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Проведение молекулярно-генетических исследований с использованием кормовых однолетних и 

многолетних трав осложняется проблемой получения качественных препаратов ДНК из-за высо-

кого содержания в этих растениях протеинов, полисахаридов и фенольных соединений, ингиби-

рующих ПЦР. Известные методики ДНК-экстракции с включением этапов дополнительной очист-

ки нуклеиновых кислот или современные коммерческие наборы реагентов позволяют получить 

хороший результат на листовой ткани, однако на проростках недостаточно эффективны. В на-

стоящем исследовании представлен модифицированный способ выделения ДНК на основе SDS-

лизирующего буфера. Существенные модификации по составу компонентов и выполняемым опе-

рациям применительно к используемому типу растительной ткани позволили получить образцы 

ДНК с хорошим выходом и качеством, как из суммарной навески проростков («балк-образец»), 

так и из отдельных проростков/генотипов в составе популяции/сорта. Надежность метода и функ-

циональность полученных препаратов ДНК проверены в ПЦР-анализе с разными группами моле-

кулярных маркеров — SSR, SRAP и PawS — в исследованиях по изучению генетического поли-

морфизма видов и сортов кормовых бобовых трав. Основные преимущества методики: простота 

выполнения и оперативность, возможность получения качественных образцов ДНК без использо-

вания токсичных органических растворителей, относительно низкая стоимость и доступность 

компонентов экстракционного буфера. Модифицированный метод может найти практическое 
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применение при оценке генетического разнообразия растений и для решения любых задач, тре-

бующих быстрого анализа большой популяции.  

Ключевые слова: кормовые травы, клевер луговой (Trifolium pratense L.), люцерна (Medicago L.), 

ДНК-полиморфизм, ДНК-экстракция, проростки, «балк-образцы», ПЦР-анализ.  

 

Forage annual and perennial grasses are the difficult subject for molecular and genetic studies because of 

the problem with obtaining qualitative genomic DNA for PCR, due of high content of proteins, polysac-

charides and polyphenols. The known methods of DNA extraction or the numerous commercial kits allow 

isolating purified nucleic acids from the leaf tissue, but characterized by low efficiency at seedlings using. 

The modified method of DNA isolation, based on the SDS-extraction buffer (sodium dodecil sulfate), is 

presented in this study. Significant modifications were introduced in the reagents compound and the steps 

of procedure accordingly to used type of plant tissue and the result was positive at usage on the bulking 

samples, as well as on the individual genotypes (the only seedling). Reliability of this method and the 

functionality of the obtained DNA samples were tested in PCR with different molecular markers (SSR, 

SRAP and PawS) in researches on revealing of forage legume grasses DNA polymorphism. The general 

advantages of the proposed method are simplicity and effectiveness, the possibility to isolate qualitative 

DNA without toxic reagents application, as well as relatively low cost and availability of reagents. This 

method can be useful for studying the genetic biodiversity and for decision the different tasks, required 

the rapid analysis of large plant populations.  

Keywords: forage legume grasses, red clover (Trifolium pratense L.), alfalfa (Medicago L.), DNA poly-

morphism, DNA extraction, seedlings, bulking samples, PCR-analysis. 

 

Введение. Эффективное использова-

ние генетических ресурсов является 

важнейшим условием успешной селек-

ции кормовых культур, направленной на 

повышение их продуктивности и долго-

летия, питательной ценности и устойчи-

вости к стрессовым факторам. Совре-

менные методы анализа на основе моле-

кулярных ДНК-маркеров позволяют 

обеспечить объективную характеристику 

генплазмы, провести идентификацию 

исходного материала и определить пер-

спективные гетерогенные образцы для 

использования в селекционных про-

граммах. Для проведения молекулярных 

исследований и объективной интерпре-

тации полученных результатов необхо-

димы образцы ДНК высокого качества: 

с неповрежденной структурой и очи-

щенные от примесей, ингибирующих 

амплификацию целевых фрагментов в 

полимеразной цепной реакции [1]. Пу-

тем экспериментальных исследований 

установлено, что существенное влияние 

на выход и качество образцов геномной 

ДНК оказывают не только морфологиче-

ские свойства растений (наличие проч-

ных клеточных оболочек), но также их 

физиологические и биохимические осо-

бенности, варьирующие в зависимости 

от видовой принадлежности, стадии он-

тогенеза, условий выращивания и даже 

типа используемой растительной ткани 

(семена, проростки, клубни, листья) [2; 

3; 4]. При всем многообразии методов и 

способов выделения ДНК, включая раз-

работанные для этих целей коммерче-

ские наборы реагентов, на сегодняшний 

день не существует универсальной про-

цедуры, одинаково эффективной для 

любого материала. Поэтому модифика-

ция или создание «собственных» прото-

колов в условиях конкретной лаборато-

рии, с учетом специфики объекта иссле-

дований и возможностей для снижения 

стоимости и максимальной безопасности 
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применяемой процедуры, является акту-

альной задачей. В оптимальных прото-

колах ДНК-экстракции должны соче-

таться рациональные приемы по перво-

начальной обработке образцов с целью 

нарушения целостности клеточных 

структур и применение активных реа-

гентов для осаждения нуклеиновых ки-

слот и удаления веществ, негативно 

влияющих на последующий ПЦР-анализ. 

Для лизиса клеточных стенок обычно 

используют разного рода детергенты. 

Наиболее распространенные буферы при 

работе с растительным материалом — на 

основе SDS (додецилсульфат натрия) 

или CTAB (цетилтриметиламмония бро-

мид) [5; 6; 7; 8]. Однако и после успеш-

ной гомогенизации растительной ткани 

получить качественные образцы ДНК 

сложно из-за присутствия в растворах 

белков, полисахаридов (клетчатка, в том 

числе целлюлоза клеточных стенок и 

крахмал), полифенолов (танины, лигни-

ны, флавоноиды) и других вторичных 

метаболитов, таких как алкалоиды и 

терпены, синтезируемые в ответ на 

стрессовые условия окружающей среды. 

Эти соединения трудноотделимы от 

препаратов нуклеиновых кислот и часто 

делают их непригодными для дальней-

шего использования [7; 8; 9].  

Полисахариды вызывают особые 

проблемы: они могут совместно осаж-

даться с ДНК во время экстракции с об-

разованием высоковязких растворов, что 

затрудняет электрофорезную разгонку и 

приводит к ошибочным показаниям при 

измерениях концентрации образцов 

спектрометрическим методом [7; 10; 11]. 

Кроме того, полисахариды могут сни-

жать или подавлять активность ДНК-

полимеразы в ПЦР [12; 13]. Для удале-

ния полисахаридов применяют переоса-

ждение ДНК изопропанолом или добав-

ляют в растительный экстракт соли. Рас-

творы солей высокой концентрации, как 

и анионные детергенты в виде SDS, ис-

пользуют и для удаления белков. Они 

вызывают их быструю денатурацию и 

осаждают как нерастворимый комплекс 

вместе с полисахаридами [10; 11; 14]. 

Получению высококачественных препа-

ратов ДНК могут мешать и присутст-

вующие во многих растениях полифе-

нольные соединения, в основном флаво-

ноиды, фенолы и алкалоиды. Полифено-

лы при гомогенизации тканей вступают 

в реакции окисления, ковалентно связы-

ваются с белками и нуклеиновыми ки-

слотами, отрицательно влияют на каче-

ство и срок хранения полученных препа-

ратов; в их присутствии снижается ак-

тивность действия ферментов — катали-

заторов полимеразной цепной реакции 

[13]. Для очищения растворов ДНК от 

фенольных соединений обычно приме-

няют меркаптоэтанол или поливинил-

пирролидон (PVP) [14]. Еще одна рас-

пространенная проблема — это деграда-

ция ДНК, вызванная эндонуклеазами — 

металл-зависимыми ферментами, разру-

шающими нуклеиновые кислоты. Для 

связывания ионов металлов и инактива-

ции нуклеаз в экстракционный буфер 

включают хелатирующий агент в виде 

ЭДТА (этилендиаминтетрауксусная ки-

слота) [15].  

Лучше всего для выделения ДНК 

подходят молодые органы растений 

(ювенильные листочки, соцветия), так 

как они не накопили еще большого ко-

личества запасных веществ и вторичных 

метаболитов. Причем более высоким ка-

чеством, как правило, отличаются пре-

параты, полученные из листовой ткани. 

Для использования этого типа расти-
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тельной ткани разработано большинство 

известных на сегодняшний день прото-

колов ДНК-экстракции, в том числе из 

растений с высоким содержанием вто-

ричных метаболитов [9; 16; 17]. Широко 

используются и коммерческие наборы 

реагентов, так называемые KITы, кото-

рые сочетают высокую эффективность и 

безопасность использования — в их со-

став обычно не включают токсичные ор-

ганические растворители. Ограничи-

вающим фактором для широкого приме-

нения, особенно при необходимости 

масштабных экспериментов, является 

высокая стоимость KITов. Кроме того, 

коммерческие наборы, как правило, 

предназначены для выделения ДНК из 

свежей или замороженной листовой тка-

ни, что не всегда доступно по разным 

причинам, а размеры рекомендованных 

инструкцией навесок слишком малы для 

получения нужного количества ДНК из 

одного образца.  

С проблемами подобного рода мы 

столкнулись при оценке межсортового 

генетического разнообразия кормовых 

бобовых трав, в частности клевера луго-

вого и люцерны разных видов. Эти куль-

туры широко используются практически 

во всех регионах Российской Федерации 

в качестве источника высокоэнергетиче-

ских кормов для животных и важного 

компонента травосмесей для пастбищ; 

также они защищают почвы от эрозии и 

повышают их плодородие, накапливая 

до 120–150 кг биологического азота [18; 

19; 20]. Ценность бобовых трав для жи-

вотноводства обусловлена, в первую 

очередь, высоким содержанием в них 

белка, в состав которого входят все ос-

новные аминокислоты. Так, в 1 кг клеве-

ра лугового в ранние фазы развития (до 

бутонизации) содержится до 15–16% и 

более протеина в пересчете на сухое ве-

щество, а у люцерны этот показатель 

достигает 16–23% [19; 20]. В надземной 

части клевера содержатся углеводы, в 

том числе клетчатка (24–26% в период 

цветения), жиры (2,5–3,5%), включая 

ненасыщенные жирные кислоты, соли 

кальция и фосфора. Биологически ак-

тивные вещества представлены флаво-

ноидами (до 15 мг/г на СВ), витаминами 

(С, В, Е, Р и K), фитогормонами [21]. В 

химическом составе люцерны, наряду с 

белками (в среднем 20–24%), жирами 

(3,0–3,5%) и углеводами (более 20%), 

присутствуют жирные кислоты, эфирные 

масла, пектины, стероиды, витамины, а 

также ферменты и сапонины [19; 20]. 

Ценные кормовые и технологические 

свойства многолетних бобовых трав, оп-

ределяемые высоким содержанием бел-

ка, сахаров и биологически активных 

веществ, делают их сложным объектом 

для молекулярно-генетического анализа, 

препятствуя получению качественных 

препаратов ДНК, свободных от приме-

сей, ингибирующих ПЦР. При использо-

вании современных коммерческих набо-

ров реагентов возможность получить об-

разцы хорошего качества легко реализу-

ется на листовой ткани [23; 24], но на 

проростках эта задача, в большинстве 

случаев, является трудновыполнимой.  

В связи с этим цель настоящих ис-

следований заключалась в разработке 

рационального способа выделения ДНК 

(простого, надежного и относительно 

недорогого по стоимости) из проростков 

кормовых бобовых трав для последую-

щего ПЦР-анализа.  

Материалы и методы. Объектом 

исследований служили 15 районирован-

ных сортов клевера лугового (Trifolium 

pratense L.) и 18 — люцерны разных ви-
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дов: изменчивой, посевной и хмелевид-

ной (Medicago varia Mart., M. sativa L., 

M. lupulina L.) из коллекции генофонда 

кормовых культур ФНЦ «ВИК 

им. В. Р. Вильямса». Экспериментальная 

работа проводилась в лаборатории моле-

кулярно-генетических исследований. 

Образцы ДНК, выделенные модифици-

рованным способом, использовали при 

оценке внутрисортового и межсортового 

полиморфизма исследуемого материала 

с целью ДНК-идентификации и генети-

ческой паспортизации.  

От каждого сорта рандомно отбирали 

по 100 штук семян, стерилизовали в 

1,5%-ном растворе перманганата калия 

(KМnО4) и скарифицировали механиче-

ским способом для ускорения прораста-

ния зародыша. Проращивали семена на 

влажной фильтровальной бумаге в чаш-

ках Петри в течение семи дней. ДНК вы-

деляли из проростков с семядольными 

листочками без семенной оболочки, дос-

тигших размера 1,5 см. При изучении 

внутрисортового генетического поли-

морфизма использовали образцы ДНК 

индивидуальных генотипов (не менее 

10), а для межсортовой дифференциации 

формировали так называемый «балк-

образец» — суммарную навеску части 

растительной ткани 30 проростков от 

каждого сорта. В предварительных экс-

периментах испытано несколько прото-

колов ДНК-экстракции. Оптимальным 

по качеству и выходу ДНК при исполь-

зовании как единичного проростка, так и 

общей навески оказался модифициро-

ванный в условиях лаборатории прото-

кол на основе SDS-лизирующего буфера, 

описание которого приводится ниже. 

Растворы и реактивы для ДНК-

экстракции:  

SDS-экстракционный буфер (200 mM 

трис-HCl pH 7,5; 250 mM NaCl; 25 mM 

ЭДТА; 0,5% SDS); фермент РНКаза; 

5 М ацетат аммония; изопропанол, ох-

лажденный на льду; ЭДТА; 70%-ный 

этиловый спирт, TE буфер (0,1 М трис-

HCl, 1 мМ ЭДТА, рН 8,0).  

Протокол выделения ДНК из «балк-

образца» проростков:  

Определить индивидуальный объем 

SDS-лизирующего буфера на каждый 

образец, включающий набор проростков 

без семенной оболочки, из расчета 

300 мкл на 30 мг растительной ткани. 

Быстро растереть ткань в ступке с по-

мощью пестика, добавляя порционно 

буфер для лизиса. В пробирки типа Эп-

пендорф (1,5 мл) перенести 300 мкл рас-

тительного экстракта, добавить 3 мкл 

фермента РНКазы и инкубировать смесь 

в термостате при 60 ºС в течение одного 

часа. В охлажденные пробирки добавить 

по 100 мкл 5 М ацетата аммония, пере-

мешать на вортексе и центрифугировать 

5 мин при 13000 оборотах. Полученный 

супернатант с добавлением 300 мкл изо-

пропанола центрифугировать 5 мин при 

13000 оборотах. Слить верхнюю фрак-

цию, а к осадку добавить охлажденный 

70%-ный этиловый спирт и центрифуги-

ровать смесь в течение двух минут 

(13000 оборотов). Пробирки с промытым 

осадком подсушить до полного испаре-

ния спирта, а затем растворить в 50 мкл 

ТЕ буфера. Образцы ДНК можно ис-

пользовать для анализа сразу после вы-

деления или поместить для продолжи-

тельного хранения в морозильную каме-

ру (–20 ºС). 

Количественные и качественные по-

казатели полученных образцов ДНК 

оценивали методом электрофореза в 

1,5%-ном агарозном геле в трис-

ацетатном буфере, при напряжении 



 

 

 

34 

100 V в течение 30 минут, а также с по-

мощью спектрофотометра Nano Spectro-

photometer Nabi («MicroDigital», Корея) в 

диапазоне длин волн 220–350 нм. 

Эффективность применяемой проце-

дуры экстракции определяли при ис-

пользовании выделенной ДНК для гено-

типирования с разными типами молеку-

лярных маркеров: SSR, SRAP и PawS. 

Реакционная смесь объемом 20 мкл 

включала стандартные компоненты, ам-

плификация проходила в термоциклере 

T100 Thermal Cycler («Bio-Rad», США). 

Размер полученных ПЦР-продуктов 

оценивали в сравнении с маркерами мо-

лекулярной массы 20 bp DNA Ladder 

(«Takara BIO Inc.», Япония), 1 kb DNA 

Ladder («Bio-Rad», США) 100 bp DNA 

Ladder («СибЭнзим», Россия) после 

электрофореза в агарозном или полиак-

риламидном гелях. Для визуализации ре-

зультатов использовали систему гель-

документирования GelDoc XR Plus 

(«Bio-Rad», США) в комплекте с паке-

том оригинальных программ (Image Lab. 

Software). Статистическая обработка 

данных проводилась с помощью про-

грамм GelAnalyzer, Microsatellite toolkit 

(MStools v.3) и Pop Gene [25; 26].  

Результаты и их обсуждение. Пре-

имущество в качестве объекта для выде-

ления ДНК имеют обезвоженные образ-

цы и органы растений, например, в виде 

семян, которые доступны в любое время 

года, для сохранения не нуждаются в за-

морозке, при необходимости легко 

транспортируются на дальние расстоя-

ния [2; 15]. Мы использовали семена для 

получения проростков, из которых вы-

деляли ДНК при оценке генетического 

полиморфизма клевера лугового и лю-

церны. Исследования такого рода пред-

полагают анализ большого набора инди-

видуальных генотипов в составе каждого 

сорта, что является трудоемким, затрат-

ным по времени и дорогостоящим про-

цессом. Существенно сократить издерж-

ки позволяет метод формирования 

«балк-образцов» (balk sampling) [27; 28; 

29]. Это эффективный подход, основан-

ный на использовании суммарной навес-

ки части растительной ткани нескольких 

генотипов в одном образце, что позволя-

ет значительно снизить усилия и стои-

мость эксперимента, но является оправ-

данным лишь при условии, что выборка 

для анализа репрезентативна. Для пере-

крестноопыляющихся видов с высоким 

уровнем внутрипопуляционной измен-

чивости, к которым относится большин-

ство кормовых трав, репрезентативная 

выборка должна включать не менее 30–

50 растений от сорта или популяции. В 

этом случае существенно выше вероят-

ность учета редких аллелей, встречаю-

щихся в популяции с частотой менее 

10% [30; 31].  

В нашей работе анализируемый об-

разец состоял из 30 проростков, поэтому 

размер общей навески был достаточно 

большим — от 200 до 700 мг раститель-

ной ткани. Успешно применявшийся на-

ми ранее на ювенильных листочках кле-

вера лугового и люцерны коммерческий 

набор «ДНК-Экстран-3» (компания 

«Синтол», Россия) оказался малоэффек-

тивным при работе с проростками. Тех-

нические трудности возникли уже на 

этапе формирования суммарной навески 

от сорта, так как ее масса значительно 

превышала рекомендуемый производи-

телем объем 10–30 мг свежей или замо-

роженной растительной ткани. Для вы-

полнения регламента протокола прихо-

дилось нарезать небольшие фрагменты 

ткани из средней части гипокотиля каж-
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дого проростка. В результате процесс 

подготовки материала усложнялся, тре-

бовал большего времени и средств на 

стерилизацию вспомогательных инстру-

ментов. Но и в этом случае не удавалось 

получить ДНК нужного качества для 

большинства образцов; существенные 

различия наблюдались и по выходу про-

дукта, а для некоторых сортов он просто 

отсутствовал. Очевидно, активность и 

концентрация лизирующего буфера бы-

ли недостаточными для извлечения не-

обходимого количества ДНК из большой 

по массе выборки проростков. При этом 

существенно увеличивать объемы реа-

гентов для гомогенизации нецелесооб-

разно по экономическим соображениям. 

Применение указанного способа для вы-

деления ДНК из индивидуальных гено-

типов сорта (единичный проросток) 

также не дало положительного эффекта. 

Как правило, целевого продукта на вы-

ходе не получали, несмотря на высокое 

содержание нуклеиновых кислот на еди-

ницу площади в молодых, делящихся 

клетках проростков. Видимо, высокая 

обводненность данного типа раститель-

ной ткани (содержание воды до 92,85%) 

препятствовала получению препарата 

ДНК достаточной концентрации.  

Попытки использования других, ши-

роко распространенных методик на про-

ростках бобовых трав также не увенча-

лись успехом. Так, низкой эффективно-

стью отмечен экспресс-метод Эдвардса 

с соавторами [32], с помощью которого 

ранее удавалось выделить ДНК удовле-

творительного качества из листовой 

ткани. В экстрактах, полученных этим 

способом из смеси проростков, наблю-

дался осадок светло-зеленого или ко-

ричневатого цвета, что свидетельствова-

ло о недостаточной очистке от примесей 

хлорофилла и других пигментов 

(рис. 1.2), а это зачастую приводит к ин-

гибированию ПЦР и сокращению срока 

хранения полученных образцов. На 

электрофореграмме ДНК выглядела в 

виде размытой полосы со шлейфом де-

градированных молекул и наличием 

РНК в нижней части лунок агарозного 

геля (см. рис. 1.5).  

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рис. 1. Сравнительная оценка способов выделения ДНК из «балк-образцов»  

проростков растений люцерны сортов Мира, Селена, Нижегородская 

Растворы ДНК в TE-буфере (1, 2, 3) и электрофореграммы (4, 5, 6) ДНК-проб, полученных  

методами: на основе SDS-лизирующего буфера, Эдвардса и CTAB соответственно.  

М — молекулярный маркер (100 bp DNA Ladder). 

 

Лучшим качеством, по сравнению с 

методом Эдвардса, отличались препара-

ты ДНК, полученные CTAB-методом 

(см. рис. 1.3, 1.6), на что указывали ре-
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зультаты электрофореза и спектрофото-

метрических измерений. К примеру, чис-

тота «балк-образцов» люцерны была до-

пустимой для последующих молекуляр-

ных исследований, однако выход про-

дукта практически во всех случаях был 

меньшим, чем при использовании разра-

ботанного нами способа, и, зачастую, не-

достаточным для использования ДНК-

матрицы в ПЦР-анализе (табл. 1, рис. 2).  

 
1. Показатели чистоты ДНК, выделенной из «балк-образцов» 

проростков люцерны различными методами 

 

«Балк-образец» ДНК 
Оптическая плотность раствора при соотношении длины волны  

260/280 260/230 

метод на основе SDS-лизирующего буфера 

Сорт Мира 1,95 1,91 

Сорт Селена 1,93 2,23 

Сорт Нижегородская 1,84 2,18 

CTAB-метод 

Сорт Мира 1,91 1,62 

Сорт Селена 1,88 1,68 

Сорт Нижегородская 1,79 2,25 

 

 

Рис. 2. Диаграммы, иллюстрирующие различия в концентрации геномной ДНК,  

выделенной различными методами из «балк-образцов» проростков люцерны 

Сорта: Мира, Селена, Нижегородская 

1 — новый метод на основе SDS-лизирующего буфера; 2 — CTAB-метод 

 

Можно предположить, что низкие 

показатели концентрации полученной 

ДНК обусловлены действием цетилтри-

метиламмония бромида — детергента 
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высокой ионной силы, способного не 

только эффективно осаждать полисаха-

риды, но и растворять нуклеиновые ки-

слоты, что особенно проявилось на мо-

лодой ткани проростков. Кроме того, к 

недостаткам метода следует отнести ис-

пользование меркаптоэтанола — обяза-

тельного компонента CTAB-буфера, а в 

модифицированных вариантах — поли-

винилпирролидона (PVP) с последую-

щей хлороформной очисткой растворов. 

Эти реагенты небезопасны для здоровья 

и требуют специальных мер защиты пер-

сонала.  

Таким образом, предварительные ис-

следования показали, что используемые 

классические методы и коммерческий 

набор реагентов недостаточно эффек-

тивно влияют на ткани проростков и не-

обходимо оптимизировать процедуру с 

учетом особенностей этого типа расти-

тельной ткани.  

После серии экспериментов в усло-

виях лаборатории разработан протокол 

выделения ДНК на основе SDS-

экстракционного буфера с внесением 

ряда существенных модификаций. SDS-

буфер для извлечения ДНК с последую-

щей очисткой экстрактов органическими 

растворителями впервые предложен Kir-

by и Cook [33]. Общеизвестное название 

метода — фенол-хлороформная экстрак-

ция. Впоследствии этот способ с некото-

рыми изменениями применяли Dellaporta 

с соавторами [5], известны также его 

многочисленные модификации. Присут-

ствие SDS в буфере позволяет решить 

несколько практически значимых задач: 

облегчает солюбилизацию клеточных 

мембран, способствует быстрой денату-

рации протеинов, вызывает инактива-

цию агрессивных экзо- и эндонуклеаз, 

высвобождающихся в раствор на стадии 

лизиса клеток и расщепляющих свобод-

ные нуклеиновые кислоты.  

В наших экспериментах включение 

каждого реагента или этапа в процедуру 

ДНК-экстракции рассматривалось с по-

зиции целесообразности их применения 

на конкретном объекте — ткань проро-

стков. В частности, большинство суще-

ствующих методик и протоколов реко-

мендуют проводить гомогенизацию с 

добавлением жидкого азота для быстро-

го разрушения клеточных стенок до на-

чала деструктивного действия внутри-

клеточных нуклеаз [34; 35]. Специфиче-

ская структура проростков позволяла 

легко растереть ткань в ступке при по-

мощи пестика и получить однородную 

суспензию без дополнительного охлаж-

дения.  

Известно, что растения разных родов 

и семейств на стадии проростков суще-

ственно отличаются по биохимическому 

составу от представителей этих же так-

сонов, но более поздних фаз развития, 

что отражается на качестве полученной 

из них ДНК и результатах последующе-

го молекулярного анализа [7; 36]. Про-

ростки клевера лугового и люцерны, как 

и надземная часть растений, богаты бел-

ками (в люцерне — до 4 г на 100 г СВ) 

[20; 37], но представлены они, в основ-

ном, полипептидами и свободными ами-

нокислотами. Для удаления белковых 

соединений из экстрактов проростков 

нам не потребовалось включать в буфер 

меркаптоэтанол, который разрушает ди-

сульфидные мостики с нарушением их 

третичной и четвертичной структуры, 

или токсичные хлороформ и фенол, как 

предлагается в большой части известных 

протоколов [35]. В качестве коагулянта 

белков мы выбрали ацетат аммония, по-

скольку этот реагент является дешевым, 
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простым в подготовке и использовании; 

единственный его недостаток — высокая 

гигроскопичность.  

Общее содержание углеводов в тка-

нях проростков достаточно высокое (в 

среднем свыше 2 г на 100 г сухого веще-

ства), но во время процессов прораста-

ния из семени сложные сахара распада-

ются на олиго- и моносахариды. Авторы 

многих исследований рекомендуют из-

бавляться от присутствующих в раство-

рах полисахаридов с помощью высоко-

концентрированной соли хлорида на-

трия. Хлорид натрия увеличивает общую 

концентрацию растворенных веществ в 

клетках, улучшает качество выделенной 

ДНК, но при слишком высоком содер-

жании способен ингибировать ПЦР [38; 

39]. Кроме того, в присутствии высоких 

концентраций солей и спирта углеводы 

могут осаждаться вместе с ДНК, загряз-

няя образцы. В связи с этим в нашем 

протоколе использовался хлорид натрия 

с концентрацией 250 mM вместо реко-

мендуемой многими исследователями 

6 М [2], что, однако, не снижало качест-

ва полученных препаратов. Вероятно, 

более простая структура полисахаридов 

в проростках препятствует образованию 

трудноразделяемых комплексов с белка-

ми и нуклеиновыми кислотами, что впо-

следствии позволяет легко удалить их из 

растительных экстрактов.  

Поскольку молодые ткани растений 

отличаются высоким содержанием нук-

леиновых кислот, в том числе РНК, в 

протокол была включена процедура по 

ее разрушению. Минимальное количест-

во дорогостоящего фермента РНКазы 

(3 мкл) мы компенсировали увеличением 

до одного часа времени инкубации рас-

твора в термостате при +60 ºС. Этого 

времени оказалось достаточно для де-

градации РНК, что подтвердили резуль-

таты электрофореза. Использование изо-

пропанола вместо этанола для осажде-

ния ДНК и однократное промывание 

растворов 70%-ным этиловым спиртом 

(в большинстве протоколов предусмот-

рено два цикла этой процедуры) позво-

лило упростить и удешевить применяе-

мую методику, что важно при широко-

масштабном анализе.  

В семенных побегах бобовых трав 

присутствуют и вторичные метаболиты в 

виде дубильных веществ и флавоноидов, 

но их количество значительно ниже, чем 

накапливается в тканях взрослого расте-

ния. В результате только за счет исполь-

зования SDS, а также добавления солей 

(250 mM хлорид натрия и 5 М ацетат 

аммония) нам удалось получить раство-

ры ДНК, свободные от полифенолов, 

полисахаридов и белковых соединений. 

Причем такой результат достигнут без 

применения токсичных органических 

растворителей. Раствор ДНК в TE-

буфере на заключительной стадии про-

цедуры был светлым, прозрачным, без 

видимой окраски. Электрофорез в 1,6%-

ном агарозном геле показал, что ДНК 

практически всех образцов светилась в 

виде довольно компактной полосы, что 

свидетельствовало о ее малой фрагмен-

тации (см. рис. 1.1, 1.4).  

Путем экспериментальных исследо-

ваний установлено, что выход ДНК за-

висит от видовой принадлежности, воз-

раста и части растения, условий и сроков 

хранения материала, тщательности про-

цедуры гомогенизации. Концентрацию 

препаратов определяли с помощью спек-

трофотометра по стандартной методике 

в одной–трех повторностях. Этот пока-

затель варьировал в зависимости от 

культуры, сорта и массы навески. Как и 
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следовало ожидать, меньшим выходом 

ДНК отличались образцы из одного ин-

дивидуального генотипа (проростка), в 

сравнении с суммарной навеской из 30 

проростков. Количество продукта, полу-

ченного предлагаемым способом, было 

довольно высоким: для сортов люцерны 

эти показатели варьировали от 33 до 

137 нг/мкл, для клевера лугового они  

находились в диапазоне от 38 до 

92,6 нг/мкл. Для оценки степени чистоты 

ДНК-проб от примесей в виде белков и 

полисахаридов измеряли оптическую 

плотность растворов при длинах волн 

260, 280 и 230 нм. При использовании 

проростков клевера лугового показатель 

соотношения 260/280 в среднем состав-

лял 1,8, а для люцерны — 2,1, что указы-

вало на незначительную контаминацию 

и приемлемую для ПЦР-анализа чистоту 

образцов.  

Таким образом, с применением ука-

занных модификаций к SDS-методу нам 

удалось получить тотальную геномную 

ДНК с хорошим выходом, достаточно 

очищенную от протеинов и полифе-

нол/полисахаридных компонентов, при-

чем не только из «балк-образцов», но 

также проростков отдельных генотипов 

в составе сорта.  

Из практического опыта и литера-

турных источников известно, что недос-

таточно высокое качество ДНК-проб 

может привести к проблемам с выходом 

ПЦР-продуктов и воспроизводимостью 

результатов последующего анализа. 

Чтобы проверить надежность модифи-

цированного метода и функциональ-

ность полученных препаратов ДНК, их 

использовали для генотипирования с 

разными типами молекулярных марке-

ров.  

Микросателлитный анализ с помо-

щью SSR-маркеров (simple sequence re-

peats) показал стабильную и воспроизво-

димую амплификацию эксперименталь-

ных образцов в двух–трех повторностях. 

Выход и качество полученных продуктов 

ПЦР были достаточно высокими, как при 

оценке внутрисортового генетического 

полиморфизма (ДНК из индивидуальных 

проростков), так и при анализе межсор-

товых различий (ДНК из суммарной на-

вески ткани нескольких генотипов). На 

электрофореграммах наблюдали отчет-

ливые ампликоны высокой интенсивно-

сти свечения с отсутствием шмеров, ко-

торые могут появляться в результате 

действия каких-либо ингибиторов поли-

меразной цепной реакции. При анализе 

клевера лугового и люцерны разных ви-

дов амплификация проходила с большей 

частью из 45 испытанных пар праймеров, 

разработанных для этой культуры на ос-

нове экспрессирующихся последова-

тельностей генома (Expressed Sequence 

Tag, EST) и представленных в базе дан-

ных Red Clover Marker Database [40]. 

Однако информативными (выявляющи-

ми межсортовой ДНК-полиморфизм) 

оказались всего восемь маркеров для 

клевера и пять для люцерны. Видимо, 

умеренная степень полиморфизма 

(28,8%) обусловлена близкородственным 

происхождением изучаемого сортового 

материала (оригинатор большинства сор-

тов — ФНЦ «ВИК им. В.Р. Вильямса»). 

Пример амплификации образцов ДНК, 

полученных вышеописанным способом, 

приведен на рисунке 3.1.  

Выделенная ДНК оказалась пригод-

ной и для анализа с использованием 

SRAP-маркеров (sequence-related ampli-

fied polymorphism).  

 



 

 

 

40 

 

Рис. 3. ДНК-профили сортов клевера лугового с различными типами  

молекулярных маркеров 

1) — амплификация с праймерами к SSR-маркеру RCS 5600; 2) — амплификация  

с комбинацией праймеров к SRAP-маркерам F9 и R9; 3) — амплификация с парой  

праймеров к REMAP-маркерам PawS11 + MS17.  

1–6 сорта: Трио, Ветеран, Памяти Лисицына, Трифон, Пеликан, Атлант.  

К — отрицательный контроль (вода), М — маркеры молекулярной массы. 

 

Эта маркерная система основана на 

амплификации интрон-экзонных участ-

ков генома исследуемого организма или 

так называемых открытых рамок считы-

вания (Open Reading Frame, ORF) [41]. 

Вариабельность продуктов ПЦР дости-

гается за счет использования обратного 

праймера, нацеленного на некодирую-

щую область генома, обладающую низ-

кой консервативностью. В нашей работе 

18 «балк-образцов» геномной ДНК сор-

тов люцерны отечественной селекции 

успешно амплифицировались в реакциях 

с 25 комбинациями SRAP-праймеров 

[42]. Из них выделены семь информа-

тивных, которые генерировали 129 от-

четливых и воспроизводимых ПЦР-

продуктов длиной от 50 до 708 пар нук-

леотидов (см. рис. 3.2). В среднем на од-

ну праймерную пару получено 18,4 ам-

пликона, средний уровень полиморфиз-

ма составил 31,7%. На основании полу-

ченных результатов была проведена 

оценка филогенетических отношений 

между изучаемыми видами и сортами 

люцерны и составлены их молекулярно-

генетические формулы. Качество экспе-

риментальных образцов геномной ДНК 

оказалось достаточно высоким для ПЦР-

анализа с использованием SRAP-

системы маркирования. 

Возможности метода дополнительно 

оценили при амплификации REMAP-

маркерами (retrotransposon-microsatellite 

amplification polymorphism). Данный ме-

тод основан на полиморфизме рет-

ротранспозонов — мобильных элементов 

генома. При взаимодействии пары прай-

меров, один из которых разработан к по-

следовательностям ретротранспозонов 

(PawS-маркеры), а другой — к микроса-

теллитам из двух, трех или четырех ос-

нований (SSR-маркеры), получают хо-

рошо воспроизводимые спектры ПЦР-

продуктов [43]. Методы анализа с марке-

рами на основе ретротранспозонов тре-

буют наличия качественных препаратов 

ДНК — с высокой молекулярной массой, 
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свободных от примесей РНК, протеинов 

и фенолов, имеющих достаточную кон-

центрацию (до 100 нг/мкл) [44; 45]. Об-

разцы ДНК, выделенные из проростков 

клевера лугового и люцерны модифици-

рованным SDS-методом, успешно ам-

плифицировались в ПЦР с REMAP-

маркерами с получением полиморфных 

воспроизводимых ампликонов размером 

от 170 до 800 п.н. (см. рис. 3.3).  

Таким образом, результаты прове-

денных исследований свидетельствуют 

об эффективности предложенного спосо-

ба ДНК-экстракции, поскольку качество 

препаратов оказалось достаточно высо-

ким для ПЦР с разными типами молеку-

лярных маркеров. Ценным для практиче-

ского применения преимуществом этой 

методики является возможность исполь-

зования экстракта, оставшегося после 

лизиса растительных клеток, для повтор-

ного получения ДНК. Мы использовали 

лизаты, хранящиеся в морозильной ка-

мере при –20 ºC в течение восьми меся-

цев и более, когда возникала потребность 

в дополнительных количествах ДНК для 

анализа. Это избавляет от необходимо-

сти подготовки и взятия новых проб 

биоматериала и существенно сокращает 

продолжительность процедуры за счет 

исключения этапов гомогенизации и ли-

зиса растительной ткани. При этом вы-

ход продукта был в среднем выше по 

сравнению с образцами, выделенными из 

недавно выращенных проростков.  

Эффективность метода мы испытали 

также в серии экспериментов по ДНК-

экстракции из проростков вики посевной 

и козлятника восточного, многолетних 

злаковых трав разных видов, кормовых 

капустных (рапс, сурепица) и овощных 

культур. Выход ДНК варьировал у об-

разцов вики в диапазоне от 71,7 до 

188,8 нг/мкл, оптическая плотность рас-

творов при соотношении длин волн 

A260/280 менялась от 1,79 до 1,91, а при 

A260/230 — от 1,5 до 2,9, что указывало 

на достаточно высокую степень чистоты, 

отсутствие примесей белков и полисаха-

ридов. Для козлятника восточного сред-

ний показатель по выходу ДНК состав-

лял 53 нг/мкл, по соотношению длин 

волн A260/280 — 1,9. Полученные пре-

параты успешно амплифицировались в 

ПЦР с использованием SSR- и SRAP-

маркеров. Электрофореграммы нативной 

ДНК и результаты спектрофотометрии 

представлены на рисунке 4 и в таблице 2.  

 

Рис. 4. Образцы геномной ДНК, выделенной модифицированным методом  

на основе SDS-буфера из проростков растений разных семейств, видов и сортов 

1) — рапс озимый: 1–5 — «балк-образцы» сортов: Северянин, Столичный, ВИК 2, Норд, Лауреат;  

2) — злаковые травы разных видов: 1–5 — райграс пастбищный Карат, овсяница красная Дипа,  

тимофеевка луговая ВИК 911, тимофеевка луговая ВИК 85, райграс однолетний Рапид;  

3) — «балк-образцы» ДНК овощных культур разных сортов: 1–5 — петрушка, огурец, свекла,  

томат, картофель. 
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2. Выход и чистота образцов геномной ДНК, выделенной из «балк-образцов»  

проростков растений разных семейств, видов и сортов 

 

Культура 
Выход ДНК 

(концентрация, нг/мкл) 

Чистота ДНК 

(соотношение 260/280) 

 Рапс (озимый)  

Сорт Северянин 159,3 2,13 

Сорт Столичный 102,5 2,11 

Сорт ВИК 2 160,7 1,98 

Сорт Норд 156,5 1,96 

Сорт Лауреат 96,9 1,97 

 Злаковые травы  

Райграс пастбищный Карат 346,4 1,95 

Тимофеевка луговая ВИК 911 210,9 1,92 

Овсяница красная Дипа 274,4 1,93 

Тимофеевка луговая ВИК 85 239,3 1,92 

Райграс однолетний Рапид 353,8 1,97 

 Овощные культуры  

Петрушка 51,3 1,92 

Огурец 98,0 2,03 

Свекла столовая 75,4 1,94 

Томат 54,2 1,99 

Картофель 22,5 2,05 

 

Продолжительность процедуры ДНК- 

экстракции составляет чуть более двух 

часов на получение 12 образцов, при за-

тратах порядка 13 рублей на один обра-

зец в ценах 2020 г.  

Заключение. Проведенные исследо-

вания позволяют сделать вывод, что мо-

дифицированный протокол на основе 

SDS-лизирующего буфера подходит для 

выделения чистой ДНК из проростков 

растений разных видов и семейств, о чем 

свидетельствуют результаты электрофо-

реза, количественные показатели спек-

трофотометрических измерений и дан-

ные ПЦР-анализа. Оптимизация способа 

позволила получить ДНК-пробы без 

признаков деградации и примесей из 

растений, богатых полифенолами, поли-

сахаридами, эфирными маслами. Метод 

является относительно низкозатратным, 

избавляет от необходимости работы с 

токсичными веществами — хлорофор-

мом, фенолом, изоамиловым спиртом и 

меркаптоэтанолом, дает возможность 

проведения молекулярно-генетических 

исследований в любое время года. Ис-

ключена многоступенчатость процедуры 

ДНК-экстракции за счет сокращения 

этапов дополнительной очистки и про-

мывания растворов. Это позволяет 

уменьшить расход пробирок и одноразо-

вых наконечников при каждом выделе-

нии и снижает риск механического по-

вреждения молекул в результате много-

кратного пипетирования. Расход экс-

тракционного буфера может быть увели-

чен или уменьшен с учетом объема дос-

тупного материала и требуемого количе-

ства ДНК для исследований.  

При использовании препаратов ДНК 

в ПЦР-анализе получены, в большинстве 

случаев, информативные электрофоре-
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граммы, на основании которых проведе-

на видовая и сортовая дифференциация 

изучаемых кормовых культур.  

Модифицированный метод отличает-

ся простотой выполнения и оперативно-

стью, позволяет избежать зависимости 

от дорогостоящих коммерческих набо-

ров реагентов, поэтому может найти 

практическое применение для анализа 

большого количества проб. 

Несомненно, протокол будет полез-

ным при изучении биоразнообразия и 

филогенетических отношений между 

растениями разных таксономических 

групп, при сортовой идентификации и 

оценке генетической чистоты партий 

семян в семеноводстве, для молекуляр-

ной диагностики и других задач, тре-

бующих быстрого анализа большой по-

пуляции. 
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