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Проведен молекулярно-генетический анализ кормовых бобовых культур (клевера лугового, люпи-

на разных видов, лядвенца рогатого и Крылова) с применением 31 комбинации SRAP-маркеров. 

Для каждой культуры подобраны наборы информативных праймеров для оценки генетического 

разнообразия. Определены показатели, отражающие межвидовой и межсортовой полиморфизм 

ДНК: эффективное количество аллелей, индекс генетического разнообразия по Нею, индекс Шен-

нона. На основании данных генотипирования построены дендрограммы генетического сходства 

с помощью методов UPGMA и анализа главных координат (PCoA), которые, большей частью, 

сгруппировали изучаемые образцы в соответствии с их происхождением. Значения PIC (показате-

ля информативности праймеров) оказались высокими для всех изучаемых видов, с вариациями от 

0,76 у клевера лугового, до 0,81 в коллекции люпина. Полученные результаты свидетельствуют об 

эффективности метода SRAP-маркирования для изучения генетической структуры популяций раз-

ных видов бобовых трав и для оценки межсортовой генетической изменчивости; могут использо-

ваться для улучшения селекционных программ по кормовым культурам.  
Ключевые слова: кормовые бобовые культуры, молекулярно-генетический анализ, SRAP-

маркеры, генетический полиморфизм, кластерный анализ. 

 

Molecular and genetic analysis of forage legumes (red clover, different species of lupine, and bird's-foot 

trefoil) was conducted using 31 combinations of SRAP markers. The informative primers were selected 

for each plant species to assess the genetic diversity. Parameters of interspecies and inter-varietal DNA 

polymorphism were estimated: effective number of alleles, Nei’s genetic diversity index and Shannon’s 

index. Based on the genotyping data the dendrograms of genetic similarity were constructed using UPG-

MA method and PCoA-analysis. As a rule the samples were combined accordingly their origin. The val-

ues of PIC (polymorphism information content) indicator were high for every studied species with varia-

tions from 0.76 in red clover to 0.81 in lupine. The results obtained confirmed the SRAP-marking method 

effectiveness for the genetic structure analysis of legume grasses different species, as well as for inter-

varietal genetic variability evaluation. The data can be used for legume crops breeding programs enhanc-

ing.  

Keywords: forage legumes, molecular and genetic analysis, SRAP markers, genetic polymorphism, clus-

ter analysis. 
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Введение. Семейство бобовых (Fa-

baceae) — одно из крупнейших в расти-

тельном царстве, включает более 19 ты-

сяч видов, объединенных в 730 родов. 

Уникальной особенностью растений это-

го семейства является способность к 

симбиотическому взаимодействию с азот- 

фиксирующими бактериями рода Rhizo-

bium, которые обитают в клубеньках на 

корнях и накапливают атмосферный 

азот, повышая плодородие почвы [1]. 

Благодаря интенсивному развитию 

селекции, ежегодно отмечается увеличе-

ние числа новых сортов различных куль-

тур, что делает задачу идентификации 

материала особенно актуальной. В связи 

с этим поиск эффективных методов 

оценки генетического разнообразия яв-

ляется одной из ключевых задач. В по-

следние годы для изучения генетических 

различий между организмами активно 

применяется система SRAP-маркеров 

(Sequence-Related Amplified Polymorp-

hism). Это метод, основанный на ампли-

фикации экзон-интронных участков ге-

нома с помощью двух праймеров с осо-

бой структурой (рис. 1). Первые 10–11 

оснований с 5'-конца неспецифичны и 

служат для повышения эффективности 

связывания с ДНК-мишенью. В прямом 

праймере за основанием следует после-

довательность CCGG для амплификации 

экзонов, а в обратном — AATT (для ин-

тронов). На 3'-штрих конце прайме-

ров — нуклеотиды, обеспечивающие 

связывание с определенными участками 

генома. Основания, не имеющие специ-

фичности, называют «заполняющими», 

их последовательности должны меняться 

от праймера к праймеру [2].  

 

 
 

Рис. 1. Структура и схема работы SRAP-праймеров [3] 

 

SRAP-маркеры широко применяются 

для выявления генетического полимор-

физма у гибридов различных видов [4] и 

для изучения генетического разнообра-

зия, а также при создании генетических 

карт [5]. В работе Wei B. с соавторами 

показано, что SRAP-праймеры генери-

руют меньшее количество амплифици-
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рованных фрагментов ДНК по сравне-

нию с AFLP (187 против 353), но при 

этом отличаются повышенной информа-

тивностью и позволяют выявить больше 

сортоспецифичных продуктов амплифи-

кации (77,1% против 64,6%) [6].  

Цель настоящих исследований со-

стояла в изучении возможности исполь-

зования SRAP-маркерной системы для 

оценки ДНК-полиморфизма разных ви-

дов бобовых культур. 

Материалы и методы. Объектами 

исследования служили 16 образцов кле-

вера лугового (Trifolium pratense L.), 10 

сортов и сортообразцов лядвенца рога-

того (Lotus corniculatus L.) и лядвенца 

Крылова (Lotus krylovii Schischk. et 

Serg L.), а также 25 образцов люпина 

трех видов (Lupinus albus, angustifolius, 

luteus L.). 

Для получения геномной ДНК ис-

пользовали модифицированный SDS-

метод [7]. Суммарная навеска состояла 

из 30 семидневных проростков на сорт 

(«балк-образец»). Количественные пока-

затели определяли спектрофотометром 

Nabi («MicroDigital Co., Ltd.», Корея), а 

качественные — с помощью агарозного 

электрофореза. Для анализа использова-

ли образцы с конечной концентрацией 

30 нг/мкл. 

Амплификацию ДНК-проб провели в 

термоциклере «С1000 Thermal Cycler» 

(«Bio-Rad», США) с использованием 

комбинаций SRAP-праймеров, сформи-

рованных из одиночных олигонуклеоти-

дов (табл. 1).  

Состав смеси для ПЦР подбирали 

экспериментальным путем; в общем 

объеме 20 мкл содержалось: 10×Taq-

TurboBuffer — 3 мкл, 5UTaq-ДНК поли-

меразы — 0,4 мкл, 50×dNTPmix — 

0,4 мкл, 30 нг/мкл геномной ДНК — 

1 мкл, 10 мкМ праймеры — по 1 мкл ка-

ждого. Продукты ПЦР детектировали 

методом электрофореза в 1,6%-ном ага-

розном геле при 90 В в течение 90 ми-

нут. 

Показатели генетической изменчиво-

сти рассчитывали с использованием ПО 

Image Lab v 6.0.1 («Bio-Rad Laborato-

ries», США) и PopGene32 v 1.3.1 [8]. 

Температурные и временные режимы 

амплификации приведены в таблице 2.  

1. Комбинации SRAP-праймеров, применяемых в анализе [2; 9] 

 

Праймеры F9 F10 F11 F13 ME1 ME3 Me4 

R7 F9-R7 F10-R7 F11-R7 F13-R7 — — — 

R8 F9-R8 F10-R8 F11-R8 F13-R8 — — — 

R9 F9-R9 F10-R9 F11-R9 F13-R9 — — — 

R14 F9-R14 F10-R14 F11-R14 F13-R14 — — — 

EM1 — — — — ME1-EM1 ME3-EM1 Me4-EM1 

EM2 — — — — ME1-EM2 ME3-EM2 Me4-EM2 

EM3 — — — — ME1-EM3 ME3-EM3 Me4-EM3 

EM4 — — — — ME1-EM4 ME3-EM4 Me4-EM4 

EM5 — — — — ME1-EM5 ME3-EM5 Me4-EM5 
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2. Программа амплификации праймеров для SRAP-анализа [9] 
 

Этапы и циклы ПЦР Температура, ºС Время, мин Количество циклов 

Начальная денатурация 94 4 1 

Денатурация 94 1 

10 Отжиг праймеров 35 1 

Элонгация 72 1 

Денатурация 94 1 

30 Отжиг праймеров 50 1 

Элонгация 72 1 

Конечная элонгация 72 5 1 

Результаты и обсуждение.  

С использованием 16 одиночных 

SRAP-праймеров составили 31 комбина-

цию, каждая была испытана на разных 

бобовых культурах. Примеры результа-

тов генотипирования с информативными 

праймерами представлены на рисунках 

2–3. 

Для каждой культуры определен оп-

тимальный набор SRAP-праймеров, 

обеспечивающий выявление генетиче-

ского полиморфизма (табл. 3).  

 
3. Информативные комбинации SRAP-маркеров для кормовых бобовых культур 

 

Культура Клевер Люпин Лядвенец Люцерна [10] 

Информативные 

SRAP-маркеры 

F9-R9 ME1-EM2 F9-R14 F9-R9 

F10-R8 ME1-EM5 F11-R9 F9-R8 

F10-R9 ME3-EM1 F11-R14 F10-R7 

F9-R14 ME3-EM4 ME1-EM5 F10-R8 

Me4-EM1 Me4-EM1 ME3-EM3 F13-R9 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рис. 2. Электрофореграмма продуктов амплификации ДНК образцов люпина  

разных видов с комбинацией SRAP-праймеров ME1-EM5 

1 – Мичуринский; 2 – Алый парус; 3 – Белый сидерат; 4 – Дега; 5 – Гамма; 6 – Тимирязевский;  

7 – СН 17-14; 8 – СН 55-14; 9 – СН 8-12; 10 – СН 32-19; 11 – СН 5-19; 12 – Андромеда; 13 – СН 86-

17 ДТ1; 14 – СН 90-17 ДТ1; 15 – СН 96-15 ДТ1; 16 – Булат; 17 – Антей; 18 – Алтын 4; 19 – Белоро-

зовый 144; 20 – Эпигональ 1215; 21 – Сидерат 46; 22 – Куршавель; 23 – Деко 2; 24 – Ладный;  

25 – Фазан. M – маркер-стандарт 100 bp («Thermo Fisher Scientific», США) 
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Рис. 3. Электрофореграмма продуктов амплификации ДНК образцов лядвенца 

разных видов с комбинацией SRAP-праймеров ME3-EM3 

1 – Луч; 2 – Чепрасовский; 3 – Смоленский 1; 4 – Изумруд; 5 – Изис; 6 – Empire; 7 – Leo; 8 – Кры-

лова Б-1; 9 – Крылова Г-1; 10 – Крылова Г-1С2. М – маркер молекулярной массы 100 bp («Biolab-

mix», Россия) 

 

В результате анализа люпина было 

идентифицировано семь уникальных 

продуктов у четырех сортов (Фазан, 

Алый парус, Куршавель, Ладный) и од-

ной перспективной селекционной линии 

(СН 90-17 ДТ1), причем для сорта Фазан 

обнаружены специфичные ДНК-фраг-

менты с использованием нескольких со-

четаний праймеров: ME1-EM2, ME3-

EM4 и Me4-EM1. 

При изучении лядвенца выявлены 

11 уникальных продуктов ПЦР у шести 

образцов (Луч, Чепрасовский, Изумруд, 

Empire, Б-1, Г-1). Сорт Изумруд и обра-

зец Б-1 выделялись с двумя комбина-

циями праймеров: F9-R14, F11-R14 и 

ME1-EM5, ME3-EM3 соответственно. 

У клевера лугового обнаружено 32 

уникальных фрагмента амплифициро-

ванной ДНК для семи сортов: Трифон 

(отличался по трем комбинациям марке-

ров), Freedom, Ganymed, Ранний 2, Вете-

ран, Воронежский, Nemaro. Последние 

три сорта выделялись по двум разным 

комбинациям SRAP-маркеров. 

По результатам проведенных ранее в 

условиях нашей лаборатории исследова-

ний с применением SRAP-маркеров на 

люцерне разных видов [10] выявлены 

сортоспецифичные фрагменты ампли-

фикации и для 14 образцов этой культу-

ры (см. табл. 3). 

На основании данных ДНК-

типирования с информативными комби-

нациями праймеров рассчитаны средние 

показатели генетической изменчивости 

(табл. 4). 

Размеры ПЦР-продуктов варьирова-

лись от 100 до 1910 п.н. (пар нуклеоти-

дов), эффективное число аллелей меня-

лось в диапазоне от 1,20 у клевера до 

1,50 у люпина. Минимальные значения 

индекса разнообразия по Нею и индекса 

Шеннона отмечены у клевера (0,14 и 

0,25 соответственно), в то время как 

максимальные значения получены для 

лядвенца (индекс разнообразия 0,46) и 

люпина (индекс Шеннона 0,47).  
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4. Средние показатели информативности комбинаций SRAP-праймеров,  

использованных для анализа образцов бобовых культур 

 

Культура 

Размер ПЦР-

продуктов 

(п.н.) 

Эффективное 

число аллелей 

(Ne) 

Индекс гене-

тического  

разнообразия  

по Нею (He) 

Индекс  

Шеннона  

(I) 

PIC  

(Polymorphism  

Information 

Content) 

Люпин 103–1183 1,50 0,30 0,47 0,81 

Лядвенец 121–1175 1,46 0,46 0,43 0,78 

Клевер 100–1910 1,20 0,14 0,25 0,76 

Показатель PIC (Polymorphism Infor-

mation Content) характеризовался высо-

кими значениями для всех изучаемых 

культур, минимальное — у клевера 

(0,76) и максимальное — у люпина 

(0,81). В то же время иранские ученые в 

2011 г. при анализе люцерны определили 

более высокие значения показателей ге-

нетического разнообразия для люцерны: 

эффективное число аллелей составило 

1,59, индекс генетического разнообразия 

был равен 0,35, а индекс Шеннона дос-

тиг 0,52 [11]. Однако показатель инфор-

мативности праймеров (PIC) в работе 

этого же автора составил 0,34, что за-

метно ниже значений, полученных в на-

шем исследовании [12]. 

На основе бинарных матриц были 

рассчитаны индексы генетического 

сходства и дистанции Нея для установ-

ления филогенетических связей между 

анализируемыми образцами. На рисун-

ках 4 и 5 представлены примеры 

UPGMA-дендрограммы генетического 

сходства и результаты анализа методом 

главных координат (PCoA-анализ).
 

 
 

Рис. 4. UPGMA-дендрограммы генетического сходства  

между образцами люпина разных видов 
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В изучаемой коллекции выделялись 

три видовых кластера: белого, желтого и 

узколистного люпина.  

Кластер белого люпина подразделял-

ся на две основные группы: первая 

включала сорта Мичуринский, Дега, 

Гамма и пять перспективных селекцион-

ных линий (СН55-14, СН8-12, СН32-19, 

СН17-14, СН5-19); вторая — сорта Бе-

лый сидерат, Тимирязевский, Андромеда 

и три перспективные линии (СН96-

15ДТ1, СН86-17 ДТ1, СН90-17 ДТ1). 

Сорт Алый парус выделился в отдель-

ную группу.  

Образцы люпина желтого объедини-

лись в один кластер, включающий сорта 

Антей, Булат, Алтын.  

Сорта узколистного люпина Белоро-

зовый 144, Эпигональ 1215, Сидерат 46, 

Куршавель, Деко 2, Ладный характери-

зовались генетическим сходством, тогда 

как сорт Фазан расположился в этом 

кластере на более удаленной генетиче-

ской дистанции. 

С использованием метода главных 

координат (PCoA) удалось разделить 

образцы клевера лугового на две боль-

шие группы: одна — из сортов отечест-

венной селекции (Ранний 2, Трифон, 

Памяти Лисицына, Трио, Алтын, Пели-

кан, Тетра ВИК, ВИК 84, Воронежский), 

а вторая — иностранные сорта (Norlac, 

Freedom, Metis, Nemaro, Ganymed, 

Marathon). Сорт Ветеран расположился 

отдельно. 

Таким образом, результаты кластери-

зации UPGMA-методом и данные PCoA-

анализа позволили сформировать струк-

турированные группы: у люпина — в 

соответствии с видовой принадлежно-

стью, а у клевера лугового — в зависи-

мости от происхождения. 

 

 
 

Рис. 5. Результаты PCoA-анализа сортов клевера лугового на основе данных  

генотипирования с использованием информативных SRAP-праймеров 

1 – Ранний 2; 2 – Трифон; 3 – Памяти Лисицына; 4 – Пеликан; 5 – Трио; 6 – Ветеран; 7 – Алтын; 

8 – ВИК 84; 9 – Тетра ВИК; 10 – Воронежский; 11 – Norlac; 12 – Freedom; 13 – Ganymed; 14 – Me- 

tis; 15 – Nemaro; 16 – Marathon 
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Заключение. Результаты проведен-

ных исследований показали высокую 

эффективность системы SRAP-марки-

рования для оценки генетического раз-

нообразия разных видов кормовых бобо-

вых культур. Определены высокие пока-

затели информативности используемых 

праймеров (от 0,76 с образцами клевера 

лугового до 0,81 с образцами люпина 

разных видов); проведена оценка генети-

ческих связей в изучаемых коллекциях.  

Установлено, что комбинации SRAP-

маркеров F9-R9 и F10-R8 способны вы-

являть полиморфизм ДНК между сорта-

ми клевера лугового и люцерны. С ис-

пользованием сочетания маркеров Me4 и 

EM1 можно идентифицировать сорта 

клевера лугового и люпина разных ви-

дов. Комбинация F9-R14 является уни-

версальной для различения сортов внут-

ри видов клевера лугового, лядвенца ро-

гатого и Крылова. Полученная информа-

ция может использоваться в селекции и 

семеноводстве наиболее распространен-

ных и хозяйственно значимых видов и 

сортов кормовых бобовых трав. 
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