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Молекулярный анализ козлятника восточного (Galega orientalis Lam.) 
с использованием SSR- и SRAP-маркеров 

 
Антонов А.А.*, н.с.; Шамустакимова А.О., н.с.; Клименко И.А., к. с.-х. н., в.н.с. 
Федеральный научный центр кормопроизводства и агроэкологии имени В.Р. Ви-
льямса, МО, Лобня, Россия 
*email: antonov4B@yandex.ru 
 

Представлены результаты исследований по оценке межсортового ДНК-
полиморфизма козлятника восточного (Galega orientalis Lam.) с помощью ком-
бинаций праймеров, разработанных к SSR- и SRAP-маркерам. Испытанная тех-
ника маркирования оказалась эффективной для установления межсортовых 
различий. Определены маркеры, выявляющие сортоспецифичные фрагменты 
ДНК. Полученные данные можно использовать для оценки генетического разно-
образия, ДНК-идентификации, отбора генетически дивергентного материала 
для использования в селекции новых сортов козлятника восточного.  

Ключевые слова: козлятник восточный, ПЦР-анализ, полиморфизм ДНК, 
микросателлитные маркеры, SRAP-маркеры.  
  



Molecular analysis of fodder galega (Galega orientalis Lam.) 
on the base of SSR and SRAP markers 

Antonov A.A.*, Shamustakimova A.O., Klimenko I.A. 
Federal Williams Research Center of Forage Production & Agroecology, Moscow re-
gion, Lobnya, Russia 
*email: antonov4B@yandex.ru 
 

The results of researches on evaluation the inter-varietal DNA polymorphism in 
fodder galega (Galega orientalis Lam.) using primer combinations, developed for SSR 
and SRAP markers, are presented in this study. The tested technique of marking had 
demonstrated the effectiveness for estimation the distinctions between varieties. Vari-
ety-specific DNA markers have been determined. The data obtained can be useful for 
genetic diversity assessment, for varieties DNA identification and selection of genet-
ically divergent material for application in fodder galega breeding.  

Key words: fodder galega, PCR analysis, DNA polymorphism, microsatellite 
markers, SRAP markers.  
 

В последние годы в производстве кормов для животных все больше исполь-
зуется козлятник восточный (Galega orientalis Lam.). Это связано с его высокой 
продуктивностью, кормовой ценностью, экологической пластичностью, долго-
летием и зимостойкостью. В посевах козлятник сохраняется 8–10 лет и более. 
Сбор зеленой массы в среднем за первые три года пользования составляет 30–
35 т/га, семян – 300 кг/га, содержание сырого протеина может достигать 25–
30 %. Козлятник, как и другие бобовые травы, обладает способностью обогащать 
почву биологическим азотом и улучшать структуру пахотного слоя [1, 2].  

По состоянию на 2024 год в Госсортреестре РФ зарегистрировано 17 высо-
копродуктивных сортов козлятника восточного. Однако явно ощутим недоста-
ток информации, связанной с изучением генетических особенностей этой пер-
спективной культуры с использованием современных методов ДНК-анализа, что 
необходимо для сохранения, рационального использования имеющихся ресурсов 
и создания новых сортов с ценными биологическими и кормовыми свойствами. 

Цель наших исследований заключалась в оценке межсортового ДНК-
полиморфизма козлятника восточного с применением комбинаций из специфич-
ных (SSR – simple sequence repeat) и произвольных (SRAP – sequence related 
amplified polymorphism) маркеров.  

Материалы и методы 
Семена 9 отечественных сортов козлятника восточного – Вест, Гале, Кри-

вич, Юбиляр, Талисман, Ялгинский, Еля-Ты, Горноалтайский 87, Тюменский – 
были получены в ЦКП «Биологические коллекции кормовых растений» 

https://ru.wikipedia.org/wiki/Lam.


(ФНЦ «ВИК им. В.Р. Вильямса») и из коллекции генофонда ВИР им. Н.И. Вави-
лова. Геномную ДНК для анализа выделяли из «балк-образцов» – суммарных 
навесок растительной ткани 30 проростков каждого сорта – с помощью модифи-
цированного SDS-метода [3]. Финальная концентрация растворов ДНК в ПЦР 
составляла 30 нг/мкл. 

Для изучения межсортовой генетической изменчивости использовали 8 
комбинаций, составленных из SSR- и SRAP-маркеров; амплификация осуществ-
лялась в соответствии с условиями, предложенными в работе Aneja с соавто-
рами [4]. Статистическую обработку провели с помощью программ Image Lab, 
PopGene [5] и надстройки MS Exel «GenAlex». Значения индекса информативно-
сти праймера (PIC) вычисляли по специальной формуле [6].  

Результаты и обсуждение 
В настоящее время для молекулярно-генетического анализа разных видов 

сельскохозяйственных культур успешно применяют сочетания праймеров, раз-
работанных к различным системам маркеров (REMAP-, TRAP-, AP-SRAP-
техники). Такой подход оказался достаточно эффективным для малоизученных 
таксономических групп, а также полезен, как источник локус-специфичных мар-
керов при работе с близкородственным материалом, характеризующимся невы-
соким уровнем ДНК-полиморфизма. Основные области применения: изучение 
генетического разнообразия, филогенетические исследования, маркирование ви-
дов, сортов и форм [7–9]. 

В нашем исследовании межсортовой ДНК-полиморфизм козлятника во-
сточного изучали с помощью комбинирования микросателлитных (SSR) марке-
ров, разработанных для анализа структуры генома клевера лугового и размещен-
ных в базе данных Red Clover Marker Database, и SRAP-маркеров, предложенных 
в работе Li G. и Quiros C.F. [10, 11].  

По результатам анализа выявлено 3 информативные комбинации (37,5 %), с 
которыми получены воспроизводимые полиморфные ПЦР-продукты (табл. 1). 

В общей сложности выявлено 74 ампликона размером от 131 до 883 пар нук-
леотидов. Из них полиморфными оказались 40 (54,1 %). В среднем с каждой ком-
бинацией праймеров было получено 24,7 полос спектра на один образец ДНК. 
Процент полиморфизма составил в среднем 48,3. Обнаружены и сортоспецифич-
ные продукты амплификации. Так, с комбинацией праймеров RCS1307(F)–EM5 
выявлены уникальные фрагменты ДНК для сорта Еля-Ты размером 131 и 323 п.н. 
Для этого же сорта с ME1–RCS1307(R) получены ампликоны 352, 477, 600, 
883 п.н., а для сортов Юбиляр и Еля-Ты – размером 326 и 489 п.н. соответственно 
с сочетанием праймеров ME3–RCS1307(R). 
  



Таблица 1 – Информативные комбинации SSR- и SRAP-маркеров для анализа 
генетического полиморфизма между сортами козлятника восточного 

Комбинация мар-
керов Последовательность нуклеотидов (п.н.) Литературный 

источник 

RCS1307(F)–EM5 CCCTTCTAGCCTAGCAACCA / 
GACTGCGTACGAATTAAC [10/11] 

ME1–RCS1307(R) TGAGTCCAAACCGGA / 
GCGGAAAAGATTCAGCCTAA [11/10] 

ME3–RCS1307(R) TGAGTCCAAACCGGAAT / 
GCGGAAAAGATTCAGCCTAA [11/10] 

 
На основании результатов анализа определены показатели информативно-

сти используемых ДНК-маркеров (табл. 2). Эффективное число аллелей в сред-
нем составило 1,28 и колебалось от 1,25 (ME1–RCS1307(R) до 1,33 (с 
RCS1307(F)–EM5). Среднее значение индекса разнообразия по Нею – 0,21 с ва-
риациями в диапазоне от 0,18 (ME3–RCS1307(R) до 0,4 (RCS1307(F)–EM5). Ве-
личина индекса Шеннона в среднем равнялась 0,35. Значения данных показате-
лей свидетельствуют о невысоком уровне межсортового ДНК-полиморфизма, 
что, вероятно, обусловлено использованием близкородственного исходного ма-
териала в различных учреждениях России. Однако значения PIC оказались до-
статочно высоки (в среднем 0,71). Это указывает на эффективность применяемой 
техники маркирования для изучения генетического полиморфизма козлятника 
восточного.  

 
Таблица 2 – Показатели эффективности комбинаций праймеров для анализа 
козлятника восточного 

№ Маркер 
Эффективное 
число аллелей 

(Ne) 

Индекс 
разнообразия 
по Нею (He) 

Индекс 
Шеннона 

(I) 
PIC 

1 RCS1307(F) –EM5 1,33 0,24 0,40 0,70 
2 ME1–RCS1307(R) 1,25 0,20 0,35 0,77 
3 ME3–RCS1307(R) 1,26 0,18 0,29 0,67 

Среднее - 1,28 0,21 0,35 0,71 
 

Применение метода PCoA-анализа для изучаемого материала показало (см. 
рисунок), что наиболее вероятным оказывается распределение сортов по трем 
кластерам: обособленно расположился сорт Еля-Ты, в общей группе – все 
остальные, среди которых выделялись сорта Юбиляр и Талисман селекции 
Псковского НИИСХ-филиала ФНЦ лубяных культур. Значения первых двух ко-
ординат составили 65 и 21 % соответственно. Можно предположить, что анали-
зируемые сорта (за исключением Еля-Ты) имеют общее происхождение.  



 
Результаты PCoA-анализа сортов козлятника восточного. 

Сорта: 1 – Юбиляр, 2 – Талисман, 3 – Кривич, 4 – Гале, 5 – Вест, 6 – Ялгинский,  
7 – Еля-Ты, 8 – Тюменский, 9 – Горноалтайский 87 

 
По результатам проведенного исследования можно заключить, что экспери-

ментальная техника, основанная на использовании комбинации систем SSR- и 
SRAP-маркеров, достаточно эффективна для анализа генома козлятника восточ-
ного. Она позволяет выявить генетический полиморфизм и степень родства се-
лекционных достижений, в перспективе – повысить точность отбора родитель-
ских форм для скрещивания, а также служить для маркирования хозяйственно 
ценных признаков. Комбинации маркеров RCS1307(F)–EM5, ME1–RCS1307(R) 
и ME3–RCS1307(R) можно использовать для идентификации сортов Еля-Ты и 
Юбиляр. Однако для повышения дифференцирующего потенциала данной тех-
ники маркирования необходимо расширение выборки анализируемых образцов 
и комбинаций, используемых праймеров. 
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Исследование проведено с целью оптимизации состава питательной среды 
на этапе укоренения для оптимального развития микрорастений ежевики. Объ-
ектом исследования служил сорт ежевики Натчез. Экспланты культивировали 
in vitro на модифицированной питательной среде Мурасиге и Скуга. Для стиму-
ляции ризогенеза были использованы регуляторы роста ИУК и ИМК в концен-
трации 1 мл/л. Экспланты ежевики сорта Натчез при выращивании на среде 
MS, дополненной ИМК, формируют крепкую систему придаточных и боковых 
корней, в сравнении с применением ИУК в такой же концентрации. 

Ключевые слова: ежевика, in vitro, MS, ризогенез, ИМК. 
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The study was conducted in order to optimize the composition of the nutrient me-

dium at the rooting stage for the optimal development of blackberry microplants. The 
object of the study was the Natchez blackberry variety. Explants were cultured in vitro 
on a modified Murashige and Skuga nutrient medium. Growth regulators IAA and IBA 
at a concentration of 1 ml/l were used to stimulate rhizogenesis. Natchez blackberry 
explants, when grown on MS medium supplemented with IBA, form a strong system of 
adventitious and lateral roots, in comparison with the use of IBA in the same concen-
tration. 

Keywords: blackberry, in vitro, MS, rhizogenesis, IBA. 


