
55Биотехнология 2020 Т. 36 № 6

ISSN 0234-2758  Биотехнология, 2020, Т. 36, № 6, С. 55–60

УДК 57.577.21

Д Н К - ф и н ге р п р и н т и н г  с о рто в  к л е ве р а  л у го во го  (  Tr i f o l i um 
p ra t en s e   L . )   н а  о с н о ве  S S R - а н а л и з а
© 2020 И.А. КЛИМЕНКО1*, В.А. ДУШКИН1, В.П. КЛИМЕНКО1, А.О. ШАМУСТАКИМОВА1

1   ФГБНУ «Федеральный научный центр кормопроизводства и агроэкологии имени В.Р. Вильямса» (ФНЦ «ВИК 
им. В.Р. Вильямса», Московская область, г. Лобня, 141055

*e-mail: iaklimenko@mail.ru

Поступила в редакцию 05.05.2020 г.
После доработки 22.06.2020 г.
Принята к публикации 15.11.2020 г.

Представлены результаты экспериментальных исследований по анализу полиморфизма 
микросателлитных локусов в сортах клевера лугового российской селекции. Определены 
информативные пары праймеров, которые можно использовать для выявления маркерных 
признаков при межсортовой дифференциации. На основе данных SSR-фингерпринтов составлены 
молекулярно-генетические формулы изученных сортов. Образцы геномной ДНК для каждого 
сорта получали из суммарной навески растительной ткани, содержащей по 30 проростков семян. 
Для генотипирования использовали 11 пар SSR-праймеров, разработанных для структурного 
анализа генома клевера лугового. Обнаружены уникальные фрагменты амплификации для 
сортов Трифон и Топаз по локусу RCS1307, а также для сортов Трио и Марс по локусу RCS3095, 
которые могут служить в качестве идентификационных ДНК-маркеров. Результаты исследований 
имеют практическое значение для разработки системы молекулярно-генетической сертификации 
селекционных достижений, необходимой при оценке качества и генетической однородности 
семенного материала, для контроля гибридизации в селекционном процессе.
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На сегодняшний день селекция становится все 
более наукоемкой отраслью сельскохозяйственного 
производства. В селекционный процесс широко вне-
дряются современные разработки в разных областях 
науки, что приводит к ежегодному появлению боль-
шого числа новых сортов растений с улучшенными 
признаками и ценными хозяйственными свойствами. 
Для идентификации и паспортизации селекционных 
достижений необходима эффективная система мар-
кирования, обеспечивающая контроль подлинности 
и генетической однородности семенного и посадоч-
ного материала, надежную защиту авторских прав 
селекционеров. В настоящее время для этих целей 
традиционно применяются методы оценки на осно-
ве морфологических и биохимических признаков, 
которые характеризуются трудоемкостью, продол-
жительностью, зависимостью от условий внешней 
среды и стадии онтогенеза растения. Значительным 
преимуществом по этим параметрам обладают мо-
лекулярные методы идентификации, так называе-
мый ДНК-фингерпринтинг (fingerprint — определе-
ние профиля фрагментов ДНК) [1‒4].

Техники анализа, основанные на использова-
нии молекулярных маркеров, позволяют находить 
различия между сортами на уровне генотипов 
и отвечают требованиям ООС-теста (теста на от-
личимость, однородность, стабильность). Отличи-
мость обеспечивается тем, что каждый сорт можно 
представить в виде уникальной молекулярно-ге-
нетической формулы, отличающей его от других 
сортов. Генотипы конкретного сорта с однород-
ной генетической структурой имеют одинаковые 
и стабильные ДНК-спектры в каждом рассматри-
ваемом локусе, независимо от года репродукции 
и места выращивания [5]. ДНК-фингерпринтинг 
может применяться самостоятельно и в сочета-
нии с традиционными методами сортовой иден-
тификации для решения таких задач, как получе-
ние информации о происхождении сортов, оцен-
ка их генетического разнообразия и выявление 
локусов генов, ассоциированных с хозяйствен-
но ценными признаками [6]. Для внедрения мето-
дов ДНК-фингерпринтинга в практическую рабо-
ту селекционера требуется комплексный научный 
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подход, включающий создание эффективных тех-
нологий генотипирования с учетом особенностей 
растений конкретного вида и выбором оптималь-
ной системы молекулярного маркирования.

В работах по изучению генетического раз-
нообразия видов и сортов важных сельскохозяй-
ственных культур в последние годы широко ис-
пользуются маркерные системы, основанные 
на вариабельности микросателлитных участков 
генома. Микросателлиты (SSR — simple sequence 
repeats) — это тандемные повторы простых после-
довательностей в структуре ДНК, для которых ха-
рактерен высокий уровень полиморфизма, что по-
зволяет создать на их основе информативные мо-
лекулярные маркеры с кодоминантным характером 
наследования и хорошей воспроизводимостью ре-
зультатов анализа [7‒10]. Из зарубежных источни-
ков литературы известно об использовании микро-
сателлитов для оценки генетической изменчивости 
сортов, популяций и отдельных генотипов разных 
видов кормовых культур [11‒13]. Для сортов кле-
вера лугового российской селекции такие исследо-
вания особенно актуальны, так как до настоящего 
момента сортовую принадлежность внутри вида 
определяют только по фенотипическим маркерам, 
которые не всегда являются надежным индикато-
ром генотипа, и число «удобных» для оценки фе-
нотипических признаков, как правило, ограничено.

В связи с этим цель проведенного нами иссле-
дования заключалась в изучении полиморфизма 
микросателлитных локусов ДНК отечественных 
сортов клевера лугового (Trifolium  pratense L.) 
и разработке молекулярно-генетических формул 
для межсортовой дифференциации на основе по-
лученных SSR-фингерпринтов.

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА

Растительный материал
Объектом исследований служили 10 сортов 

клевера лугового разного уровня плоидности: те-
траплоиды Марс, Метеор, Тетраплоидный ВИК, 
Памяти Лисицына и диплоиды Ранний 2, ВИК 77, 
Топаз, Трио (разработки селекционеров ФНц 
«ВИК им. В.Р. Вильямса»), а также диплоидные 
сорта Трифон (селекции НИИ Северо-Востока им. 
В.Н. Рудницкого, г. Киров) и Атлант (НИИСх Се-
верного Зауралья, г. Тюмень и СибНИИ кормов, 
г. Новосибирск). Семена сортов получены из кол-
лекции генофонда ФНц «ВИК им. В.Р. Вильямса».

ДНК-экстракция
Геномную ДНК для ПцР выделяли, руко-

водствуясь методикой, известной под назва-
нием «bulked segregant analysis» (массовый 

сегрегационный анализ) [13‒15]. Этот способ 
предполагает использование в одном образце 
суммарной навески части растительной ткани 
нескольких генотипов. Образцы ДНК клевера 
лугового получали из 30 семидневных пророст-
ков семян от каждого сорта с использовани-
ем коммерческого набора реагентов «ДНК-Экс-
тран-3» (ООО «Синтол», Россия).

ПЦР-анализ
Для генотипирования были выбраны 11 пар 

SSR-праймеров к микросателлитным последова-
тельностям генома [16, 17]. Объем реакционной 
смеси для ПцР составлял 15 мкл на 1 образец и со-
держал следующие компоненты: 3 мкл 10× ПцР-бу-
фер (Taq Turbo Buffer), 0,2 мкл Tag-полимеразы 
(5 ед./мкл), по 0,1 мкл прямого и обратного прайме-
ра (100 мкМ), 1 мкл 50× dNTPs (смесь 10 mM каж-
дого dNTP) и 1 мкл образца ДНК (20 нг/мкл). Син-
тез праймеров и поставку реагентов для ПцР осу-
ществляла компания «Евроген» (Россия).

Амплификацию выполняли в термоциклере 
Bio-Rad iCycler (Bio-Rad, США) в соответствии 
с программой Touchdown PCR [18]. Полученные 
ПцР-продукты разделяли путем электрофоре-
за в высокоразрешающем 4%-ном метафор-ага-
розном геле (MetaPhorR Agarose; Rockland, США) 
и фотографировали с применением системы 
гель-документирования microDOC UV (Cleaver 
Scientific Ltd, Великобритания). В качестве марке-
ра молекулярной массы использовали 20-bp DNA 
Ladder (Takara BIO Inc., япония).

Статистическая обработка результатов прове-
дена с помощью пакета компьютерных программ 
Microsatellite toolkit и Statistica 7,0.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Методика SSR-фингерпринтинга для иденти-
фикации сортов включает несколько основных 
этапов: формирование репрезентативной выбор-
ки образцов для анализа; выделение ДНК; ПцР 
полученных проб ДНК с SSR-праймерами; раз-
деление продуктов реакции путем электрофореза; 
определение длины полученных фрагментов ам-
плификации и составление молекулярно-генети-
ческой формулы для объекта исследований.

Для проведения сортового анализа из об-
щей массы семян случайным образом отбира-
ют отдельные образцы в количестве, обеспе-
чивающем репрезентативность выборки. Для 
клевера лугового, как перекрестноопыляемой 
культуры, характерна высокая гетерогенность 
биотипов в составе сорта и связанный с этим зна-
чительный уровень внутрисортовых вариаций. 
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Молекулярно-генетический анализ такого мате-
риала, как правило, требует достаточно большого 
объема выборки — не менее 30‒50 семян от сор-
та [19, 20]. Для снижения затрат труда и време-
ни можно использовать суммарную навеску ча-
сти растительной ткани нескольких генотипов 
в одном образце. В наших исследованиях форми-
ровали общую навеску из 30 проростков семян 
от каждого сорта и выделяли из этого материала 
ДНК. Образцы ДНК использовали для генотипи-
рования с набором SSR-праймеров, разработан-
ных ранее для анализа клевера лугового на ос-
нове экспрессирующихся микросателлитных по-
следовательностей генома [16, 17].

С большей частью испытанных праймеров по-
лучены фрагменты амплификации, размер кото-
рых варьировал в диапазоне от 111 до 257 п. н. 
(табл. 1). Результаты ПцР с праймерными парами 
RCS1640, TPSSR05 и TPSSR16 были исключены 
из дальнейшего анализа, так как с них амплифици-
ровались лишь некоторые экспериментальные об-
разцы, полосы продуктов реакции были слабовы-
раженными и невоспроизводимыми в повторных 
экспериментах. В общей сложности 8 информа-
тивных SSR-локусов позволили выявить 56 аллель-
ных вариантов. число аллелей варьировало от 5 
(RCS3711 и RCS4280) до 11 (RCS3095), в среднем 
по 7 на локус, что существенно отличается от дан-
ных, полученных в работах других исследователей. 
Так, Dias с соавт. [21] и Dugar & Popov [22], показа-
ли, что среднее число аллелей на микросателлит-
ный локус равно 9 и 11 соответственно. Сербские 
исследователи [23] при анализе сортов клевера лу-
гового разного географического происхождения 

с использованием набора из 14 SSR-праймеров об-
наружили в среднем по 13,6 аллелей на локус при 
частоте встречаемости аллеля 0,2 (по результатам 
оценки российских сортов этот показатель в сред-
нем равнялся 0,3).

Индекс информативности (PIC), характери-
зующий способность маркера выявлять поли-
морфизм в изучаемом материале, был достаточ-
но высоким для используемого набора прайме-
ров (0,7 в среднем) и сопоставимым с величиной 
этого показателя в работах других исследова-
телей. В частности, Gupta и др. [24] при анали-
зе образцов клевера лугового с использовани-
ем 36 SSR-праймеров определили вариации PIC 
в диапазоне 0,3‒0,7 со средним значением 0,6.

Полученные данные свидетельствуют 
об умеренном уровне ДНК-полиморфизма меж-
ду анализируемыми сортами и соответствуют 
результатам исследований по клеверу луговому 
с различными маркерными системами [25‒27]. 
Следовательно, для этого вида характерна бо-
лее высокая вариабельность между отдельны-
ми генотипами внутри популяций по сравнению 
с уровнем межпопуляционных различий. Это, 
вероятно, обусловлено ареалом распростране-
ния культуры, особенностями репродуктивной 
системы и селекционного процесса. При этом 
Kölliker с соавт. [17] обнаружили существенно 
более высокие показатели межпопуляционных 
вариаций при SSR-фингерпринтинге клевера лу-
гового, чем определены в нашем исследовании 
и авторами вышеуказанных работ. Такие дан-
ные можно объяснить, как природой конкрет-
ных объектов изучения, так и использованием 

Та бл и ц а  1
Показатели генетической вариабельности сортов клевера лугового, выявленные с помощью микросател-
литных локусов
Parameters of genetic variability for red clover cultivars identified using microsatellite loci

№ п. п. Локус Число аллельных 
вариантов

Размер 
фрагментов, п. н. He PIC Частота встречаемости 

аллеля
1 RCS0131 7 204‒217 0,88 0,82 0,2
2 RCS3186 8 240‒257 0,90 0,84 0,2
3 RCS1307 7 140‒173 0,86 0,80 0,3
4 RCS3711 5 147‒153 0,76 0,74 0,4
5 RCS3095 11 205‒224 0,93 0,84 0,2
6 RCS2183 7 160‒183 0,86 0,80 0,3
7 RCS4280 5 111‒124 0,73 0,63 0,7
8 RCS0033 6 155‒182 0,50 0,50 0,7

среднее 7 0,8 0,7 0,3

Примечание: PIC (polymorphism information content) — индекс информативности маркера; He (expected heterozygosity) — ожи-
даемая гетерозиготность; п. н. — пары нуклеотидов.
Note: PIC — polymorphism information content; He — expected heterozygosity, п. н. — base pair.
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большего количества микросателлитных ло-
кусов для анализа. Очевидно также, что одной 
их причин отсутствия выраженного полимор-
физма между исследованными нами сортами 
может быть их происхождение (авторство боль-
шей части принадлежит селекционерам ФНц 
ВИК) и использование общих или близкород-
ственных источников исходного материала для 
селекции. Это, по-видимому, привело к опреде-
ленному сходству в структуре геномов, в частно-
сти по числу и размерам микросателлитных ло-
кусов. Тем не менее, с двумя из 11 испытанных 
SSR-праймеров удалось получить сортоспеци-
фичные ПцР-продукты. Так, микросателлит-
ный локус RCS1307 генерировал уникальные 
фрагменты амплификации для сортов Трифон 
(140 п. н.) и Топаз (151 п. н.), а RCS3095 — для 
сортов Трио (207 п. н.) и Марс (224 п. н.). Та-
ким образом, выявленные ДНК-маркеры мож-
но использовать для идентификации указан-
ных сор тов. На основании анализа индиви-
дуальных ДНК-профилей, полученных методом 
SSR-фингерпринтинга, были составлены моле-
кулярно-генетические формулы, где каждому 
SSR-маркеру для удобства написания присвоен 
определенный код в виде прописной буквы ла-
тинского алфавита, а цифровым индексом спра-
ва обозначен номер выявленных аллелей в соот-
ветствии с их размерами (табл. 2 и 3).

Принцип нумерации аллелей по каждому ло-
кусу представлен на рис. 1. Фрагмент амплифици-
рованной ДНК с максимальным размером в срав-
нении с маркером молекулярной массы обознача-
ли цифрой 1 (дорожки 1, 9); по мере уменьшения 
размера фрагмента цифрами: 2 (дорожка 3), 3 (до-
рожки 2, 7), 4 (дорожки 4, 8) и т. д.

В результате проведенных исследований 
показана возможность использования метода 
SSR-фингерпринтинга для изучения ДНК-поли-
морфизма сортов клевера лугового из коллекции 
генофонда ФНц «ВИК им. В.Р. Вильямса» с це-
лью их идентификации и генетической паспорти-
зации. Определен наименее затратный по време-
ни и средствам способ подготовки образцов ДНК 
для скрининга сортов — «балк-стратегия», осно-
ванная на формировании общей навески расти-
тельной ткани из случайной выборки проростков 
семян каждого сорта. Выявлены микросателлит-
ные локусы для использования в качестве иденти-
фикационных ДНК-маркеров для сортов Трифон, 
Топаз, Трио и Марс — RCS1307 и RSC3095.

Та бл и ц а  2
Обозначения микросателлитных локусов для раз-
работки молекулярно-генетических формул сортов 
клевера лугового
Designation of the microsatellite loci for development 
the molecular-genetic formulas of red clover cultivars

SSR-локус Код локуса
RCS0131 A
RCS3186 B
RCS1307 C
RCS3711 D
RCS3095 E
RCS4280 F
RCS2183 G
RCS0033 H

Примечание: RCS — Red Clover SSR (по Sato и др. [16]).
Note: RCS — Red Clover SSR (Sato et al. [16]).

Та бл и ц а  3
Молекулярно-генетические формулы сортов клевера лугового
Molecular-genetic formulas for red clover cultivars

Сорт
Локус,  

аллельный вариант (п. н.)
Молекулярно-
генетическая

формулаA B C D E F G H
Ранний 2 215 255 154 153 218 112 174 182 A5B7C3D5E6F2G3H6

Марс 217 252 149 151 212, 224 111, 124 176 182 A7B5C2D4E5E11F1F5G4H6

ВИК 77 216 254 154 150 209, 223 112, 124 177 182 A6B6C3D3E3E10F2F5G5H6

Топаз 216 257 151 149 210, 222 112, 124 181 182 A6B8C5D2E4E9F2F5G6H6

Трифон 213 255 140 147 210, 223 112, 124 181 182 A3B7C1D1E4E10F2F5G6H6

Трио 213 248 154 147 207, 223 113, 124 181 182 A3B4C3D1E2E10F3F5G6H6

Метеор 214 248 149 149 210, 221 114, 124 183 182 A4B4C2D2E4E8F4F5G7H6

Атлант 204 240 161 149 205, 223 111 160 158, 171 A1B1C6D2E1E10F1G1H3H5

Тетра ВИК 208 243 157 147 207, 218 112 160 156, 171 A2B2C4D1E2E6F2G1H2H5

Памяти Лисицына 204 244 173 147 220 112 163 155, 164 A1B3C7D1E7F2G2H1H4
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ДНК-ФИНГЕРПРИНТИНГ СОРТОВ КЛЕВЕРА ЛУГОВОГО (Trifolium pratense L.)

С помощью технологии микросателлитного 
генотипирования для каждого объекта исследо-
ваний получены уникальные SSR-фингерпринты 
и разработаны молекулярно-генетические форму-
лы, которые можно использовать для определения 
сортовой принадлежности в семеноводстве, а так-
же в селекционном процессе при создании новых 
сортов и гибридных форм клевера лугового.
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Abstract‒The results of experimental studies on polymorphism of 10 red clover cultivars of Russian 
selection are presented. Informative primer pairs that can be used for the identification of markers 
during intervariety differentiation were determined. Based on SSR fingerprints, molecular genetic 
formulas of the studied cultivars were compiled. Samples of genomic DNA of each cultivar were 
obtained from pooled aliquots of the plant tissue, each containing 30 seedlings. Eleven pairs of SSR 
primers developed for structural analysis of the red clover genome were used in genotyping. Unique 
amplification fragments were found with SSR locus RCS1307 for Trifon and Topaz cultivars, as well as 
with SSR locus RCS3095 for Trio and Mars cultivars, which can serve as identification DNA markers. 
The results of this study are of practical importance for the molecular genetic certification of breeding 
achievements, which is necessary to assess the quality and genetic uniformity of seeds and to control 
hybridization in the breeding process.
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