñîñòàâèëà 99,5 %, êàê
ñëåäóåò èç ðåçóëüòàòîâ ðåñòðèêöèîííîãî àíàëè-
çà 196 êîëîíèé. Ñðåäíÿÿ äëèíà âñòàâêè êÄÍÊ 
áûëà îêîëî 1070 ïàð íóêëåîòèäîâ (ðèñ. 3), ÷òî 
ñîîòâåòñòâóåò ñðåäíåé äëèíå ìÐÍÊ. Ðåçóëüòà-
òû àíàëèçà óêàçûâàþò íà âûñîêîå êà÷åñòâî 
áèáëèîòåêè êÄÍÊ, ïîñêîëüêó áèáëèîòåêà èìå-
åò î÷åíü âûñîêèé ñðåäíèé ðàçìåð âñòàâêè è 
ïî÷òè 100%-íóþ ýôôåêòèâíîñòü âñòðàèâàíèÿ 
êÄÍÊ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ïî ñðàâíåíèþ ñ 
äðóãèìè ìåòîäàìè è ñòðàòåãèÿìè ñîçäàíèÿ áèá-
ëèîòåê êÄÍÊ [20, 21]. Êàê ñëåäóåò èç âûáî-
ðî÷íîãî ñåêâåíèðîâàíèÿ âñòðîåííûõ ôðàãìåí-
òîâ êÄÍÊ, ïî÷òè êàæäûé êëîí áèáëèîòåêè 
íåñåò â ñåáå ïîëíîðàçìåðíóþ âñòàâêó êÄÍÊ 
(òàáëèöà). Ïîñêîëüêó èçó÷åíèå ãåíîìà ïàëü÷à-
òîãî ïðîñà òîëüêî íà÷àëîñü, áîëüøèíñòâî ïðî-
ñåêâåíèðîâàííûõ êëîíîâ êÄÍÊ îòñóòñòâóþò â
îòêðûòûõ áàçàõ äàííûõ. Èç-çà ôèëîãåíåòè÷åñêî-
ãî ñðîäñòâà íàèáîëåå âûñîêèé óðîâåíü ãîìîëî-
ãèè ïîñëåäîâàòåëüíîñòè êÄÍÊ ïàëü÷àòîãî ïðîñà 
ïðîÿâëÿþò ñ ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿìè êÄÍÊ ìî-
ãàðà (Setaria italica) è ãåíàìè äèêîé ïøåíèöû 
(Triticum urartu) (òàáëèöà). 

Âûâîäû. Â ðåçóëüòàòå ïðîäåëàííîé ðàáîòû 
ïîëó÷åíà âûñîêà÷åñòâåííàÿ áèáëèîòåêà êÄÍÊ
èç ìåðèñòåìàòè÷åñêèõ òêàíåé ìåòåëêè ïàëü÷à-
òîãî ïðîñà, ñîäåðæàùàÿ ïîëíîðàçìåðíûå òðàíñ-
êðèïòû ïî÷òè â 100 % êëîíîâ. Èñïîëüçîâàíèå 
ýôôåêòèâíîé ñèñòåìû êëîíèðîâàíèÿ ôðàãìåí-
òîâ êÄÍÊ ïîñðåäñòâîì ðåêîìáèíàöèè Gateway 
ïîçâîëèëî èçáåæàòü ïîëó÷åíèÿ áîëüøîãî êîëè-
÷åñòâà õèìåðíûõ è ïóñòûõ êëîíîâ. Òàêàÿ ñèñòåìà 
õðàíåíèÿ êÄÍÊ â äîíîðíûõ âåêòîðàõ Gateway 
ïîçâîëÿåò î÷åíü ëåãêî è áûñòðî ïåðåíîñèòü ïîñ-
ëåäîâàòåëüíîñòè êÄÍÊ â ðàçëè÷íûå âåêòîðû 
íàçíà÷åíèÿ (destination vectors) ñ ïîìîùüþ ðå-
êîìáèíàöèè äëÿ äàëüíåéøåé ýêñïðåññèè ðå-
êîìáèíàíòíûõ áåëêîâ èëè ôóíêöèîíàëüíîãî 
àíàëèçà. Ñîçäàííàÿ áèáëèîòåêà êÄÍÊ èç êëå-
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Ñîçäàíèå áèáëèîòåêè êÄÍÊ èç ìåðèñòåìû ìåòåëêè ïàëü÷àòîãî ïðîñà

òîê ìåðèñòåìû ìåòåëêè ïàëü÷àòîãî ïðîñà åñòü 
ïåðâîé è óäîáíîé êîëëåêöèåé êîäèðóþùèõ 
ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ÄÍÊ èç ýòîãî ðàñòåíèÿ. 
Â ðåçóëüòàòå òîãî, ÷òî ãåíîì äàãóññû åùå íå 
ðàñøèôðîâàí, ñîçäàííàÿ áèáëèîòåêà ÿâëÿåòñÿ 
âåñüìà ïîëåçíûì è ñâîåâðåìåííûì ðåñóðñîì 
äëÿ ïîèñêà íîâûõ ãåíîâ è ãåíåòè÷åñêèõ ìàð-
êåðîâ. Ïîýòîìó ïîëó÷åííàÿ áèáëèîòåêà êÄÍÊ
èìååò ñîîòâåòñòâóþùèå ïåðñïåêòèâû è çíà÷è-
òåëüíûé ïîòåíöèàë äëÿ èñïîëüçîâàíèÿ â äàëü-
íåéøèõ ãåíîìíûõ èññëåäîâàíèÿõ íå òîëüêî ýòî-
ãî çëàêà, íî è äëÿ óëó÷øåíèÿ õàðàêòåðèñòèê 
äðóãèõ âàæíûõ ñåëüñêîõîçÿéñòâåííûõ ðàñòåíèé.

cDNA LIBRARY CONSTRUCTION FROM 
PANICLE MERISTEM OF FINGER MILLET

V.V. Radchuk, Ya.V. Pirko, 
S.V. Isayenkov, A.I. Yemets, Ya.B. Blume

Leibniz Institute of Plant Genetics and Crop Plant 
Research (IPK), Gatersleben, Germany
Institute of Food Biotechnology and Genomics
NAS of Ukraine, Kyiv
E-mail: cellbio@cellbio.freenet.viaduk.net

The protocol for production of full-size cDNA using Su-
perScript® Full-Length cDNA Library Construction Kit 
II (Invitrogen) was tested and high quality cDNA library 
from meristematic tissue of finger millet panicle (Eleusine 
coracana (L.) Gaertn) was created. The titer of obtained 
cDNA library comprised 3,01·105 CFU/ml in avarage. 
In average the length of cDNA insertion consisted about 
1070 base pairs, the effectivity of cDNA fragment in-
sertions – 99,5 %. The selective sequencing of cDNA 
clones from created library was performed. The sequences 
of cDNA clones were identified with usage of BLAST- 
search. The results of cDNA library analysis and selec-
tive sequencing represents prove good functionality and 
full length character of inserted cDNA clones. Obtained 
cDNA library from meristematic tissue of finger millet 
panicle represents good and valuable source for isolation 
and identification of key genes regulating metabolism 
and meristematic development and for mining of new 
molecular markers to conduct out high quality genetic 
investigations and molecular breeding as well.

ÑÒÂÎÐÅÍÍß Á²ÁË²ÎÒÅÊÈ êÄÍÊ 
Ç ÌÅÐÈÑÒÅÌÀÒÈ×ÍÎ¯ ÒÊÀÍÈÍÈ
ÂÎËÎÒ² ÏÀËÜ×ÀÑÒÎÃÎ ÏÐÎÑÀ 

Â.Â. Ðàä÷óê, ß.Â. Ï³ðêî, 
Ñ.Â. ²ñàºíêîâ, À.². ªìåöü, ß.Á. Áëþì

Àïðîáîâàíî ïðîòîêîë îòðèìàííÿ ïîâíîðîçì³ðíî¿ 
êÄÍÊ íà îñíîâ³ íàáîðó SuperScript® Full-Length 
cDNA Library Construction Kit II («Invitrogen», ÑØÀ) 

òà ñòâîðåíî á³áë³îòåêó êÄÍÊ ç ìåðèñòåìàòè÷íî¿ 
òêàíèíè âîëîò³ ïàëü÷àñòîãî ïðîñà (Eleusine coracana 
(L.) Gaertn). Ñåðåäí³é òèòð îòðèìàíî¿ á³áë³îòåêè 
êÄÍÊ ñêëàâ 3,01 · 105 ÊÓÎ/ìë, ñåðåäíÿ äîâæèíà 
âñòàâêè êÄÍÊ – á³ëÿ 1070 ïàð îñíîâ, ñåðåäíÿ åôåê-
òèâí³ñòü âáóäîâóâàííÿ ôðàãìåíò³â êÄÍÊ – 99,5 %.
Ïðîâåäåíî âèá³ðêîâå ñåêâåíóâàííÿ êëîí³â ñòâîðå-
íî¿ á³áë³îòåêè êÄÍÊ. Ïîñë³äîâíîñò³ êëîí³â êÄÍÊ 
³äåíòèô³êîâàí³ çà äîïîìîãîþ BLAST ïîøóêó. Ðå-
çóëüòàòè àíàë³çó á³áë³îòåêè êÄÍÊ ³ âèá³ðêîâîãî ñåê-
âåíóâàííÿ ñâ³ä÷àòü ïðî äîñòàòí³é ð³âåíü ôóíêö³î-
íàëüíîñò³ òà ïîâíîðîçì³ðíîñò³ êëîí³â êÄÍÊ. Ñòâî-
ðåíà á³áë³îòåêà êÄÍÊ ìåðèñòåìè âîëîò³ ïàëü÷àñ-
òîãî ïðîñà º íàä³éíèì äæåðåëîì âèä³ëåííÿ òà 
³äåíòèô³êàö³¿ íîâèõ êëþ÷îâèõ ãåí³â ìåòàáîë³çìó ³ 
ðîçâèòêó ìåðèñòåìè, à òàêîæ îòðèìàííÿ íîâèõ ãå-
íåòè÷íèõ ìàðêåð³â äëÿ ïðîâåäåííÿ ãåíåòè÷íèõ äîñ-
ë³äæåíü òà ìîëåêóëÿðíî¿ ñåëåêö³¿. 
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