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Генетическая паспортизация — мощное дополнение к традиционным методам сортоис-

пытания и эффективный способ идентификации сортов сельскохозяйственных растений. В Рос-

сийской Федерации, как и во всем мире, переходят к внедрению современных ДНК-технологий в 

селекционные программы, в систему регистрации сортов и коммерческого распространения семян, 

однако в работе с кормовыми травами преобладают подходы, основанные на фенотипической 

оценке. Это снижает эффективность отбора, увеличивает сроки и затраты на выведение новых 

сортов, их регистрацию и правовую защиту. В представленной работе впервые проведена оценка 

генетического полиморфизма коллекции российских и зарубежных сортов клевера лугового с по-

мощью SSR- и SRAP-маркеров, выявлены сортоспецифичные ДНК-фрагменты для дифференци-

ации изучаемого материала, уникальность которых подтверждена секвенированием. На основе по-

лученных результатов для ряда российских сортов составлены эталонные генетические паспорта. 

Наша цель заключалась в разработке системы определения сортовой принадлежности и эталонных 

генетических паспортов на основе SSR- и SRAP-маркеров для российских сортов клевера лугового. 

Материалом служили семена 15 российских сортов клевера лугового (Trifolium pratense L.), полу-

ченные в ЦКП Биологические коллекции кормовых растений (ФНЦ ВИК им. В.Р. Вильямса) и 6 

образцов зарубежной селекции из Коллекции генетических ресурсов Всероссийского института ге-

нетических ресурсов растений им. Н.И. Вавилова. Геномную ДНК выделяли из суммарной навески 

части растительной ткани 30 7-суточных проростков от каждого сорта. Использовали базовый 

SDS-метод с модификациями. Количественные и качественные показатели полученных ДНК-проб 

определяли посредством электрофореза в агарозном геле, измерения концентрации и оценки чи-

стоты. Финальную концентрацию образов перед использованием в ПЦР доводили до 30 нг/мкл. 

Генотипирование выполняли с помощью 35 микросателлитных маркеров (база данных Red Clover 

Marker Database, http://marker.kazusa.or.jp/Red_clover) и 40 комбинаций праймеров к SRAP-мар-

керам. При анализе 12 сортов клевера лугового с использованием 35 SSR-маркеров было получено 

476 продуктов амплификации. Определены 8 пар микросателлитных (SSR) локуcов, идентифици-

рующих сорта в изучаемой выборке. Из 40 испытанных комбинаций праймеров, разработанных к 

SRAP-маркерам, выбрали 18 для анализа на расширенной коллекции из 16 российских и зарубеж-

ных сортов. С их использованием было выявлено 812 продуктов ПЦР, включая 85 полиморфных, 

что составило 10,5 %. Набор из 7 SRAP-маркеров можно использовать для определения сортовой 

принадлежности. Для верификации результатов уникальные для соответствующих сортов фраг-

менты ДНК были секвенированы. Аннотированные нуклеотидные последовательности, идентифи-

цирующие сорта Трифон, Марс, Топаз, Атлант, Тетраплоидный ВИК, Метеор, ВИК 77, депони-

рованы в международной базе генетических ресурсов GenBank NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). 

На основе данных ДНК-фингерпринтинга составлены молекулярно-генетические формулы, отоб-

ражающие аллельный состав микросателлитных локусов и полиморфизм интрон-экзонных участ-

ков генома, и разработаны 10 эталонных генетических паспортов для сортов клевера лугового 

российской селекции. 
 

Ключевые слова: кормовые культуры, генетическое разнообразие, SSR-маркеры, SRAP-

маркеры, ДНК-полиморфизм, генетическая паспортизация.  
 

Одно из важнейших направлений развития геномных биотехнологий 

в сельском хозяйстве Российской Федерации — разработка и применение 

методов ДНК-идентификации и генетической паспортизации селекцион-

ных достижений. Широкое использование этих подходов обеспечит повы-

шение эффективности регистрации новых сортов и защиты авторских прав 

селекционеров, поможет в борьбе с фальсификатом на рынке семян. На 

текущий момент оценка сортов на соответствие критериям ООС-теста (от-

                                                            
* Финансирование исследований осуществлялось из средств федерального бюджета на выполнение государ-

ственного задания (проект № 0442-2019-0001АААА-А19-119122590053-0).  

https://teacode.com/online/udc/63/633.32.html
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личимость, однородность и стабильность) основана на описании морфоло-

гических признаков. Однако это трудоемкий и затратный по времени про-

цесс, который требует соответствующего опыта, а в некоторых случаях — 

специальных условий для проведения испытаний (например, по яровизации 

ячменя и пшеницы) (1). Усложняет задачу и ограниченное число оценочных 

дескрипторов, которые к тому же подвержены влиянию условий окружаю-

щей среды. Это, в частности, признаки устойчивости к болезням, обяза-

тельные для оценки при сертификации некоторых сортов овощей (томаты) 

или время цветения для многих аутбридинговых видов (райграс) (2-4). Для 

ряда культур выявление признаков, определяющих оригинальность сорта, 

осложняется высокой степенью внутрипопуляционных вариаций или, напро-

тив, межвидового морфологического сходства (виды-двойники) (5, 6). По 

мере роста числа сортов сокращается генетическая база, поскольку селек-

ция, как правило, сосредоточена на некоторых наиболее важных агрономи-

ческих признаках, что затрудняет выявление различий на морфологической 

основе (7). При этом у многолетних видов проявление ряда признаков тре-

бует длительного времени и соответствующей стадии развития.  

Эффективность оценки может быть значительно повышена за счет 

интеграции в систему сортоиспытания методов, основанных на использо-

вании молекулярных ДНК-маркеров. Практически неограниченное коли-

чество таких маркеров и высокая степень выявляемого полиморфизма (вне 

зависимости от исследуемой части растений и условий окружающей среды) 

позволяют дифференцировать даже трудноразличимые сорта. С помощью 

ДНК-маркеров можно выявлять скрытую изменчивость, что повышает точ-

ность результатов и разрешающую способность анализа (8-10).  

Генетическая идентификация основана на определении комбинации 

аллелей конкретного гена, характерных для исследуемого организма. При 

наличии информативных и удобных методик полученные результаты можно 

легко документировать и разработать молекулярно-генетический паспорт 

сорта с указанием длины фрагментов ДНК в конкретных участках хромо-

сом. Паспорт позволяет определить уникальность образца и уровень гене-

тической изменчивости вида, оценить степень родства с известными сор-

тами и соответствие стандарту, провести анализ однородности семян.  

Методы, лежащие в основе создания генетических паспортов, ус-

пешно применяются не только в сортоиспытании, но и в селекции. Воз-

можность выделить ценные генотипы на начальной стадии развития рас-

тения сокращает продолжительность испытаний и повышает эффектив-

ность селекционного процесса, особенно в случаях, когда отбор по фено-

типу оказывается длительным и недостаточно надежным (11). Анализ по-

лиморфизма ДНК обеспечивает селекционеров информацией, которую мож-

но использовать для контроля результатов гибридизации, при подборе ро-

дительских форм для скрещиваний, для выявления источников генов, вли-

яющих на хозяйственно ценные признаки.  

Молекулярные маркеры, применяемые для оценки генетической из-

менчивости и идентификации линий, сортов и форм, должны отвечать 

определенным требованиям: быть высокополиморфными, воспроизводи-

мыми, равномерно распределяться по геному с охватом разных его обла-

стей. Наиболее часто с этой целью используют RFLP- (restriction fragment 

length polymorphism), RAPD- (random amplified polymorphic DNA), AFLP- 

(amplified fragment length polymorphism), SSR- (simple sequence repeats) мар-

керы, которые представляют собой анонимные фрагменты ДНК, отражаю-

щие полиморфизм в случайно выбранных участках генома (14, 15). 

Однако результаты оценки полиморфизма не всегда коррелируют с 
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известными морфологическими признаками. Для целей прикладной гене-

тики и селекции более рациональным считается анализ на основе функци-

ональных молекулярных маркеров, идентифицирующих изменения в транс-

крибируемых кодирующих последовательностях ДНК — генах (16-18). Ос-

новным ресурсом для разработки таких маркеров служат библиотеки EST 

(Expressed Sequence Tags — экспрессирующиеся целевые сиквенсы), в кото-

рых содержатся секвенированные фрагменты ДНК длиной 500-700 п.н. Для 

многих сельскохозяйственных культур в настоящее время созданы базы 

данных c информацией по EST-SSR-маркерам, разработанным на основе 

комплементарной ДНК (кДНК) (19, 20). SSR-маркеры позволяют выяв-

лять полиморфизм простых повторяющихся последовательностей ДНК (1-

10 п.н.), которые различаются по длине у некоторых образцов растений 

(21). На вариабельности этих областей генома основан и метод идентифи-

кации, предполагающий, что генотипы одного и того же сорта (если он 

достаточно выравненный) должны содержать аллели одинаковой длины.  

В последние годы для оценки генетического полиморфизма сортов 

и видов успешно применяется система SRAP-маркеров (sequence related am-

plified polymorphism), которые разработаны для амплификации фрагментов 

ДНК в интрон-экзонных участках гена (22). Преимущества маркеров этого 

типа — простота использования и статистической обработки, высокая ин-

формативность и стабильность результатов (значительно выше, чем при 

RAPD-маркировании). С помощью SRAP-метода легко обнаружить поли-

морфизм даже в близкородственном селекционном материале, поэтому он 

успешно используется для различения сортов разных культур (23-25).  

В России, как и во всем мире, переходят к использованию совре-

менных методов ДНК-анализа в селекционных программах, в системе ре-

гистрации новых сортов и коммерческого распространения семян. Разрабо-

таны генетические паспорта для ряда важных сельскохозяйственных куль-

тур, в основном продовольственного назначения — риса, пшеницы, свеклы, 

картофеля и др. (26-29). Менее изученными остаются кормовые травы, в 

работе с которыми преобладают подходы, основанные на фенотипической 

оценке. Это существенно снижает эффективность отбора исходного и се-

лекционного материала, увеличивает сроки создания новых сортов и за-

траты на их испытание и регистрацию. Решением проблемы станет разра-

ботка высокопроизводительной, относительно недорогой и не привязанной 

к морфологическим параметрам растения методики для анализа генетиче-

ской изменчивости сортов и форм на уровне ДНК.  

Из кормовых многолетних трав в регионах Нечерноземной зоны 

России наиболее распространен клевер луговой. Он используется не только 

в качестве ценного высокобелкового корма для животных, но и как отлич-

ный предшественник для других сельскохозяйственных культур, играет важ-

ную роль в биологизации земледелия (30). К настоящему времени усилиями 

российских селекционеров создано более 100 сортов этого вида. Примене-

ние современных методов молекулярного анализа расширяет возможности 

их надежной идентификации и правовой защиты, а также способствует 

ускорению процесса создания новых форм, высокоурожайных и устойчи-

вых к болезням.  

В представленной работе нами впервые проведена оценка генети-

ческого полиморфизма коллекции российских и зарубежных сортов кле-

вера лугового с помощью SSR- и SRAP-маркеров, выявлены сортоспеци-

фичные ДНК-фрагменты для дифференциации изучаемого материала, уни-

кальность которых подтверждена секвенированием. На основе полученных 
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результатов для ряда российских сортов составлены эталонные генетиче-

ские паспорта. 

Наша цель заключалась в разработке системы определения сортовой 

принадлежности и эталонных генетических паспортов на основе SSR- и 

SRAP-маркеров для российских сортов клевера лугового. 

Методика. Исследования выполнены в 2019-2021 годах в ФГБНУ Фе-

деральный научный центр кормопроизводства и агроэкологии им. В.Р. Ви-

льямса. Материалом служили семена 15 российских сортов клевера луго-

вого (Trifolium pratense L.), полученные в ЦКП Биологические коллекции 

кормовых растений (ФНЦ ВИК им. В.Р. Вильямса) и 6 образцов зарубеж-

ной селекции из Коллекции генетических ресурсов ВИР (ФИЦ Всероссий-

ский институт генетических ресурсов растений им. Н.И. Вавилова, г. Санкт-

Петербург).  

Геномную ДНК выделяли из суммарной навески части растительной 

ткани 7-суточных проростков, по 30 генотипов от каждого сорта (балк-об-

разец). Использовали базовый SDS-метод с модификациями (31). Количе-

ственные и качественные показатели полученных ДНК-проб определяли 

посредством электрофореза в агарозном геле и измерения концентрации и 

чистоты на спектрофотометре UV-vis Nabi («MicroDigital Co., Ltd.», Корея). 

Финальную концентрацию образов перед использованием в ПЦР доводили 

до 30 нг/мкл. Генотипирование выполняли с помощью 35 микросателлит-

ных маркеров, разработанных S. Sato с соавт. (32) при анализе структуры 

генома клевера лугового и размещенных в базе данных Red Clover Marker 

Database (http://marker.kazusa.or.jp/Red_clover), и 40 комбинаций праймеров 

к SRAP-маркерам (22, 33).  

В реакционной смеси для SSR-анализа объемом 15 мкл на 1 образец 

содержалось: 3 мкл 10½ ПЦР-буфера (Taq Turbo Buffer); 0,2 мкл полимеразы 

(Tag DNA Polymerase — 5 ед/мкл); 0,1 мкл каждого праймера (100 мкМ); 

1 мкл 50½ дНТФ (dNTP mix 10 mM each) и 1 мкл образца ДНК (30 нг/мкл). 

Все реагенты производства компании ООО «Евроген Лаб» (Россия). Ампли-

фикацию проводили в термоциклере T100 («Bio-Rad», США) по модифи-

цированной программе Touchdown PCR, включающей этап первоначальной 

денатурации 3 мин при 94 С и 3 этапа последовательного снижения тем-

пературы отжига праймеров на 2 С через каждые 3 цикла: 30 с при 94 С, 

30 с при 68 С (3 цикла); 30 с при 94 С, 30 с при 66 С (3 цикла); 30 с при 

94 С, 30 с при 64 С (3 цикла). В дальнейшем программа амплификации 

предусматривала этап элонгации цепи: 30 с при 94 С, 30 с при 62 С, 30 с 

при 72 С (3 цикла); 30 с при 94 С, 30 с при 60 С, 30 с при 72 С (3 цикла); 

30 с при 94 С, 30 с при 58 С, 30 с при 72 С (3 цикла). После этого 

температура гибридизации праймеров снижалась до оптимального значения 

55 С и сохранялась оставшиеся 30 циклов реакции: 30 с при 94 С, 30 с 

при 55 С, 30 с при 72 С. Заключительный этап элонгации цепи проходил 

10 мин при 72 С (32, 34). Воспроизводимость результатов проверяли по-

средством 3-кратной повторности экспериментов, включая использование 

в качестве матрицы балк-образцов ДНК, полученных из разных выборок 

проростков. 

Полученные ПЦР-продукты предварительно анализировали после 

электрофореза в 1,6 % агарозном геле (LE2, «Lonza», США) и детекции c 

помощью прибора GelDoc™ XR+ («Bio-Rad», США). Размер фрагментов 

определяли в сравнении с молекулярным маркером 100 bp GeneRuler DNA 

Ladder («Thermo Fisher Scientific», США) в программе ImageLab («Bio-Rad 

Lab., Inc.», США). Результаты анализа сводили в общую таблицу и выяв-
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ляли наличие сортоспецифичных аллелей по каждому маркеру.  

Для валидации природы и размеров уникальных для сорта аллелей 

ПЦР-продукты были клонированы с использованием вектора pAL2-T (ЗАО 

«Евроген», Россия) и секвенированы на генетическом анализаторе ABI 

PRISM 3130XL («Applied Biosystems, Inc.», США) с использованием набора 

Big Dye terminator v.3.1 cycle sequencing kit («Applied Biosystems, Inc.», США). 

Данные секвенирования анализировали с помощью программы Ugene (35), 

а затем выравнивали в алгоритме BLAST (Basic Local Alignment Search Tool, 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). В качестве референса использовали 

EST/геномные последовательности из базы данных Red Clover Marker Data-

base (http://marker.kazusa.or.jp/Red_clover).  

Для повышения точности определения длины всех фрагментов, вы-

явленных в ДНК-профиле сортов-кандидатов на паспортизацию, разраба-

тывали контрольные маркеры. По результатам электрофореза в 10 % акри-

ламидном геле (камера «BIO-RAD Tetra Cell», США) устанавливали раз-

меры аллелей образцов в сравнении с контрольным маркером.  

Состав компонентов реакционной смеси для большей части SRAP-

маркеров соответствовал предложенному H.B. Rhouma с соавт. (23), однако 

для успешной амплификации некоторых комбинаций праймеров пришлось 

оптимизировать содержание реагентов и программу ПЦР. Модифициро-

ванная смесь объемом 20 мкл на 1 образец состояла из 3 мкл 10½ ПЦР-

буфера (Taq Turbo Buffer); 0,5 мкл 50½ дНТФ; 0,1 мкл 100 мкМ праймера; 

0,4 мкл полимеразы (Tag DNA Polymerase, 5 ед/мкл); 1,0 мкл образца ДНК 

(30 нг/мкл). 

Амплификацию осуществляли на приборе T-100 Thermal Cycler 

(«Bio-Rad», США) при следующих условиях: начальная денатурация 4 мин 

при 94 С; 1 мин при 94 С, 1 мин при 35 С, 1 мин при 72 С (10 циклов); 

1 мин при 94 С, 1 мин при 50 С, 1 мин при 72 С (30 циклов); 5 мин при 

72 С (финальная элонгация). Размер амплифицированных фрагментов 

ДНК определяли после горизонтального электрофореза в сравнении с мо-

лекулярным маркером 1 kb (ООО «Евроген Лаб», Россия). Целевые (сорто-

специфичные) продукты ПЦР вырезали из агарозного геля и очищали на 

колонках, используя набор Сleanup Standart («Евроген», Россия), а затем 

очищенные ампликоны клонировали с помощью вектора pAL2-T («Евро-

ген», Россия) согласно инструкции производителя и секвенировали для 

установления первичной последовательности нуклеотидов. Результаты ана-

лиза сиквенсов в программах Ugene и BLAST (35) использовали для отбора 

SRAP-маркеров, идентифицирующих отдельные сорта.  

С помощью анализа главных координат (Principal Coordinate Analy-

sis, PCoA) и программного пакета GenAlEx (версия 6.2) (36) визуализиро-

вали генетические взаимосвязи между исследуемыми образцами.  

Результаты. Сорта клевера лугового, включенные в настоящее ис-

следование, приведены в таблице 1.  

1. Перечень сортов клевера лугового (Trifolium pratense L.), включенных в ис-

следование, и применяемая система маркирования  

Сорт 
Оригинатор (страна происхождения/ката-

ложный номер в коллекции ВИР) 

Год внесения  

в Госреестр 

Система мар-

кирования 

Ранний 2 ФНЦ ВИК им. В.Р. Вильямса  1995 SSR, SRAP 

Трифон ФАНЦ Северо-Востока им. Н.В. Рудницкого 2014 SSR, SRAP 

Памяти Лисицына ФНЦ Зернобобовых и крупяных культур;  

ФНЦ ВИК им. В.Р. Вильямса; Сибирский ФНЦ 

агробиотехнологий РАН  

2005 SSR, SRAP 

Пеликан ФНЦ Лубяных культур  1992 SSR, SRAP 
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Продолжение таблицы 1 

Трио ФАНЦ Северо-Востока им. Н.В. Рудницкого; 

ФНЦ ВИК им. В.Р. Вильямса  
1995 SSR, SRAP 

Ветеран ФНЦ ВИК им. В.Р. Вильямса 2011 SSR, SRAP 

Тетраплоидный ВИК ФНЦ ВИК им. В.Р. Вильямса  1973 SSR, SRAP 

Марс ФНЦ ВИК им. В.Р. Вильямса  1993 SSR 

ВИК 77 ФНЦ ВИК им. В.Р. Вильямса  2006 SSR 

Метеор Сибирский ФНЦ Агробиотехнологий РАН;  

ФНЦ ВИК им. В.Р. Вильямса 

2007 SSR 

Топаз ФНЦ ВИК им. В.Р. Вильямса;  

ООО Агрокомплекс-Н  

2000 SSR 

Атлант ФИЦ Тюменский научный центр РАН;  
Сибирский ФНЦ Агробиотехнологий РАН 

2007 SSR 

Алтын ФНЦ ВИК им. В.Р. Вильямса;  

ОНО Моршанская селекционная станция  

1999 SRAP 

ВИК 84 ФНЦ ВИК им. В.Р. Вильямса  1991 SRAP 

Воронежский ФНЦ ВИК им. В.Р. Вильямса  2015 SRAP 

Marathon К-48013 (Франция) – SRAP 

Freedom К-51532 (США) – SRAP 

Ganymed К-53648 (Чехия)  – SRAP 

Metis К-53792 (Дания) – SRAP 

Nemaro К-50958 (Германия) – SRAP 

Norlac К-51526 (Канада) – SRAP 

П р и м е ч а н и е. Прочерки означают, что сорт не внесен в Государственный реестр РФ. 

 

Для оценки генетического полиморфизма сортов клевера лугового 

необходима репрезентативная выборка генотипов (не менее 30-50 на обра-

зец), чтобы аккумулировать максимальное число маркеров, характерных для 

перекрестноопыляемых популяций с высоким уровнем гетерогенности. Су-

щественно снизить затраты труда, времени и финансовых средств в таких 

случаях позволяет использование для анализа суммарного образца ДНК от-

дельных генотипов (балк-стратегия) (37, 38). Ранее наши модификации 

SDS-метода выделения ДНК (39) позволили получить препараты хоро-

шего качества, пригодные для использования в ПЦР с разными типами 

маркеров, из общей навески, сформированной из высокообводненной тка-

ни 30 проростков каждого сорта (31).  

Основными критериями отбора микросателлитных локусов для 

настоящей работы служили число выявляемых аллелей, охват всех групп 

сцепления по расположению на хромосомах и небольшая длина получаемых 

ПЦР-фрагментов (100-300 п.н.). Все SSR-маркеры были представлены ди- 

и три-нуклеотидными повторами. Для определения степени однородности 

материала случайные выборки проростков сортов Ранний 2, Марс, Тетрап-

лоидный ВИК, Трифон (по 10 генотипов от каждого) были проанализиро-

ваны с использованием микросателлитных локусов RCS1307, RCS5600 и 

RCS5208. Выявлена достаточно высокая генетическая выравненность мате-

риала, что не характерно для перекрестноопыляемых культур с высоким 

уровнем гаметофитной самонесовместимости. В других исследованиях также 

сообщается о значительной степени ДНК-полиморфизма, выявленного 

внутри популяций клевера лугового с маркерами разных типов (RAPD, 

AFLP, SSR) — от 67,5 до 83,6 % (17, 38, 40). Видимо, в нашем случае на 

результаты повлияла ограниченность генетического материала, использо-

ванного в селекционных схемах (включенные в анализ образцы имели об-

щего оригинатора — ФНЦ ВИК им. В.Р. Вильямса). 

Общая схема исследования межсортового генетического полимор-

физма и разработки генетических паспортов клевера лугового представлена 

на рисунке 1. 

Для изучения межсортовой генетической изменчивости и последу-

ющей паспортизации с использованием 35 пар SSR-праймеров на 12 сор-

тах клевера лугового получили 476 продуктов амплификации, в среднем 
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по 13,6 аллеля на локус. Эти данные сопоставимы с результатами других 

исследований. Так, I. Radinovic с соавт. (41) при изучении 46 генотипов 

клевера лугового различного эколого-географического происхождения вы-

явили с помощью 14 SSR-маркеров 13,36 аллелей на локус в среднем. Ис-

следователи из Бразилии (42) генотипировали 57 образцов клевера лугового 

из Северной Америки и Европы и определили, что на каждый из 7 испы-

танных SSR-локусов приходилось в среднем по 9 аллелей.  
 

 

Рис 1. Схема ДНК-фингерпринтинга клевера лугового (Trifolium pratense L.) для генетической 

паспортизации: 1-9 — процедуры с применением SSR-маркеров, 1-6 — процедуры с использо-

ванием SRAP-маркеров; 1 — формирование суммарной навески проростков 30 генотипов каж-

дого сорта, 2 — выделение ДНК, 3 — амплификация в термоциклере («Bio-Rad», США), 4 — 

предварительный электрофорез в агарозном геле, 5 — отбор сортоспецифичных маркеров, 

6 — секвенирование по Сэнгеру и анализ результатов, 7 — ПЦР с плазмидной ДНК, 8 — 

разработка специфического (контрольного) маркера и вертикальный ПААГ-электрофорез, 

9 — определение размеров продуктов в сравнении с контрольным маркером для состав-

ления молекулярно-генетической формулы сорта (схема создана в программе Biorender 

(https://app.biorender.com/). 
 

В нашей работе размер полученных ампликонов варьировал от 

91 п.н. (с праймерной парой RCS5305) до 359 п.н. (RCS1535). Мы опреде-

лили набор из 8 информативных микросателлитных локусов, которые гене-

рировали воспроизводимые полиморфные продукты и были пригодны для 

различения сортов в исследуемой выборке. Так, с праймерами к маркеру 

RCS1307 были обнаружены уникальные аллели, выделявшие сорта Марс, 

Топаз и Трифон, а по локусу RCS0017 различались Метеор и Топаз.  

В целом на основе SSR-анализа был выявлен невысокий уровень как 

внутрисортового, так и межсортового полиморфизма ДНК, что, вероятно, 

обусловлено происхождением и селекционной историей материала. Сред-

нее значение генетической изменчивости между сортами равнялось 5,3 %. 

Это оказалось существенно ниже показателей, известных из работ других 

исследователей (43, 44).  

Существенно повысить разрешающую способность анализа позво-

ляет использование дополнительных маркерных систем, основанных на по-

лиморфизме последовательностей в различных структурных элементах ге-

нома. С помощью набора из 40 комбинаций SRAP-праймеров мы геноти-

пировали расширенную коллекцию образцов клевера лугового, составлен-

ную из сортов российской селекции, которые не удалось паспортизировать 

по панели SSR-маркеров, и зарубежных (для сравнительной оценки гене-

тического полиморфизма).  

Базовая программа ПЦР (23) оказалась неэффективной для комби-

наций SRAP-маркеров F10-R9, Me4-R9, ME1-EM1. В результате оптимиза-

ции состава компонентов реакционной смеси, а также изменения темпера-

турных и временных параметров ПЦР с использованием 18 комбинаций 
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праймеров мы получили отчетливые и воспроизводимые продукты (в общей 

сложности — 812). Наибольшее число амплифицированных фрагментов 

было выявлено с F13-R9 (62 ампликона), тогда как с ME1-EM2 этот пока-

затель был минимальным (22 ампликона) при среднем значении 45,1 на 

каждую комбинацию. Полиморфными оказались 85 ампликонов, что соста-

вило 10,5 % от общего количества. Уникальные для отдельных сортов фраг-

менты ДНК (до 10) обнаружили с использованием F9-R9, F10-R8 и F10-R9 

и всего по 1 сортоспецифичному фрагменту с F9-R14 и Me4-EM1.  

На основании полученной информации мы оценили генетические 

взаимосвязи между изучаемыми образцами и визуализировали вариации их 

распределения на координатной плоскости методом PCoA-анализа (рис. 2).  
 

 

Рис. 2. Результаты кластеризации российских и зарубежных сортов клевера лугового (Trifolium 
pratense L.) методом главных координат (PCoA-анализ) по данным SRAP-анализа: 1 — Ранний 

2, 2 — Трифон, 3 — Памяти Лисицына, 4 — Пеликан, 5 — Трио, 6 — Ветеран, 7 — Алтын, 

8 — ВИК 84, 9 — Тетраплоидный ВИК, 10 — Воронежский, 11 — Norlac, 12 — Freedom, 13 — 

Ganymed, 14 — Metis, 15 — Nemaro, 16 — Marathon. 
 

На диаграмме выделились две относительно компактные группы, 

одна из которых объединяла сорта зарубежной селекции, а в другой оказа-

лись разработки селекционеров ФНЦ ВИК им. В.Р. Вильямса — ультраран-

неспелые диплоидные сорта Трио, Алтын, Воронежский, Ранний 2, а также 

тетраплоиды Памяти Лисицына и Тетраплоидный ВИК. Образцы в первой 

группе значительно перекрывались, что указывает на большое генетическое 

сходство между ними, возможно, в результате интенсивного потока генов. 

Наиболее генетически близкими оказались Norlac (Канада) и Freedom 

(США) а также европейские сорта Ganymed и Metis. На небольшой генети-

ческой дистанции от них расположились сорта из Западной Европы — 

Nemaro (Германия) и Marathon (Франция).  

Выявленное сходство между сортами второго кластера, вероятно, 

было следствием их генетического родства и общей селекционной истории. 

В то же время тетраплоидные сорта ВИК 84 и Ветеран селекции ФНЦ ВИК 

им. В.Р. Вильямса расположились на координатной плоскости обособленно 

от остальных сортов своей группы. Сорт Ветеран выделялся среди других 

образцов высокой фотосинтетической и симбиотической активностью, дол-

голетием в агрофитоценозах. Сорту ВИК 84 были свойственны повышенная 

устойчивость к поражению клеверным раком, антракнозом и фузариозом, 

высокая зимостойкость и засухоустойчивость. Он кластеризовался совместно 

с сортом Пеликан (Пензенский НИИСХ), выведенным методом сложноги-

бридной популяции из нескольких сортов раннеспелого клевера, в том 

числе селекции ФНЦ ВИК им. В.Р. Вильямса. На значительной дистанции 

от других расположился диплоидный одноукосный сорт Трифон (НИИСХ 
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Северо-Востока им. Н.В. Рудницкого), полученный методом многократного 

рекуррентного отбора на основе сорта Krano (Дания). Клевер луговой сорта 

Трифон — зимостойкий и устойчивый к склеротиниозу и фузариозу, по-

скольку биотипический отбор проводился на искусственном фоне с повы-

шенной нагрузкой к этим патогенам (45). О высокой степени генетического 

сходства свидетельствовало близкое расположение на диаграмме образцов 

Воронежский и Трио. Сорт Воронежский создавался в рамках программы 

экологической селекции на Воронежской опытной станции посредством се-

лекционной проработки в различных условиях лучших сортообразцов ВНИИ 

кормов им. В.Р. Вильямса. Результаты генотипирования позволяют предпо-

ложить, что в формировании нового сорта участвовали и растения сорта 

Трио. В настоящее время сорт Воронежский считается источником высокой 

зимостойкости, засухоустойчивости и семенной продуктивности. Благодаря 

хорошему адаптивному потенциалу, он широко востребован на рынке семян.  

2. Результаты выравнивания нуклеотидных последовательностей клевера луго-
вого, полученных с помощью SSR-анализа, относительно референса из базы 
данных Red Clover Kazusa (http://marker.kazusa.or.jp/Red_clover) 

Сорт Праймер 
Номер клона/длина 

продукта, п.н. 

Совпадение с референсом 

идентичность индели 
Марс RCS1307 1.3/155 149/155 (96 %) 1/155 (0 %) 

RCS3666 1.4/216 210/216 (97 %) 4/216 (1 %) 

1.5/226 28/28 (100 %)a  

179/182 (98 %)a 

0/28 (0 %)a  

0/182 (0 %)a 

Топаз RCS1307 2.2/151 140/161 (87 %) 16/161 (9 %) 

RCS0017 9.1/150 100/101 (99 %)a  

24/24 (100 %)a 

0/101 (0 %)a  

0/24 (0 %)a 

9.2/144 100/101 (99 %)a  

44/44(100 %)a 

0/101 (0 %)a  

0/44 (0 %)a 

Трифон RCS1307 3.3/152 149/155 (96 %) 3/155 (1 %) 

3.5/157 152/157 (97 %) 2/157 (1 %) 

Памяти Лисицына RCS1307 4.5/169 154/169 (91 %) 14/169 (8 %) 

Атлант RCS1307 5.5/141 136/155 (88 %) 15/155 (9 %) 

5.6/137 135/155 (87 %) 19/155(12 %) 

RCS2199 7.4/198 190/198 (96 %) 8/198 (4 %) 

7.6/200 190/200 (95 %) 10/200 (5 %) 

RCS4797 8.2/175 36/36 (100 %)a 

141/143 (99 %)a 

0/36 (0 %)a 

1/143 (0 %)a 

8.3/158 116/116 (100 %)a  

44/44 (100 %)a 

0/116 (0 %)a  

0/44 (0 %)a 

Тетраплоидный 

ВИК 

 

RCS1307 6.2/158 152/157 (97 %) 2/157 (1 %) 

6.6/155 151/155 (97 %) 1/155 (0 %) 

RCS5781 9.4/205 187/208 (90 %) 12/208 (5 %) 

9.6/201 184/203 (91 %) 6/203 (2 %) 

RCS4532 10.2/235 234/237 (99 %) 2/237 (0 %) 

Метеор 

 

RCS0017 8.4/166 164/166 (99 %) 2/166 (1 %) 

8.6/172 164/172 (95 %) 8/172 (4 %) 

RCS3070 4.1/333 136/137 (99 %)a  

123/125 (98 %)a 

1/137 (0 %)a  

0/125 (0 %)a 

4.2/323 136/137 (99 %)a  

125/125 (100 %)a 

1/137 (0 %)a 

0/125 (0 %)a 

RCS3510 5.5/254 252/271 (93 %) 17/271 (6 %) 

5.6/257 255/271 (94 %) 14/271 (5 %) 

Трио RCS0017 10.5/164 164/164 (100 %) 0/164 (0 %) 

Ветеран RCS0017 11.2/164 149/164 (91 %) 0/164 (0 %) 

RCS4797 6.2/180 180/190 (95 %) 10/190 (5 %) 

ВИК 77 RCS3510 2.1/249 243/271 (90 %) 22/271 (8 %) 

RCS7228 3.5/182 181/185 (98 %) 3/185 (1 %) 

3.6/181 180/185 (97 %) 4/185 (2 %) 

П р и м е ч а н и е. a — нуклеотидные последовательности, имеющие крупную вставку или делецию, по срав-

нению с референсом из базы данных. 

 

Для валидации результатов анализа было проведено секвенирование 

по Сэнгеру выявленных уникальных фрагментов амплификации (21 — с 

использованием SSR-маркеров, 5 — SRAP). Анализ полученных данных в 

поисковой системе ВLAST выявил высокую степень гомологии сиквенсов в 
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сравнении с нуклеотидными последовательностями из референсной базы 

данных (табл. 2). 

На рисунке 3 в качестве примера представлены результаты вырав-

нивания нуклеотидной последовательности ПЦР-фрагмента, полученного с 

использованием комбинации SRAP-маркеров ME1-EM1.  
 

 

Рис. 3. Выравнивание последовательности уникального ПЦР-фрагмента для клевера лугового 
(Trifolium pratense L.) сорта Трио, амплифицированного с использованием SRAP-комбинации 

ME1-EM1 (query) относительного генома T. pratense (sbjct). Отмечены последовательности 

праймеров.  
 

Аннотированные нуклеотидные последовательности, идентифици-

рующие сорта Трифон, Марс, Топаз, Атлант, Тетраплоидный ВИК, Метеор, 

ВИК 77, включены в международную базу генетических ресурсов GenBank 

NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) под индивидуальными номерами до-

ступа: MW520170; OP493602 и OP493613; OP493603 и OP493612; OP493606 

и OP493607; OP493608 и OP493609; OP493610 и OP493611; OP546652 и 

OP546653. Эта информация может быть использована для фундаментальных 

и прикладных исследований по клеверу луговому, включая создание новых 

методов и технологий. Чтобы повысить точность определения размеров ал-

лелей, не являющихся уникальными для сорта в исследуемой выборке, но 

выявленных в составе ДНК-профиля (по 8 локусам), мы создали специфи-

ческие контрольные маркеры, представляющие собой ПЦР-продукты, по-

лученные с использованием плазмид. 

Коммерческие маркеры-стандарты не годились для этих целей, по-

скольку большой диапазон в размерах делений маркерной лестницы не поз-

волял установить незначительную разницу в несколько нуклеотидов между 
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ампликонами. В нашем исследовании размер аллелей в ДНК-профилях изу-

чаемых образцов сопоставляли с контрольным маркером после электрофо-

реза в 10 % ПААГ (рис. 4). 
 

 

Рис. 4. Схема электрофореза с использованием контрольного маркера для верификации размеров 

аллелей в ДНК-профилях сортов клевера лугового (Trifolium pratense L.), паспортизируемых на 

основе SSR-маркеров: 1 — контрольный маркер, составленный из ампликонов, наработанных 

с клонов 9.2 (144 п.н.), 1.3 (155 п.н.), 8.4 (166 п.н.), 8.6 (172 п.н.), 7.6 (200 п.н.), 1.5 (226 п.н.), 

10.2 (235 п.н.), 2 — ампликон с клона 7.4 паспортизируемого сорта Атлант (SSR-маркер RCS 

2199, 198 п.н.), 3-7 — ПЦР-продукты с геномной ДНК сортов Марс, ВИК 77, Метеор, Топаз, 

Тетраплоидный ВИК (SSR-маркер RCS 2199).  
 

Для изученной коллекции определены идентификационные ДНК-

маркеры: восемь пар SSR-локуcов и семь SRAP-комбинаций, которые вы-

являли уникальность аллельного состава не менее чем у двух российских 

сортов (табл. 3). 

3. SSR- и SRAP-маркеры для ДНК-идентификации российских сортов клевера 

лугового (Trifolium pratense L.)  

Маркер (ссылка) Последовательность нуклеотидов 5´-3´ 
Размер ПЦР-

фрагментов, п.н. 
Код маркера 

S S R - м а р к е р ы  

RCS3666 (32) CATGGCTGCCTGAGGTTAAT/ 

TCTGTTTCTTGTCTCGGCCT 

216-230 A 

RCS3510 (32) TTCACAAGTTTTTCGGGTGA/ 

GCCAAAGGGAAGGTTCAATC 

249-257 B 

RCS7228 (32) TCAACAATGTGGCTTCTCCT/ 

AAGGTTCCCAACCCAATTTC 

179-187 C 

RCS4797 (32) GCCCGTCTACCTTTTGTTCA/ 

GCGCCATAAGCAACTGTGTA 

155-180 D 

RCS2199 (32) AAAAAGAAAGCGTTAAAGGGG/ 

GCATTGCCTTTTGCTTCTTC 

178-200 E 

RCS5781 (32) GATCGATCCGAAAACCAAAA/ 

TGCCATCGAGAGAGAAGGTT 

165-210 F 

RCS1307 (32) CCCTTCTAGCCTAGCAACCA/ 

GCGGAAAAGATTCAGCCTAA 

137-158 G 

RCS0017 (32) GCGGAAAAGATTCAGCCTAA/ 

GGACTTCTCTGATATTGAACTGAATG 

144-177 H 

S R A P - м а р к е р ы  

F10-R9 (23) GTAGCACAAGCCGGAAG/ 

GACTGCGTACGAATTTCA 

116-1442 A 

Me4-R9 (22) CGAATCTTAGCCGGAAT/ 

GACTGCGTACGAATTTCA 

165-519 B 

ME1-EM1 (22) TGAGTCCAAACCGGATA/ 

GACTGCGTACGAATTAAT 

125-700 С 

F13-Em2 (23) CGAATCTTAGCCGGCAC/ 

GACTGCGTACGAATTCGG 

234-763 D 

F13-R9 (23) CGAATCTTAGCCGGCAC/ 

GACTGCGTACGAATTTCA 

115-1315 E 

F11-R7 (23) CGAATCTTAGCCGGATA/ 

GACTGCGTACGAATTGAG 

232-1762 F 

Me4-EM5 (22, 23) CGAATCTTAGCCGGAAT/ 
GACTGCGTACGAATTAAC 

139-748 G 
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Информацию, полученную в результате секвенирования уникальных 

для сорта ДНК-фрагментов и верификации размеров остальных аллелей в 

его ДНК-профиле (в сравнении с контрольным маркером), использовали 

для составления индивидуальной молекулярно-генетической формулы. Про-

писными буквами латинского алфавита в формулах обозначали исследуе-

мые локусы (код маркера, см. табл. 3), нижним цифровым индексом — раз-

мер выявленных аллелей в парах нуклеотидов (табл. 4).  

4. Молекулярно-генетические формулы изученных российских сортов клевера 
лугового (Trifolium pratense L.), разработанные на основе SSR- и SRAP-мар-
керов 

Сорт Формула 
S S R - м а р к и р о в а н и е  

Марс А216/226B252/252C180/180D155/169E189/194F192/208G155/155H165/177 

ВИК 77 A219/219B249/249C182/182D165/174E180/180F193/207G156/156H144/144 

Метеор A219/219B254/257C187/187D170/179E178/189F165/209G142/142H166/172 

Топаз A220/230B252/252C179/179 D157/164E181/190F194/209G151/151H144/150 

Атлант A221/221B252/252C179/184D158/175E198/200F195/210G137/141H145/145 

Тетраплоидный 

ВИК 
A218/230B252/252C179/179D170/180E181/193F201/205G155/158H144/144 

S R A P - м а р к и р о в а н и е  
ВИК 84 А331В286С446,356D700,447,290,234E1070,565,180,115F1055,685,534,313,232G748,638,523,359 
Трио А400,305В286С393D700,234E1070, 300,115F685,313,232G609,359,139 
Воронежский А900,800,585,400,317,168В129D700,270,234E1070,300,115F800,685,534,313,232G748,638,204,139 
Пеликан А338,175В286С356,234D700,234E1070,115F800,685,313,232G748,638,359 

П р и м е ч а н и е. Буквы латинского алфавита — код маркера, цифровой индекс — размер фрагментов 

амплификации (п.н.); жирным шрифтом выделены уникальные продукты, подтвержденные секвенирова-

нием. 

 

Молекулярные формулы послужили основой для создания генети-

ческих паспортов клевера лугового по двум системам маркирования 

(шесть — по SSR-локусам, четыре — по SRAP-маркерам). Дополнительно 

в паспорт была включена информация по происхождению сорта, регионам 

возделывания, основным морфобиологическим признакам и хозяйственно 

ценным свойствам (рис. 5).  
 

 

Рис. 5. Молекулярно-генетические паспорта клевера лугового (Trifolium pratense L.) сорта Марс 
на основе системы SSR-маркеров (слева) и сорта Трио на основе системы SRAP-маркеров 

(справа). 
 

Таким образом, в результате анализа с использованием SSR- и 

SRAP-маркеров была проведена оценка генетического полиморфизма сор-

тов клевера лугового. Оптимизированы технологии генотипирования с уче-

том специфики изучаемой культуры, включая модификации к способу выде-

ления ДНК из суммарной навески проростков и к условиям амплификации 
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с применением SRAP-маркеров. По каждой системе маркирования полу-

чены уникальные ДНК-профили и определены маркеры для генетической 

идентификации. Размеры сортоспецифичных фрагментов ДНК, идентифи-

цирующих семи коммерчески значимых российских сортов клевера луго-

вого, подтверждены секвенированием. Аннотированные нуклеотидные по-

следовательности депонированы в мировой базе генетических ресурсов 

GeneBank NCBI. Составлены молекулярно-генетические формулы сортов, 

которые отображают аллельный состав микросателлитных локусов и поли-

морфизм интрон-экзонных участков генома. Эти данные легли в основу 

разработки 10 эталонных генетических паспортов (шесть — по SSR-

локусам, четыре — по SRAP-маркерам) для российских сортов клевера лу-

гового. По эталонному паспорту можно идентифицировать сорт, провести 

анализ его однородности и генетической чистоты, установить соответствие 

анонимного образца известному стандарту. Предлагаемый метод паспорти-

зации клевера лугового прошел тройную систему контроля, включающую 

3-кратную повторность экспериментов, клонирование и секвенирование 

основных фрагментов, использование контрольного маркера для повыше-

ния точности определения длин амплифицированных продуктов. Эти при-

емы позволяют получить точные аллельные профили сортов, снижают ве-

роятность ошибок генотипирования, служат подтверждением достоверно-

сти полученных результатов и могут использоваться при разработке генети-

ческих паспортов разных видов кормовых культур.  
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A b s t r a c t  
 

Molecular-genetic certification is a powerful strategies and efficient addition to the traditional 

methods of variety testing and agricultural crops identification. Russia, as well as a world in a whole, 

introduces the current DNA technologies in the breeding programs, in a variety registration process 

and in a system of seed production. However, the traditional approaches, based on observation and 

recording the morphological characters, are the prevalent now for the forage crops. It influences 

negatively on efficiency of selection, increases the terms and coasts of the new varieties development, 

registration and breeders rights protection. In this paper, the results of creation a system for identifi-

cation and genetic certification of Russian red clover cultivars on the base of SSR and SRAP-markers 

are submitted for the first time. The seeds of 15 domestic varieties from gene pool collection of Federal 

Williams Research Center of Forage Production and Agroecology and 6 accessions of foreign breeding 
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from Vavilov All-Russian Institute of Plant Genetic Resources were used for investigations. The 

genome DNA was extracted from 7-day seedlings’ tissue. Bulk DNA samples were formed from 

30 individual genotypes per each variety. We used basic SDS-method in own modifications. Quantity 

and quality of extracted DNA was analyzed by agarose gel electrophoresis and measurement of con-

centration and purity. The final concentration of DNA samples was 30 ng/l. PCR amplification was 

performed using 35 SSR from the Red Clover Marker Database (http://marker.kazusa.or.jp/Red_clo-

ver), and 40 SRAP markers. A total of 476 PCR products were generated with SSR markers for 12 red 

clover varieties. A set of eight microsatellite loci was selected for identification the tested samples. With 

application of 40 SRAP markers, we selected 18 informative combinations for analysis of the red clover 

collection of 16 varieties. Total 812 PCR products were revealed and 85 (10.5 %) among them were 

determined as polymorphic. The set of 7 informative markers were identified for samples differentiation 

on the base of SRAP analysis. Unique varieties-specific DNA fragments were sequenced (Evrogen Lab 

company, Russia) for validation the results of analysis. Nucleotide sequences, identifying Russian red 

clover varieties Trifon, Mars, Topas, Atlant, Tetraploidniy VIK, Meteor, VIK 77, were included in the 

GenBank NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). The data of DNA fingerprinting we used for devel-

opment the molecular-genetic formulas representing microsatellite loci allele composition and poly-

morphism in exon and intron regions of genome. As a result of this study, 10 etalon genetic certificates 

were designed for Russian red clover varieties.  
 

Keywords: forage crops, genetic diversity, SSR markers, SRAP markers, DNA polymor-

phism, genetic certification.  
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