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ПОРІВНЯЛЬНИЙ АНАЛІЗ МЕТОДІВ ВИДІЛЕННЯ ДНК З ҐРУНТУ 
ДЛЯ ДОСЛІДЖЕННЯ РИЗОСФЕРНИХ МІКРОБІОЦЕНОЗІВ

Проведено порівняльний аналіз різних методів виділення мікробної ДНК з чорнозему звичайного і 
темно-сірого опідзоленого ґрунту ризосфери сої. Після очистки з використанням високодисперсного 
оксиду кремнію (AppliChem, Германія) всі препарати ДНК, виділені з темно-сірого опідзоленого ґрун-
ту, були придатні для ампліфікації генів 16S рРНК з універсальними бактеріальними праймерами 11F і 
1492R. За екстрагування ДНК з чорнозему звичайного придатні для ПЛР препарати ДНК отримано із 
застосуванням двох із шести досліджених методів. Виділення ДНК з використанням комерційного набо-
ру  Power Soil DNA Isolation Kit (MO BIO, США) дозволило отримати невелику кількість ДНК, придатної 
для молекулярних досліджень, без процедури додаткової очистки.
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Ґрунтові мікроорганізми відіграють ключову роль у розвитку наземних екосистем, вно-
сять значний вклад у живлення та формування рослин, їх продуктивність, стійкість до дії зов-
нішніх стресових факторів. Вони беруть безпосередню участь у різноманітних біогеохіміч-
них циклах, відповідають за кругообіг органічних та неорганічних речовин, впливають на 
структуру та родючість ґрунту [4]. Запорукою екологічної рівноваги у природних ценозах є 
збереження різноманітності макро- та мікробіоти.

При вивченні мікробної різноманітності ґрунту виникає ряд методичних питань, що пот-
ребують оптимізації експериментальних методів. Більшість ґрунтових мікроорганізмів не-
можливо культивувати в лабораторних умовах (культивується близько 1 % усіх бактерій) че-
рез складність підбору оптимальних умов росту [4]. Тому в останні десятиліття застосовують 
молекулярні методи вивчення різноманітності, які базуються, в першу чергу, на екстракції 
нуклеїнових кислот мікроорганізмів з ґрунту. Такі підходи дають уявлення про унікальну 
біорізноманітність мікробних угруповань [5]. Методичні труднощі цих підходів  обумовлені 
тісним зв’язком мікробних клітин з часточками ґрунту, що заважає отриманню ДНК з великою 
молекулярною масою [3], а також наявністю у ґрунті високомолекулярних органічних сполук 
(рештки рослинного і тваринного походження, кореневі ексудати). Крім того, разом з ДНК із 
ґрунту екстрагуються гумінові кислоти, які перешкоджають подальшим молекулярним до-
слідженням. Вони можуть інгібувати Taq ДНК-полімеразу під час ПЛР [8], заважати розщеп-
ленню ДНК рестриктазами [6], знижувати ефективність трансформації при клонуванні [10] 
та специфічність ДНК-гібридизації [9]. Тому очищення ДНК після прямої екстракції може 
бути критичною стадією для отримання чистого зразка. Зважаючи на унікальність структури, 
фізико-хімічних властивостей та біохімічного складу ґрунтів різного генезису, необхідно під-
бирати методи виділення сумарної мікробної ДНК для кожного з них.       

Метою нашої роботи було підібрати ефективний та простий метод виділення сумарної 
ДНК мікроорганізмів із зразків ризосферного ґрунту рослин сої, яку у подальшому можна 
використовувати для ПЛР-ампліфікації та інших молекулярних досліджень.

Матеріали і методи дослідження. Об’єктами дослідження були чорнозем звичайний та 
темно-сірий опідзолений ґрунт ризосфери сої  сортів Аннушка та Юг 30, відібрані на дослід-
них полях ННЦ «Інститут землеробства НААН» (смт Чабани, Київська обл.). ДНК виділяли 
з ризосферного ґрунту сої, насіння якої не було оброблене хімічними та біологічними препа-
ратами. Зразки ризосферного ґрунту відбирали в кінці вегетаційного періоду, просівали через 
2 мм сито та зберігали при температурі  -20°С.
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У роботі проводили порівняння 6 методів, які, за літературними даними, використовуються 
при виділенні мікробної ДНК з різних еконіш. 

Метод 1 з використанням протеїнази К (AppliChem, Германія)  і додецилсульфату натрію 
(англ. sodium dodecyl sulfate, SDS) [12]. Ґрунт (0,5 г) був суспендований у 1,5 мл лізуючого 
буфера (100 мМ Tris-HCl, 100 мМ К2НРO4, 100 мМ Na-EDTA, 1% [m/V] CTAB, 1,5 М NaCl, pH 
8,0) з додаванням розчину протеїнази К з концентрацією 10 мг/мл. Суспензію інтенсивно пе-
ремішували на горизонтальному струшувачі при кімнатній температурі, додавали 20 % розчин 
SDS і витримували 2 год у рідинному термостаті при температурі 65 °С з легким перемішуван-
ням кожні 15-20 хв. Осад відділяли центрифугуванням. У подальшій роботі використовували 
супернатант, який очищали додаванням рівного об’єму суміші фенол:хлороформ:ізоаміловий 
спирт (25:24:1). Водну фазу відбирали після центрифугування. ДНК, яка містилась у розчині, 
осаджували ізопропанолом при 4ºС протягом ночі. Осад збирали центрифугуванням і проми-
вали охолодженим до 4°С 70 % етанолом, висушували на повітрі, розчиняли у деіонізованій 
(MQ) воді, доводячи об’єм до 50 мкл. Екстраговану ДНК зберігали при -20°С. 

Метод 2 з використанням 2% цетил-триметил амонію броміду (англ. сetyl trimethyl 
ammonium bromide (СТАВ), AppliChem, Германія) [12].  Ґрунт (0,5 г) суспендували у 1,5 мл 
буфера (100 мМ  Tris-HCl, 100мМ К2НРO4, 100 мМ Na-EDTA, 2 % [m/V] CTAB, 1,5 М NaCl, 
pH 8,0) з додованням 20 % розчину SDS. Подальші процедури очистки та виділення ДНК були 
такими ж, як і в методі 1.

Метод 3 із застосуванням заморожування-відтаювання [12]. Ґрунт (0,5 г) змішували з 
1,5 мл буфера (100 мМ Tris-HCl, 100 мМ К2НРO4, 100 мМ Nа-EDTA, 1 % [m/V] CTAB, 1,5 М 
NaCl, pH 8,0), потім зразки заморожували у рідкому азоті протягом 10 хв і розігрівали у рідин-
ному термостаті до температури 65°С. Таку процедуру повторювали 3 рази. Після додавання до 
зразків 20 % розчину SDS подальші процедури виділення ДНК були такими ж, як і в методі 1.

Метод 4 з використанням TENC-буфера [7]. Наважку ґрунту (0,5 г) змішували з 1,5 мл 
TENC-буфера (100 мМ Tris -HCl, 10 мМ Nа-EDTA, 100 мМ NaCl, 1 % [m/V] CTAB, протеїназа 
K (50 мкг/мл), pH 8,0), заморожували у рідкому азоті (10 хв) і розігрівали до температури 56°С. 
Після цього додавали 20 % розчин SDS і далі ДНК виділяли і очищали, як у методі 1.

Метод 5 з подрібненням в рідкому азоті [11]. Наважку ґрунту (0,5 г) заморожували в рідко-
му азоті, подрібнювали у ступці та суспендували в 1 мл буфера наступного складу: 0,3 % SDS 
в 0,14 M NaCl, 50 мМ ацетат натрію, pH 5,1. Зразки очищали додаванням рівного об’єму наси-
ченого водного розчину фенолу. ДНК осаджували за допомогою етанолу при -20°С, промивали 
охолодженим до 4°С 70 % етанолом, висушували на повітрі і розчиняли у деіонізованій воді. 
ДНК зберігали при -20°С.

Метод 6  – із застосуванням комерційного набору Power Soil DNA Isolation Kit (MO BIO, 
США). Тотальну ДНК ґрунту виділяли за рекомендаціями виробника. 

Кількість ДНК у зразках ґрунту оцінювали методом спектрофотометрії за допомогою при-
ладу NanoDrop 2000 (Thermo Scientifi c, США). Метод визначення концентрації нуклеїнових 
кислот у розчині заснований на існуванні у ДНК і РНК максимуму поглинання при довжині 
хвилі 260 нм.

Показники кількості виділеної ДНК представлені у перерахунку на 1 г абсолютно сухого 
ґрунту (АСГ), який отримували висушуванням зразків ґрунту за температури 105°С до постій-
ної маси.

Ступінь чистоти ДНК визначали за відношеннями  поглинання при довжинах хвиль А260/
А280, А260/А230.

Для детекції ДНК у зразках використовували метод електрофорезу в 1 % агарозному гелі 
в однократному тріс-боратному буфері (ТВЕ), який містив бромистий етидій у концентрації 
0,5 мкг/мл при напрузі електричного поля 6 Вт/см.

Полімеразну ланцюгову реакцію (ПЛР) для ампліфікації генів 16S рРНК з універ-
сальними бактеріальними праймерами 11F (5  ́ GTTTGATCMTGGCTCAG 3 )́ і 1492R 
(5 ́ TACGGYTACCTTGTTACGACTT 3 ́), де М = С або А, Y = С або Т, проводили з використан-
ням комерційного набору для ПЛР (Fermentas, Литва). Отримання полімеразних копій гена 
(приблизно 1500 п.н.) проводили на приладі 2720 Thermal Cycler (Applied Biosystems, США).  
Ампліфікацію проводили у 20 мкл реакційної суміші наступного складу: буфер ДНК полі-
мерази, 2 мМ MgCl2, по 6 нМ кожного із чотирьох dNTP, по 6,25 пМ прямого і зворотного 
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праймерів і 1,5 од. ДНК-полімерази. Використовували такий температурно-часовий профіль: 
перший цикл - 94ºС 5 хв, 50ºС 30 с, і 72ºС 1 хв; наступні 25 циклів: 94ºС 30 с, 50ºС 30 с, і 
72ºС 1 хв, кінцева полімеризація при 72ºС 4 хв. Аналіз продуктів ПЛР проводили за допомо-
гою електрофорезу в 1 % агарозному гелі в однократному ТВЕ-буфері, який містив бромистий 
етидій, при напрузі поля 6 Вт/см.

Результати та їх обговорення. Концентрація і ступінь чистоти препаратів виділеної ДНК 
залежать від типу ґрунту і кількості та складу наявних органічних сполук. Наприклад, виді-
лення сумарної мікробної ДНК із активного мулу чи водойми вимагає незначної очистки, у 
той час як виділення ДНК із ґрунту ускладнене присутністю широкого спектру органічних 
речовин та органічних решток. Крім того, більшість ґрунтів містить ксенобіотики, які дуже 
складно видалити [2].

Для отримання препаратів ДНК з ризосферного ґрунту нами застосовано 6 методів, що 
базуються на прямому лізисі бактеріальних клітин (без попередньої ізоляції бактеріальних клі-
тин з ґрунту) з подальшим виділенням ДНК. Для лізису бактеріальних клітин використовували 
SDS. У методах 1 і 4 до лізуючого буфера додавали протеїназу К для кращого розщеплення 
і відділення білків від нуклеїнових кислот. Як відомо, ґрунти містять велику кількість гете-
рогенних за своїм складом гумусових компонентів, найважливішими серед яких є гумінові 
кислоти. Щоб їх позбутися, у методах 1, 2, 3 і 4 застосовували CTAB, який сприяє кращому 
відділенню органічних домішок від нуклеїнових кислот і більшому виходу ДНК. 

Кількісні (концентрація) і якісні (відношення A260/A280 і A260/A230) характеристики препа-
ратів ДНК, виділених різними методами із двох типів ґрунту, представлені у таблиці. Відо-
мо, що співвідношення максимумів поглинання при довжинах хвиль 260 нм і 280 нм (A260/
A280) характеризує чистоту препарату ДНК, який вважається чистим, якщо відношення набли-
жається до 1,8. У разі менших значень цього співвідношення препарат містить домішки білка, 
ароматичних сполук або інших контамінуючих агентів, що мають максимуми поглинання при 
280 нм. Другим показником чистоти препарату ДНК є співвідношення значень поглинання при 
довжинах хвиль 260 нм і 230 нм (A260/A230), яке у разі чистого препарату зазвичай дорівнює 1,8 
– 2,2 [1]. Менші значення цього показника свідчать про забруднення препарату компонентами, 
які залишаються після процедури виділення ДНК. 

Таблиця

Характеристика препаратів ДНК, виділених із ризосферного ґрунту сої
№ 
п/п Метод виділення ДНК Кількість ДНК, 

мкг/г АСҐ 
Співвідношення 

A260/A280 A260/A230

Темно-сірий опідзолений ґрунт
1 Використання протеїнази К і SDS[12] 24,1±6,6 1,40 0,85
2 Використання СТАВ [12] 43,3±1,1 1,38 0,81
3 Застосування заморожування-відтаювання [12] 22,2±2,5 1,41 0,85
4 Використання TENC-буфера [7] 17,9±2,1 1,54 1,26
5 Подрібнення в рідкому азоті [11] 21,6±0,5 1,40 0,77
6 Power Soil DNA Isolation Kit 3,3±0,1 2,09 0,21

Чорнозем звичайний
1 Використання протеїнази К і SDS[12] 37,5±1,5 1,40 0,77
2 Використання СТАВ [12] 48,2±1,9 1,38 0,73
3 Застосування заморожування-відтаювання [12] 140,7±5,6 1,35 0,74
4 Використання TENC-буфера [7] 8,6±0,3 1,45 0,85
5 Подрібнення в рідкому азоті [11] 74.1±2,9 1,41 0,73
6 Power Soil DNA Isolation Kit 3,8±0,1 2,07 0,36

 *АСҐ – абсолютно сухий ґрунт.

Порівняння результатів, отриманих при виділенні ДНК з чорнозему звичайного, показа-
ло, що не всі використані методи забезпечують високий вихід продукту і отримання чистих 
препаратів ДНК. Як видно з таблиці, найбільша кількість ДНК була отримана при виділенні 
за допомогою методу 3 (заморожування-відтаювання), але вона була невисокої якості – спів-
відношення А260/А280 становило 1,35. 
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Вихід ДНК при використанні СТАВ-методу (2), методу виділення за допомогою протеїна-
зи К і SDS (1) та подрібнення в рідкому азоті (5) був відповідно у 2,9, 3,8 і 1,9 рази меншим, 
ніж у варіанті із застосуванням методу заморожування-відтаювання (3). Препарати ДНК, от-
римані цими методами, були вищої  якості: співвідношення А260/А280 було 1,38, 1,4 та 1,41 
відповідно. Ще меншу кількість препарату отримали при використанні методів виділення на 
основі ТЕNС-буфера та за допомогою  Power Soil DNA Isolation Kit (M BIO, США) – 8,6 та 
3,8 мкг/г АСҐ відповідно. Проте, не дивлячись на малу кількість, ДНК, отримана цими мето-
дами, була вищої якості: співвідношення А260/А280 становило 1,45 та 2,07 відповідно.

Слід зазначити, що співвідношення А260/А230, за яким оцінюють ступінь забруднення пре-
паратів ДНК іншими органічними сполуками (напр. гуміновими кислотами тощо) при вико-
ристанні всіх 6 методів були низькими – від 0,36 (за використання Power Soil DNA Isolation 
Kit) до 0,85 (за виділення ДНК із застосуванням ТЕNС-буфера).

При співставленні результатів, отриманих при виділенні ДНК з темно- сірого опідзоле-
ного ґрунту, встановлено, що використані методи 1, 2, 3 і 5 давали майже однаковий вихід 
препарату ДНК – від 21,6 до 43,3 мкг/г АСҐ з низькою якістю: співвідношення А260/А280 дорів-
нювало 1,38-1,41, а співвідношення А260/А230 коливалося від 0,77 (метод 5) до 0,85 (метод 1 
і 3). При виділенні ДНК за допомогою Power Soil DNA Isolation Kit (метод 6) кількість ДНК 
була 3,3 мкг/г АСҐ, проте співвідношення А260/А280 становило 2,09, а А260/А230 лише 0,21. Це 
може свідчити про забруднення препарату небажаними органічними домішками.

Присутність ДНК у зразках перевіряли за допомогою електрофорезу в 1 % агарозному 
гелі (рис. 1).
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Рис. 1. Гель-електрофорез мікробної ДНК, екстрагованої з ґрунту ризосфери сої різними 
методами (А – чорнозем звичайний, Б – темно-сірий опідзолений ґрунт)

1 – ДНК, виділена методом 1 (з використанням протеїнази К і SDS). 2 – ДНК, виділена методом  
2 (з використанням 2% СТАВ); 3 – ДНК, виділена методом 3 (з використанням прийому 
заморожування-відтаювання); 4 – ДНК, виділена методом 4 (з використанням TENC-буфера); 
5 – ДНК, виділена методом 5 (із застосуванням подрібнення в рідкому азоті); 6 – ДНК, виділена 
методом 6 (з використанням Power Soil DNA Isolation Kit); М – маркер молекулярної маси 

(Fermentas, Литва).
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На наступному етапі досліджень отримані методами 1–5 препарати ДНК очищали з ви-
користанням високодисперсного оксиду кремнію (AppliChem, Германія). Після цього була 
проведена полімеразна ланцюгова реакція на ДНК, отриманій всіма дослідженими методами, 
з використанням універсальних бактеріальних праймерів ― 11F та 1492R, комплементарних 
до фрагмента гена 16S рРНК (1500 п.н.).

Присутність у зразках продуктів ПЛР підтверджували електрофорезом в 1 % агарозному 
гелі (рис. 2).

Показано, що після очистки ДНК, виділеної  з темно-сірого опідзоленого ґрунту усіма до-
сліджуваними методами, полімеразна ланцюгова реакція була успішною, а на ДНК, виділеній 
з чорнозему звичайного, ампліфікати було отримано у варіантах з використанням методів 1 
(із застосуванням протеїнази К та SDS) і 4 (з використанням TENC-буферу).
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Рис. 2. Гель-електрофорез ампліфікатів генів 16S рРНК, отриманих за ПЛР з 
універсальними бактеріальними праймерами 11F і 1492R (А – чорнозем звичайний, Б – 

темно-сірий опідзолений ґрунт)
1 – ДНК, виділена методом 1 (з використанням протеїнази К і SDS); 2 – ДНК виділена 
методом 2 (з використанням СТАВ); 3 – ДНК, виділена методом 3 (з використанням прийому 
заморожування-відтаювання); 4 – ДНК, виділена методом 4 (з використанням TENC-буфера); 
5 – ДНК, виділена методом 5 (із застосуванням подрібнення в рідкому азоті); 6 – негативний 
контроль (без ДНК); 7 – ДНК, виділена методом 6 (з використанням Power Soil DNA Isolation 
Kit); 8 – позитивний контроль (ДНК Bradyrhizobium japonicum); М – маркер молекулярної маси 

(Fermentas, Литва).

Таким чином, порівняльний аналіз різних методів екстракції тотальної ДНК з ґрунту по-
казав, що після очистки з використанням високодисперсного оксиду кремнію всі препарати, 
виділені з темно-сірого опідзоленого ґрунту, були придатні для ПЛР. За екстрагування ДНК з 
чорнозему звичайного лише 2 із 6 досліджених методів дали змогу отримати такі препарати. 
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Виділення ДНК ґрунту з використанням Power Soil DNA Isolation Kit дозволило отримати 
придатні для молекулярних досліджень препарати без процедури додаткової очистки. 
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СРАВНИТЕЛЬНЫЙ АНАЛИЗ МЕТОДОВ ВЫДЕЛЕНИЯ ДНК ИЗ ПОЧВЫ 
ДЛЯ ИССЛЕДОВАНИЯ РИЗОСФЕРНЫХ МИКРОБИОЦЕНОЗОВ

Р е з ю м е
Проведен сравнительный анализ разных методов выделения микробной ДНК из чернозема обык-

новенного и темно-серой оподзоленной почвы ризосферы сои. После очистки с использованием высо-
кодисперсной окиси кремния (AppliChem, Германия) все препараты ДНК, выделенные из темно-серой 
оподзоленной почвы, были пригодны для амплификации генов 16S рРНК с универсальными бактериаль-
ными праймерами 11F і 1492R. При экстракции ДНК из чернозема обыкновенного пригодные для ПЦР 
препараты ДНК получены при использовании двух из шести исследованных методов. Выделение ДНК с 
применением  коммерческого набора  Power Soil DNA Isolation Kit (MO BIO, США) позволило получить 
небольшое количество ДНК, пригодной для молекулярных исследований, без процедуры дополнитель-
ной очистки.

Ключевые  слова :  ризосферная почва, микробная ДНК, микробиоценоз, полимеразная цепная 
реакция.
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COMPARATIVE ANALYSIS OF ISOLATION METHODS OF DNA FROM 
RHIZOSPHERE SOIL FOR RESEARCH OF MICROBIOCENOSIS

S u m m a r y
The comparative analysis of different methods for the isolation of microbial DNA from ordinary black earth 

and dark-gray podzolic soil of soybean rhizosphere was carried out. All preparations of DNA which isolated 
from dark-gray podzolic soil after purifi cation using highly dispersed silica (AppliChem, Germany) were 
suitable for 16S rRNA genes amplifi cation with universal bacterial primers 11F i 1492R. For DNA extraction 
from ordinary black earth suitable for PCR DNA preparations were obtained using two of the six investigated 
methods. Isolation of DNA using a commercial Power Soil DNA Isolation Kit (MO BIO, USA ) can get a small 
amount of DNA suitable for molecular studies without further purifi cation procedures.

Key words:  rhizospheric soil, microbial DNA, microbiocenosis, polymerase chain reaction.  
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