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Цель. С целью проведения идентификации сор-

тов растений проведена паспортизация сортов, 

сортообразцов и гибридов многолетних злако-

вых трав Alopecurus protensis, Agropyron crista-

tum, Lolium perenne, Lolium miltiflorum, Festuca 

protensis, Festuca arundinasea, hybrids Festulo-

lium. Методы. Селекцию многолетних трав 

проводили согласно методическим рекоменда-

циям. Для маркирования генотипов растений 

были отобраны мультилокусные праймеры, 

маркирующие ДНК, ассоциированную с коди-

рующими участками (Start Codon Targeted 

(SCoT) Polymorphism), мультилокусные прай-

меры, маркирующие произвольные (RAPD-

техника) и (ISSR-техника) участки ДНК. Ре-

зультаты. Для генотипирования сортообразцов 

многолетних злаковых трав  было отобрано 9 

RAPD-праймеров и 15 ISSR-праймеров. Обе 

ПЦР техники позволили выявить достаточный 

уровень полиморфизма у исследуемых образ-

цов. Выводы. На основании полученных муль-

тилокусных RAPD/ISSR–спектров впервые со-

ставлено 24 генетических паспорта многолетних 

злаковых трав. 

Ключевые слова: многолетние злаковые травы, 

молекулярно-генетические паспорта, ДНК, 

ПЦР, RAPD/ISSR праймеры. 

 

Согласно современным положениям меж-

дународного союза селекционеров, а также за-

кону Республики Беларусь «О патентах на сорта 

растений», под сортом понимают группу расте-

ний в рамках низшего из известных ботаниче-

ских таксонов, которая может быть определена 

степенью проявления признаков, являющихся 

результатом реализации данного генотипа или 

комбинации генотипов, отличимую от любой 

другой группы растений степенью выраженно-

сти по крайней мере одного из этих признаков, 

и может рассматриваться как единое целое с 

точки зрения ее пригодности для воспроизвод-

ства в неизменном виде целых растений этой 

группы [1].  

Для успешной реализации селекционных 

программ большое значение имеет идентифика-

ция генотипов, поэтому паспортизация сортов, 

гибридов и исходных форм хозяйственно-

ценных культур в соответствии с международ-

ными нормами (ООС-тест) является актуальной 

задачей. Наряду с традиционным способом сор-

товой идентификации сельскохозяйственных 

культур по морфологическим признаком оценку 

сортовой принадлежности можно проводить с 

помощью ДНК-маркирования. ДНК-паспорта 

позволяют идентифицировать сорта и линии 

растений, контролировать генетическую чисто-

ту сортов, что способствует повышению качест-

ва селекционного процесса. 

В данной работе представлены исследо-

вания по паспортизации сортов, сортообразцов 

и гибридов многолетних злаковых трав: лисо-

хвоста лугового (Alopecurus pratensis), житняка 

гребенчатого (Agropyron cristatum), райграса 

пастбищного (Lolium perenne), райграса много-

цветкового (Lolium miltflorum), овсяницы луго-

вой (Festuca pratensis), овсяницы тростниковой 

(Festuca arundinacea) и гибридов фестулолиума 

(Festulolium). 

 

Материалы и методы 

Создание межродовых и межвидовых 

гибридов многолетних злаковых трав осуществ-

лялось методом эмбриокультуры из незрелой 

зерновки с доращиванием на искусственной пи-
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тательной среде. Селекцию многолетних трав 

проводили согласно методическим рекоменда-

циям Всероссийского института кормов им 

Вильямса В.Р. [2]. 

Препараты ДНК получали методом 

2×CTAB экстракции [4] с модификациями. Ка-

чественный и количественный анализ получен-

ных препаратов ДНК проводили спектрофото-

метрическим способом, определяя экстинкцию 

УФ-света на длинах волн 230 нм, 260 нм и 280 

нм (A230, A260 и A280 соответственно). 

Для маркирования включенных в иссле-

дование генотипов растений были отобраны 

мультилокусные праймеры, маркирующие ДНК, 

ассоциированную с кодирующими участками 

(Start Codon Targeted (SCoT) Polymorphism) [4–

5], мультилокусные праймеры, маркирующие 

произвольные (RAPD-техника) и (ISSR-техника) 

участки ДНК [6–7]. 

 

Результаты и обсуждения 

Для проведения молекулярно-генетичес-

кой паспортизации исследуемых таксонов были 

подобраны праймеры, обладающие достаточ-

ным полиморфизмом и имеющие воспроизво-

димую амплификационную активность. Для ге-

нотипирования сортообразцов многолетних зла-

ковых трав  было отобрано 9 RAPD-праймеров 

и 15 ISSR-праймеров (табл. 1).  

Все использованные в исследовании 

праймеры генерировали четкие, воспроизводи-

мые маркеры, набор которых для каждого ис-

следуемого таксона характеризовался уникаль-

ностью (рис. 1–3). 

 

               
                                             а                                                          б                   

Рис. 1. Электрофоретическое разделение продуктов амплификации тотальной ДНК праймером B 4: а) 

сортообразц 3/3; б) сорт Обский. 

 

 
                                    а                                                                   б                

Рис. 2. Электрофоретическое разделение продуктов амплификации тотальной ДНК трех сортообразцов 

(8.8, 10.13 и 13.17) житняка гребенчатого (Agropyron cristatum) с праймером: а) OPB–08; б) UBC–818. После 

номера сортообразца через дефис указан номер биологической повторности; Ladder – маркер молекулярного 

веса. 

 



 
 
 

ДНК паспортизация сортообразцов и гибридов многолетних злаковых трав 

ISSN 2415-3826 (Online), ISSN 2219-3782 (Print). Фактори експериментальної еволюції організмів 2018. Том 22 269 
 

Таблица 1. Праймеры, отобранные для генотипирования сортообразцов и гибридов многолет-

них злаковых трав 

№ праймер 5′→3′ nN обозначение Tm /°С 

для сортообразцов лисохвоста лугового (Alopecurus pratensis)  

ISSR 

1 IS3 
GAGAGAGAGAGAGAGAC 

(GA)8C 
17 C 54 

2 IS6 AGAGAGAGAGAGAGAGYT (AG)8(Y)T 18 F 54 

3 B4 
CACACACACACAGG 

(CA)6GG 
14 U 50 

4 UBC–810 GAGAGAGAGAGAGAGAT (GA)8T 17 I 54 

5 IS6 AGAGAGAGAGAGAGAGYT (AG)8(Y)T 18 F 54 

6 U840 GAGAGAGAGAGAGAGAYT (GA)8YT 18 G 56 

7 HB12 
CACCACCACGC 

(САС)3GC 
11 H 40 

для сортообразцов житняка гребенчатого (Agropyron cristatum) 

RAPD 

8 OPB–08 (B08) GTCCACACGG 10 70 34 

9 OPC–05 (C05) GATGACCGCC 10 70 34 

10 OPD–07 (D07) TTGGCACGGG 10 70 34 

11 OPP–09 (P09) GTGGTCCGCA 10 70 34 

ISSR 

12 UBC–807 (807) AGAGAGAGAGAGAGAGT 17 47 49,9 

13 UBC–808 (808) AGAGAGAGAGAGAGAGC 17 53 52,4 

14 UBC–812 (812) GAGAGAGAGAGAGAGAA 17 47 49,9 

15 UBC–817 (818) CACACACACACACACAA 17 47 49,9 

16 UBC–818 (818) CACACACACACACACAG 18 53 52,4 

17 UBC–827 (827) ACACACACACACACACG 17 53 52,4 

18 UBC–836 (836) AGAGAGAGAGAGAGAGYA 17 44–50 
51,4–

53,8 

19 UBC–807 (807) AGAGAGAGAGAGAGAGT 17 47 49,9 

для гибридов фестулолиума (Festulolium)  

RAPD 

20 SCoT–01 CAACAATGGCTACCACCA 18 50 48,8 

21 SCoT–02 CAACAATGGCTACCACCC 18 56 49,9 

22 SCoT–20 ACCATGGCTACCACCGCG 18 67 57,0 

23 SCoT–23 CACCATGGCTACCACCAG 18 61 52,1 

24 SCoT–31 CCATGGCTACCACCGCCT 18 67 56,7 

Примечания: 5′→3′ – нуклеотидная последовательность праймера; nN – количество нуклеотидов; %GT – 

процент G+T оснований; Tm – температура отжига праймера с учетом концентрации солей. 

 

Для сортообразцов лисохвоста лугового 

максимальное количество локусов 

(ДНК-маркеров) 17 было идентифицировано с 

помощью праймера UBC–810, минимальное – 7 

с использованием праймеров IS3 и IS6. Всего 

было идентифицировано 340 локусов (ДНК-

маркеров). Из всего пула маркеров 282 маркера 

являлись полиморфными. Это позволило вы-

явить высокий уровень полиморфизма у иссле-

дуемых сортообразцов лисохвоста лугового – в 

среднем 82,94 %. 
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Рис. 3. Электрофоретическое разделение продуктов амплификации тотальной ДНК гибридов фестуло-

лиума (Festulolium) с праймером SCoT–23. 

 

Для сортообразцов житняка гребенчатого 

(Agropyron cristatum) максимальное количество 

локусов 19 было идентифицировано с помощью 

праймера UBC–827, минимальное – 7 с исполь-

зованием праймеров OPC–05 и UBC–836. В об-

щей сложности было идентифицировано 157 

локусов (ДНК-маркеров) – 52 для RAPD-ПЦР и 

105 для ISSR-ПЦР соответственно. Для каждого 

праймера был рассчитан показатель Rp, отра-

жающий разрешающую способность прайме-

ра [17]. Максимальной разрешающей способно-

стью обладал праймер UBC–817 (10,0), мини-

мальной – праймер UBC–836 (2,0). Из всего пу-

ла маркеров 104 маркера являлись полиморф-

ными. Обе ПЦР техники позволили выявить 

достаточный уровень полиморфизма у иссле-

дуемых сортообразцов рода житняк (Agropyron 

cristatum) – в среднем 66,24 %. Максимальный 

полиморфизм выявлен при использовании 

праймеров UBC–807 и UBC–808 (80,00 %), ми-

нимальный – 42,86 % при использовании прай-

мера UBC–836. 

Для генотипов фестулолиума и райграса 

пастбищного максимальное количество локусов 

– 17 было идентифицировано с помощью прай-

мера SCoT–02, минимальное – 12 с использова-

нием праймера SCoT–23. Всего было иденти-

фицировано 73 локуса, 69 маркеров являлись 

полиморфными. Примененная маркерная сис-

тема позволила выявить достаточно высокий 

уровень полиморфизма у исследуемых геноти-

пов фестулолиума и райграсов – в среднем 

94,52 %. Максимальный полиморфизм выявлен 

при использовании праймера SCoT–31 

(100,00 %), минимальный – 91,67 % при исполь-

зовании праймера SCoT–23. 

На основании полученных мультилокус-

ных RAPD/ISSR-спектров и SCoT-спектров для 

исследованных образцов составлены генетиче-

ские паспорта (табл. 2–4):  

 

 

Таблица 2. Мультилокусный генетический паспорт Alopecurus pratensis L., сорт Обский 

Праймеры Маркеры 

ISSR 

IS3 ( C) 5С917 
7С854  

4С780 
5С740 

8С612 
7С555 

4С513  
6С450 

10С390 
5С373 

7С336 
10С277  

UBC–810 (I)   4I1160 
5I1120  

7I985    
9I830 

6I680 
3I660 

8I625 
5I600 

6I480 
5I380 

4I331   

В4 (U) 5U1584  
8U1170 

9U880 
5U849 

5U800  
4U706 

4U640 
6U592 

4U551  
8U500 

6U490 0 
8U432  

6U377 
10U347  

5U195
 

IS6 (F)  F1250    F956  F760     F545 F505 F490 F308 

Н12 (Н) Н 1080 Н855 Н815 Н700 Н660 Н635 Н595 Н515 Н405 
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Таблица 3. Мультилокусный генетический паспорт сортообразца 10.13 житняк гребенчатого 

(Agropyron cristatum) 

Сортообразец 10.13 

Праймер Маркер 

RAPD 

OPB–08 (B08) B08505, B08565, B08670, B08705, B08910, B081165, B081275, B081355, B081515 

OPC–05 (C05) C05600, C05870, C05905, C051145, C051465, C051670 

OPD–07 (D07) D07435, D07515, D07605, D07645, D07770, D07830, D07955, D071225, D071545 

OPP–09 (P09) 
P09265, P09590, P09650, P09685, P09700, P09730, P09785, P09830, P09870, P091135, P091295, 

P091490 

ISSR 

UBC–807 (807) 807340, 807370, 807400, 807500, 807600 

UBC–808 (808) 808210, 808275, 808290, 808305, 808335, 808375, 808400, 808430, 808485, 808650, 808910 

UBC–812 (812) 812405, 812465, 812495, 812525, 812555, 812630, 812660, 812720, 812855, 8121000 

UBC–817 (817) 
817385, 817440, 817485, 817530, 817565, 817595, 817635, 817660, 817675, 817700, 817815, 

817890, 817985, 8171080 

UBC–818 (818) 
818320, 818375, 818410, 818440, 818470, 818495, 818510, 818555, 818635, 818665, 818765, 

818870, 818925 

UBC–827 (827) 
827305, 827390, 827405, 827420, 827475, 827505, 827535, 827555, 827580, 827640, 827670, 

827720, 827785, 827875 

UBC–836 (836) 836370, 836405, 836425, 836470, 836530 

 

Таблица 4. Мультилокусный генетический паспорт фестулолиума морфотипа овсяницы луго-

вой и овсяницы тростниковой 

 Festulolium морфотипа овсяницы луговой (01/0) 

Праймер Маркеры 

SCoT–01 (S01) S01135, S01185, S01205, S01365 

SCoT–02 (S02) S02150, S02185, S02300, S02380, S02510, S02640, S02830 

SCoT–20 (S20) S20120, S20265, S20320, S20385 

SCoT–23 (S23) S23190, S23275, S23310, S23345, S23420, S23455, S23690 

SCoT–31 (S31) S31155, S31175, S31230, S31260, S31305, S31350 

 

 Festulolium морфотипа овсяницы тростниковой (01/3) 

Праймер Маркеры 

SCoT–01 (S01) S01135, S01155, S01185, S01365, S01405, S01540 

SCoT–02 (S02) S02195, S02260, S02300, S02380, S02435, S02510, S02605 

SCoT–20 (S20) S20220, S20265, S20305, S20320, S20385, S20440, S20510 

SCoT–23 (S23) S23190, S23220, S23365, S23455, S23690 

SCoT–31 (S31) S31125, S31155, S31175, S31230, S31260, S31305, S31430 

 

Выводы 

На основании полученных мультилокус-

ных RAPD/ISSR–спектров впервые составлены 

генетические паспорта многолетних злаковых 

трав: 

лисохвост луговой (Alopecurus pran-

tensis): 3 сорта – Обский, Довский, Донской 20; 

6 сортообразцов – 1/5;1/8; 3/1; 3/2; 3/3; лк5. Пер-

спективный сортообразец 3/1 посеян на семен-

ном питомнике для прохождения яровизации и 

сбора семян для передачи в UE «Государствен-

ная инспекция по испытанию и охране сортов 

растений»; 

житняк гребенчатый (Agropyron crista-

tum): 3 перспективных сортообразца – № 8; 

№10 и №13. Высеяны на семенном питомнике 

Республиканского унитарного предприятия 

«Научно-практический центр НАН Беларуси по 

земледелию»; 

райграс многоцветковый (Lolium multif-

lorum L.) – 1 сорт; 

фестулолиум  морфотипа райграса 
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многоцветкового – 5 межродовых гибридов; 

фестулолиум  морфотипа райграса па-

стбищного – 2 межродовых гибрида; 

фестулолиум  морфотипаовсяницы лу-

говой – 1 межродовой гибрид; 

фестулолиум  морфотипа овсяницы 

тростниковой – 2 межродовых гибрида; 

Lolium multiflorum × Lolium  perenne – 1 

межвидовой гибрид. Работы по созданию и пас-

портиризации межродовых гибридов фестуло-

лиума (Festulolium) продолжаются. 
Работа проовдилась в рамках выполнения та-

ких Государственных программ: ГНТП «Агропром-

комплекс 2020», ГПНИ «Фундаментальные основы 

биотехнологии» и ГП «Наукоемкие технологии и 

техника». 
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DNA CERTIFICATION OF VARIETIES AND HYBRIDS OF PERENNIAL GRASS COPS 

Aim. The aim of this study was to carry out passportization of cultivars, varieties and hybrids of perennial grass crops: 

Alopecurus protensis, Agropyron cristatum, Lolium perenne, Lolium miltiflorum, Festuca protensis, Festuca arundina-

sea, hybrids Festulolium. Methods. The perennial grasses selection was carried out by embryo culture according to me-

thodical recommendations. For the molecular-genetic passportization of perennial grasses varieties the polymorphous 

primers have been selected – 9 RAPD primers and 15 ISSR primers. Results. Multilocus DNA labeling have allowed to 

differentiate all the genotypes being studied, to develop and to create the unique profiles for each of them and to calcu-

late the genetic distance of congeniality/distances. On the base of RAPD/ISSR, SCoT spectra the 14 molecular-genetic 

passports of perennial grass cops have been obtained for the first time. 

Keywords: grass crops, molecular-genetic passport, DNA, PCR, multipoint mapping RAPD/ISSR spectra. 
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ДНК ПАСПОРТИЗАЦІЯ СОРТОЗРАЗКІВ І ГІБРИДІВ БАГАТОРІЧНИХ ЗЛАКОВИХ ТРАВ  
Мета. З метою проведення ідентифікації сортів рослин проведена паспортизація сортів, сортозразків і гібридів 

багаторічних злакових трав: лисохвосту лучного (Alopecurus pratensis), житняка гребінчастого (Agropyron 

cristatum), райграсу пасовищного (Lolium perenne), райграсу багатоквіткового (Lolium miltflorum ), костриці лу-

чної (Festuca pratensis), костриці очеретяної (Festuca arundinacea) і гібриди фестулолиума (Festulolium). Мет-

ди. Селекція багаторічних трав проводили згідно з методичними рекомендаціями. Для маркування включених у 

дослідження генотипів рослин були відібрані мультилокусні  праймери, марковані ДНК, асоційовану з кодую-

чими ділянками (Start Codon Targeted (SCoT) Polymorphіsm), мультилокусні праймери, марковані довільні 

(RAPD-техніка) і (ISSR-техніка) ділянки ДНК. Результати. Для генотипування сортозразків багаторічних зла-

кових трав було відібрано 9 RAPD-праймера та 15 ISSR-праймерів. Обидві ПЛР техніки дозволили виявити 

достатній рівень поліморфізму у досліджуваних зразках. Висновки. На підставі отриманих мультилокусних 

RAPD/ISSR-спектрів вперше складено 24 генетичних паспорти багаторічних злакових трав  

Ключові слова: багаторічні злакові трави, молекулярно-генетичний паспорт, ДНК, полімеразна ланцюгова реак-

ція, мультилокусні праймери RAPD/ISSR. 
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