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Люцерна — многолетняя бобовая культура, отличающаяся высокой
.Питательной ценностью. В её составе содержится значительное количество
белка (15–20% от сухой массы), витаминов, а также минеральных веществ.
.Она широко используется для производства таких кормов, как сено, сенаж,
.силос и травяная мука. В последние годы повышенное внимание
…исследователей привлекают многолисточковые формы люцерны. В
….настоящий момент установлено, что на проявление признака у люцерны
……посевной (Medicago sativa L.) могут влиять пять генов: PALM1, KNOX, SPL,
…...MsNAC39 и REV. Изучение этих генов, а также поиск новых механизмов
……открывает перспективы для селекции высокопродуктивных сортов с
…..улучшенными кормовыми характеристиками и повышенной урожайностью.
… Цель данного исследования заключалась в поиске ДНК-маркеров,
……ассоциированных с признаком многолисточковости у перспективного
…..селекционного материала люцерны изменчивой (Medicago varia Mart.).

Введение



Материалы и методы

Для анализа была сформирована контрастная коллекция, включающая пять многолисточковых форм и три
образца с нормальной формой листа. Для получения геномной ДНК использовали модифицированный SDS-метод.
Навеска состояла из листовой ткани взрослого растения массой 0,3 грамма для каждого образца. Количественные
показатели определяли спектрофотометром Nabi («MicroDigital Co., Ltd.», Корея). Для анализа использовали образцы с
финальной концентрацией 30 нг/мкл. Состав смеси был подобран экспериментальным путём. Амплификацию
осуществляли в термоциклере «Т100 Thermal Cycler» («Bio-Rad», США). Детекцию продуктов ПЦР проводили методом
электрофореза в 1,6%-ном агарозном геле в течение 90 минут при 50 V. Детекцию результатов проводили на приборе Gel
Doc™ XR+ («Bio-Rad», США). Размеры ампликонов в изучаемых коллекциях рассчитывали с использованием программы
Image Lab v 6.0.1 (Bio-Rad Laboratories, США).

№ п.п. Название образца
Среднее количество 

листочков на листах

1 МНЛ-1 5,82

2 МНЛ-2 5,58

3 МНЛ-3 5,68

4 МНЛ-4 4,55

5 МНЛ-5 4,85

6 НФЛ-1 3,01

7 НФЛ-2 3,03

8 НФЛ-3 3,00



Результаты исследований
С помощью 16 одиночных праймеров была составлена 31 комбинация, из которых две (F9-R14 и ME3-EM3) показали

различия между образцами с многолисточковой и нормальной формой листа. С комбинацией F9-R14 у четырёх из пяти
многолисточковых образцов был выявлен ампликон размером 717 п.н., отсутствующий у растений с нормальной
формой листа. C комбинацией ME3-EM3 у всех пяти растений с мутантной формой листа был обнаружен ампликон
размером 104 п.н. В дальнейшем отличимые бэнды были вырезаны из геля, очищены и секвенированы. Анализ показал,
что все последовательности выравниваются на геном растений семейства бобовые. Для комбинации F9-R14 было
выявлено наличие участка копии ретротранспозона, принадлежащего к группе Ty-1-copia LTR, который по данным
GeneBank раннее был обнаружен в геноме нута (Cicer arietinum L.).

Retrotransposon 
Ty-1 copia

F9-R14 ME3-EM3



Выводы

Название 

образца

SRAP-

маркер

№

клона
Совпадение в базой NCBI

1

ME3-EM3

9-7

Medicago sativa middle repetitive DNA (RPE15) gene, complete 

cds

9-8

2
10-1

10-2

3
11-3

11-4

4
12-1

12-2

1

F9-R14

16-4 1) Cicer arietinum Ty1-copia retrotransposon partial pol gene 

for putative reverse transcriptase, clone cart5

2) PREDICTED: Medicago truncatula uncharacterized 

LOC120580584 (LOC120580584), ncRNA

16-5

3 17-7

4 18-2

3 17-6 PREDICTED: Medicago truncatula receptor-like protein kinase 

HERK 1 (LOC11408742), transcript variant X1, mRNA4 18-1

1. При тестировании 31 комбинации SRAP-праймеров выявлено две, позволяющие различить многолисточковые и
обычные формы листа: F9-R14 и ME3-EM3.

2. При секвенировании образцы с комбинацией ME3-EM3 выравнивались на геном растений семейства Бобовые
(Fabaceae ). В то же время для праймеров F9-R14 был идентифицирован участок ретротранспозона Ty1-copia LTR,
ранее обнаруженный в геноме нута.

3. Полученные данные могут использоваться для отбора элитных форм люцерны с повышенной листовой массой


