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ПОЛУЧЕНИЕ ПРЕПАРАТОВ РНК КАЛЛУСНЫХ ТКАНЕЙ ПШЕНИЦЫ ДЛЯ 
ТРАНСКРИПТОМНОГО АНАЛИЗА 

Аннотация  
Проведена оптимизация условии получения тотальной РНК из модельных тканевых 

ситем переключения программ морфогенеза для транскриптомного анализа. Получены 
препараты тотальной РНК из модельных тканевых систем транскриптомного анализа. 
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Введение 
На сегодняшний день наиболее современным подходом изучения экспрессии генов 

является профилирование всего транскриптома. Клеточная идентичность определяется 
транскриптомом, то есть полным набором экспрессированных РНК-транскриптов. 
Профилирование всего транскриптома широко используется для оценки относительной 
экспрессии генов в клетках, тканях, организмах, или в различных условиях. Технологии 
секвенирования нового поколения (NGS) представляют собой современный подход 
определения последовательностей, значительно повышающих эффективность и скорость 
изучения транскриптов и геномных вариантов в генах. Применение технологий Illumina 
для секвенирования транскриптома организмов с завершенным геномом показал, что 
относительно короткие риды, произведенные с помощью такой технологии, можно 
эффективно использовать для обнаружения генов и сравнения профилей экспрессии [1]. 
Технология РНК секвенирования была использована для изучения экспрессии генов при 
соматическом эмбриогенезе арабидопсиса [2]. В этом исследовании было получено 
426,001,826 сиквенсовых ридов, которые были картированы на 26,520 генов из 
референсного генома A.thailana. В эмбриональных культурах на стадиях развития 5 и 10 
дней дифференциальную экспрессию показали 1195 генов. Из них 778 генов были с 
повышенной экспрессией после 5 дней, по сравнению 10-дневным вариантом [3]. Для 
выявления молекулярных маркеров с эмбриогенным потенциалом исследовались  
транскриптомы эмбриогенных и неэмбриогенных тканей трех генотипов P.balfouriana. 
Было выявлено 1418 дифференциально экспрессируемых генов в эмбриогенных тканях в 
сравнении с неэмбриогенным вариантом. Результаты показали наличие 431 гена с 
повышенной экспрессией и 987 генов с пониженной экспрессией [4]. Также были 
исследованы транскриптомы кукурузы [5], риса [6] и хлопчатника [7] при соматическом 
эмбриогенезе. 

Технологии RNA-Seq также были использованы для изучения механизмов индукции 
микроспорного эмбриогенеза у ячменя [8] и пшеницы [9]. Несмотря на очевидный 
потенциал, методы секвенирования нового поколения еще не были использованы в 
изучении экспрессии генов при раннем соматическом эмбриогенезе пшеницы. Выявление 
молекулярных маркеров является очень важным направлением для биотехнологии 
растений и ранней селекции эмбриогенных культур с эмбриогенным потенциалом. В 
связи с этим, изучение экспрессии генов при переключении программы развития 
морфогенетически пластичных клеток на эмбриоидогенный путь развития в культуре 
тканей является очень актуальным.   

Материалы и методы исследования 
Объекты исследования: глобулярные каллусы пшеницы сорта Казахстанская-10 и 

глобулярные каллусы, перепрограммирующиеся на путь эмбриодогенеза. Морфологию 
каллусов изучали визуально и с использованием бинокулярного микроскопа МБС-10. 
Каллусные ткани фиксировали и получали гистологические срезы [10].  

Для транскриптомного анализа была выделена тотальная РНК из тканей с различным 
уровнем дифференцировки: 1 вариант - 5Д (контроль, морфогенетически пластичные 
ткани), 2 вариант - 5Q2 (переключение на путь эмбриоидогенеза), 3 вариант - 1 Q2 
(переключение на путь эмбриоидогенеза).     

Выделение тотальной РНК из каллусных тканей пшеницы сорта Казахстанская 10 
проводили согласно протоколу Qiagen RNeasy Plant Mini Kit и протоколу Trizol (Thermo 
scientific) [11]. 
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 Концентрацию и степень очистки полученных образцов РНК проверяли при волне 
260/280 и 260/230 на спектрофотметре Nanodrop 2000. Электрофорез, и получение 
спектров, а также показатели целостности РНК (RIN) анализировали при помощи Agilent 
RNA 6000 Nano Kit на Биоанализаторе Agilent 2100 согласно протоколу [12]. 

Результаты исследований и их обсуждение 
Объектами исследования служили длительно культивируемые глобулярные 

каллусные ткани (ГК) пшеницы сорта Казахстанская 10, клетки которых отличаются 
высокой пластичностью и, подобно стволовым клеткам, могут переключаться на любые 
существующие пути морфогенеза растений – ризогенез, геммогенез, образование сосудов, 
эмбриоидогенез. С целью индукции переключения морфогенетически пластичных клеток 
на путь эмбриоидогенеза ГК высаживали на среду с удвоенной концентрацией 
минеральных солей среды Мурасиге и Скуга (Q2), что, по результатам гистологического 
исследования (рисунок 1),   оказывает стрессовое влияние на клетки и вызывает 
переключение программы развития клеток на эмбриоидогенный путь развития [13]. 
Использовали два варианта среды с удвоенной концентрацией солей: 1Q2   -  с 1,0 мг/л 2,4-
Д,  и 5Q2  - с 5,0 мг/л 2,4-Д . Длительность культивирования на стрессовых средах 
составляла 7 дней. В качестве контроля сужили исходные ГК, культивируемые на среде 
МС с 5,0 мг/л 2,4-Д (5Д) с нормальным уровнем минеральных солей. Выделена тотальная 
РНК с различным уровнем дифференцировки: 1 вар. - 5Д (контроль, морфогенетически 
пластичные ткани), 2 вар - 5Q2 (переключение на путь эмбриоидогенеза), 3 вар. - 1 Q2 

(переключение на путь эмбриоидогенеза) для транскриптомного анализа. 
Тотальная РНК для транскриптомного анализа соответствовала следующим параметрам: 

1) Тип образца: тотальная РНК;
2) Количество образца: для растительных экземпляров: общая РНК ≥ 2ug;
3) Концентрация образца: для растительных экземпляров, концентрация С ≥ 50ng/µl;
4) Чистота образца: OD260/280≥1.8, OD260/230≥1.8; для растительных экземпляров,

РНК 28S:18S≥ 1.0, число целостности РНК – RIN ≥6.5. 
 В ходе оптимизации условии выделения тотальной РНК мы выбрали методы с 

использованием Qiagen RNeasy Plant Mini Kit  и Trizol (Thermo scientific). 
 По протоколу RNeasy Plant Mini Kit. для оптимизации метода брали 140 мг, 150 мг, 

160 мг свежих каллусов. В результате получили малые количества  тотального РНК 2,8 
нг\мкл ,  3,6 нг\мкл, 3,8 нг\мкл.  Аналогичные результаты получили каллусами весом 50 
мг и 102 мг (9,3 нг\мкл  и 6,3 нг\мкл).  Поэтому для повышения количества и качества 
выделяемой тотальной РНК нами была оптимизирована методика выделения.  

Тризольным методом первоначально мы получили из 90 мг и 100 мг каллуса 
концентрацию 100 нг/мкл тотальной РНК. Показатели качества РНК оценивали на  
спектрофотометре  NanoDrop 2000. 

Кроме того, показатели целостности РНК (RIN) анализировали с помощью 
Биоанализатора 2100 Agilent RNA 6000 Nano Kit. 

В результате оптимизации нам удалось увеличить количество выделенной РНК до 
74,1 нг/мкл   и 87 нг/мкл (рисунок 2).  
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Рисунок 2 - Показатели тотальной РНК, выделенной Qiagen RNeasy Plant Mini Kit 
 
На рисунке 3 видно, что концентрации РНК, выделенных тризолом выше, чем в 

предыдущих образцах. Но несмотря на хорошую концентрацию и хорошие показатели 
при волнах 260\280 половина из них не проявляла желаемых показателей при 230\260.   

           
Рисунок 3 - Показатели тотальной РНК, выделенной реагентом Тризол 

 
Для повышения показателя чистоты РНК по показателю 260\230 нам необходимо 

было оптимизировать  этот метод. После ряда экспериментов нам удалось  повысить не 
только качество,  но и количество выделенной тотальной РНК, как показано на рисунке 3.
  

          
Рисунок 4 - Показатели тотальной РНК, выделенной тризолом. 
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С целью повышения качества  некоторых образцов РНК была выделена повторно 
при помощи реагента Trizol. Из рисунка 4 можно увидеть то, все образцы показывают 
желаемые показатели. Показатели качества РНК при волне 260\280 и 260\230 у всех 
образцов выше 1,8. По этим показателям данные образцы удовлетворяют требованиям 
Beijing Genome Insitute. 

 

 
 

Рисунок 5 -  Показатели тотальной РНК, выделенной реагентом Тризол 
 
Далее для получения информации о целостности полученной тотальной РНК все 

образцы тотальной РНК были проанализированы на Биоанализаторе Agilent 2100 при 
помощи чипа Agilent RNA 6000 Nano Kit.  

Как видно из полученных электрофореграмм, представленных на рисунках 4, 5 у 
образцов, выделенных при помощи RNeasy Plant Mini Kit рибосомальные РНК четко не 
разделены на пики, и рядом с ними присутствуют много более мелких пиков. Исходя из 
этих картин, основываясь на состоянии рРНК, можно сказать, что тотальная РНК 
разрушается. Об этом же свидетельствует малая величина показателя целостности РНК – 
RIN (таблица 1). 
                

 
 

Рисунок 6 - Электрофореграмма РНК, образец 1 
 



 
Ізденістер, нəтижелер – Исследования, результаты. № 4 (76) 2017 

ISSN 2304-334-02 
 

270 
 

 
                          

Рисунок 7 - Электрофореграмма РНК, образец 2 
 

Как видно из таблицы 1, все образцы, полученные с использованием реагента Trizol,   
соответствуют требованиям Beijing Genome Insitute.  Во всех образцах, выделенным этим 
реактивом - №3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, чиcло целостности РНК было больше 6,5. Также 
соотношение 28S:18S у всех образцов больше 1,0.   

Образцы 1 и 2, для выделения которых использовали Qiagen  RNeasy Plant Mini Kit, 
не  подходят  по качеству требованиям  Beijing Genome Insitute, т.к. показатель 
целостности РНК – RIN,  у образца №1 равен 2,9 а  у образца №2 - 3,7. 
          

Таблица 1  – Результаты качества   РНК, полученные на Биоанализаторе Agilent 2100 
 

№ 
образца 

Sample rRNA Ratio 
[25s / 18s]: 

RNA Integrity 
Number (RIN): 

1 RNA_1 (kit) 2.2885 2.9 
2 RNA_2 (Kit) 2.931531 3.7 
3 RNA_1 1.889386 9.1 
4 RNA_2 1.960834 9.3 
5 RNA_3 1.95133 8.9 
6 RNA_4 2.067122 8.6 
7 RNA_5 2.154164 9.1 
8 RNA_6 1.952266 9.7 
9 RNA_4(2) 1.44995 6.8 
10 RNA_5(2) 1.992287 8.1 
11 RNA_2(2) 2.172055 8.7 
12 RNA_6(2) 2.281389 9.6 

   
Данные презентованные на рисунке 10 также свидетельствует о правоте наших 

выводов.  Тогда, как из общей электрофореграммы видно то, что у всех образцов 3-12  
четко выражена 25S и 18S,  у первых же двух образцов пристутствуют кроме 25S и 18S  
другие фрагменты.  
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 Далее из образцов  тотальной РНК, отвечающих требованиям BGI,  методом 
обратной транскрипции при помощи  набора реагентов SuperScript III RT  получили  к 
ДНК.           

Рисунок 8 - Электрофореграмма РНК, образец 3 

Рисунок 9 -  Электрофореграмма РНК, образец 4 

Полученные образцы, удовлетворяющие требованиям Beijing Genome Institute, 
отправлены  для  RNA-Seq (транскриптом) анализа.  Транскриптомный анализ, который 
будет проведен в BGI, который включает конструирование библиотеки к ДНК, 
секвенирование и биоинформационный анализ.  

Рисунок 10 - Общая 
электрофореграмма для всех 

образцов 

Таким образом, из полу-
ченных данных можно заключить, 
что образцы тотальной полученные 
реактивом Trizol отвечают требо-
ванием Beijing Genome Insitute – 
C≥50ng/µl OD260/280≥1.8, OD260/ 
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230≥1.8; РНК 28S:18S≥ 1.0, RIN ≥6.5, и вполне могут служить матрицей для 
транскриптомного анализа каллусных тканей с различным типом цитодифференцировки.   

В целом, по данной задаче созданы модельные тканевые системы морфогенетически 
пластичных тканей и эмбриогенных каллусов для транскриптомного анализа. Получены 
препараты тотальной РНК и к ДНК из модельных систем для транскриптомного анализа. 
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