
	 45

Введение

Ель колючая Picea pungens Engelm.  – один 
из наиболее известных и ценных хвойных видов 
Северной Америки, широко культивируемый в 
странах Северного полушария в качестве деко-
ративной культуры благодаря уникальной се-

ребристо-голубой окраске хвои и правильной 
пирамидальной форме кроны. Такая популяр-
ность этого древесного растения обусловлена 
не только высокой декоративностью, но и нетре-
бовательностью к условиям произрастания, мо-
розостойкостью и устойчивостью к воздушным 
загрязнениям по сравнению с другими видами 
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Впервые исследовали генетическую вариабельность/стабильность микропобегов ели колючей Picea pungens 
Engelm., полученных в культуре in vitro путем прямой регенерации из зиготических зародышей под дей-
ствием синтетического регулятора роста с цитокининовой активностью N-фенил-N′-1, 2, 3-тидиазурол-5-
мочевины, или тидиазурона (ТДЗ), с помощью ISSR- и RAPD-анализов, а также методом проточной цитоме-
трии. Побегообразование индуцировали на среде ½ LV, используя две концентрации ТДЗ (0.5 или 1 мкмоль) 
в течение 28 сут, затем растительный материал переносили на безгормональную питательную среду ½ LV на 
35 сут. Сформировавшиеся микропобеги отделяли от тканей экспланта и культивировали на безгормональ-
ных средах того же состава еще один пассаж (35 сут), затем оценивали их генетическую стабильность. Для 
оценки влияния каждой концентрации регулятора роста на стабильность генома использовали микропобеги, 
образованные тремя разными генотипами растений-доноров. С помощью ISSR-анализа выявлен незначи-
тельный полиморфизм между микропобегами ели колючей, образованными у одного генотипа с помощью 
молекулярно-генетического анализа. Показано, что генетическая вариабельность регенерантов у отдельных 
генотипов составляла от 1.29 до 1.58 %, в то время как у других генотипов сохранялась 100 % генетическая 
стабильность микропобегов. В то же время RAPD-анализ не показал различий между анализируемыми об-
разцами, все исследуемые праймеры инициировали мономорфные спектры. Методом проточной цитометрии 
установлено, что все исследованные образцы были диплоидными. Содержание ДНК (2С) в микропобегах 
варьировало от (38.86 ± 0.55) до (40.35 ± 0.30) пг, а размер генома (1С) (18 961.79 ± 256.91) – (19 933.27 ±  
± 526.35) млн п. н. Полученные результаты свидетельствуют о низком уровне сомаклональной изменчивости 
микропобегов ели колючей, образованных in vitro в результате прямой регенерации из зиготических зароды-
шей под действием исследуемых концентраций ТДЗ.

Ключевые слова: культура in vitro, регенерация микропобегов, тидиазурон, ISSR- и RAPD-анализ, проточ-
ная цитометрия, ель колючая.
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елей. Ель колючая декоративна в течение всего 
года. Спектр цвета хвои ели колючей варьиру-
ет от чисто зеленого и зелено-голубого до бело-
серебристого и стального голубого. Окрас хвои 
обусловлен как генотипом отдельной особи, 
так и условиями произрастания (Afele, Saxena, 
1995). Уникальный цвет хвои часто не переда-
ется потомкам, и даже при многолетнем контро-
лируемом опылении лишь половина сеянцев на-
следуют его (Cram, 1984).

В настоящее время ель колючую размножа-
ют либо черенками, либо прививкой отборных 
генотипов на другие виды елей (ель обыкновен-
ную P. abies  (L.) H. Karst., ель сизую P. glauca 
(Moench) Voss), но эти традиционные мето-
ды трудоемки и малоэффективны (Lyon, 1983; 
Kirdar et al., 2009). В связи с этим для массового 
размножения элитных форм и сортов ели колю-
чей необходима разработка более эффективного 
способа регенерации. В этом случае культура 
клеток и тканей может служить альтернативой 
при клонировании ели колючей, поскольку поз
воляет размножать уникальные генотипы расте-
ний и сохранять ценные генетические ресурсы. 
Однако культивирование in  vitro может приво-
дить к значительным фенотипическим изме-
нениям растений-регенерантов (Clarindo et al., 
2008). Это явление связывают с сомаклональной 
изменчивостью, которая часто является след-
ствием изменения наследственного материала 
(Larkin, Scowcroft, 1981). При этом выделяют 
небольшие генетические изменения, такие как 
точечные мутации, делеции, изменения после-
довательности генов или их амплификацию, 
активацию ретротранспозонов, изменения дина-
мики метилирования генов и активности промо-
торов, модификации гетерохроматина (Kaeppler 
et al., 2000; Saker et al., 2000). Наиболее пред-
почтительным инструментом для анализа по-
добных изменений у размноженных in  vitro 
растений являются молекулярные маркеры, та-
кие как анализ простых межмикросателлитных 
последовательностей (ISSR-маркеры) или слу-
чайно амплифицированной полиморфной ДНК 
(RAPD-маркеры). Более крупные цитогенети-
ческие перестройки, к которым относят хромо-
сомные аберрации, полиплоидию, анеуплоидию 
(Ali et al., 2016) можно выявить при помощи ме-
тодов проточной цитометрии.

Установлено, что на частоту сомаклональ-
ной изменчивости влияют многие факторы, 
связанные с культивированием in vitro: тип экс-
планта, генотип растения-донора, состав пита-
тельной среды, комбинация регуляторов роста 

растений, продолжительность культивирования 
и др. (Bhojwani, 1992; Nehra et al., 1992; Kumar, 
Mathur, 2004; Mishiba et al., 2006). В связи с этим 
при разработке протоколов микроразмножения 
ценных генотипов большое значение, особенно 
при коммерческом применении этой техноло-
гии, имеет выявление сомаклональной изменчи-
вости (Bhojwani, 1992).

В последнее время при клональном микро-
размножении древесных растений широко ис-
пользуют синтетический регулятор роста – ти-
диазурон (ТДЗ) (Zaytseva et al., 2016; Zaytseva, 
Novikova, 2018; Железниченко и др., 2019). ТДЗ, 
или N-фенил-N′-1,2,3-тидиазурол-5-мочевину, в 
первую очередь рассматривают как синтетиче-
ский цитокинин, но его уникальность заключа-
ется в способности одновременно проявлять как 
ауксиновую, так и цитокининовую активность, 
при этом по химическому строению он отлича-
ется от используемых ауксинов и цитокининов 
(Murthy et al., 1998). Считается, что ТДЗ обла-
дает высокой эффективностью по сравнению с 
другими регуляторами роста с цитокининовой 
активностью, например с 6-бензиладенином 
(БАП) (Nieuwkirk et al., 1987). До сих пор нет 
информации о влиянии этого регулятора роста 
на проявление сомаклональной изменчивости 
при клональном микроразмножении хвойных 
растений, в частности ели колючей.

В связи с этим цель исследования – оцен-
ка генетической вариабельности адвентивных 
микропобегов у разных генотипов ели колючей, 
полученных под действием ТДЗ с использовани-
ем ISSR- и RAPD-анализов и метода проточной 
цитометрии.

Материалы и методы

Растительный материал. Семена ели колю-
чей, произрастающей в искусственных насаж-
дениях Академгородка г.  Новосибирска, соби-
рали со свободноопыленных деревьев-доноров, 
имеющих выраженную голубую окраску хвои. 
Отбор образцов проводили в начале сентября 
2018 г.

Индукция адвентивного побегообразования. 
Эксплантами для регенерации адвентивных 
микропобегов были зрелые зиготические заро-
дыши. Перед введением материала в культуру 
in  vitro проводили поверхностную стерилиза-
цию согласно разработанным ранее протоколам 
(Железниченко, Новикова, 2017; Железниченко 
и др., 2019). Зародыши культивировали на пита-
тельной среде ½ LV (Litvay et al., 1985) с добав-
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лением мезоинозита – 100 мг/л (Sigma-Aldrich®, 
США), глутаминовой кислоты – 500  мг/л 
(Sigma-Aldrich, США), гидролизата казеина – 
500 мг/л (Fluca Analytical, США) и агара – 0.7 % 
(PanReac®, Испания). Питательные среды дово-
дили до pH 5.8, затем автоклавировали (121 °С, 
110  кРа, 20  мин). Индукцию адвентивного по-
бегообразования стимулировали внесением в 
питательные среды ТДЗ (BioReagent, Sigma-
Aldrich® США), предварительно растворенным 
в 95 % этиловом спирте, в концентрации 0.5 или 
1 мкмоль. Культивирование проводили под лю-
минесцентными лампами с интенсивностью 
освещения 2.24 клк при (23 ± 2)  °С и 16-часо-
вом фотопериоде. Длительность первого пасса-
жа (на средах с регулятором роста) составляла 
28  сут, затем материал культивировали на без-
гормональных питательных средах, при этом 
пассаж увеличивали до 35 сут (Железниченко и 
др., 2019). Образовавшиеся микропобеги отде-
ляли от тканей экспланта и культивировали на 
безгормональных средах в течение 35 сут, затем 
оценивали их генетическую стабильность. Ми-
кропобеги сравнивали между собой в пределах 
одного генотипа. Контролем служила разрос-
шаяся ткань эксплантов (Железниченко и др., 
2019).

Анализ генетической стабильности моле-
кулярно-генетическими методами. Геномную 
ДНК выделяли из живых тканей, разросшихся 
эксплантов и микропобегов согласно протоколу 
коммерческого комплекта Diamond DNA Plant 
Kit D (DiamondDNA, Россия). Выделенную ДНК 
растворяли в 100 мкл ТЕ-буфера (DiamondDNA, 
Россия). Концентрацию и качество выделенной 
ДНК оценивали с помощью спектрофотометра 
BioSpectrometer kinetic (Eppendorf, Германия) 
при λ = 280 нм, используя микрокювету μCuvette 
G1.0 (Eppendorf, Германия). Перед постановкой 
ПЦР все образцы ДНК разводили до 5  нг/мкл 
буфером для разведения ДНК (Евроген, Рос-
сия). Для первичного скрининга использовали 
19 ISSR и 12 RAPD праймеров.

Реакцию ПЦР проводили в амплификато-
ре C-1000 (Bio-Rad, USA) в объеме 15  мкл. 
Стандартная реакция содержала однократный 
Taq-буфер (Евроген, Россия), смесь по 0.2  мM 
каждого dNTP (Евроген, Россия), 2.5 мM MgCl2 
(Евроген, Россия), 1  мкмоль ISSR или RAPD 
праймера (Евроген, Россия), 1.5 ед. HSTaq ДНК 
полимеразы (Евроген, Россия) и 10 нг геномной 
ДНК.

Амплификацию для ISSR-анализа проводи-
ли по следующей программе: первичная денату-

рация при 94 °С 4 мин, затем при 96 °С 1 мин.; 
40  циклов: денатурация при 94  °С 10  с, отжиг 
праймеров при 56 °C 20 с, элонгация при 72 °С 
2  мин; финальная элонгация при 72 °С 5  мин 
и хранение при 4 °С до дальнейшего использо-
вания.

RAPD-анализ проводили по следующей про-
грамме амплификации: первичная денатурация 
при 94 °С 3 мин, затем при 96 °С 1 мин; 40 ци-
клов: денатурация при 94 °С 15 с, отжиг прай-
меров при 40  °C (OPA  02) или 41  °C (OPF  13, 
OPF 07, OPZ 07) 25 с, элонгация при 72 °С 2 мин; 
финальная элонгация при 72 °С 7 мин и хране-
ние при 4 °С до дальнейшего использования.

Аликвоту ПЦР, содержащую исследуемый 
фрагмент, анализировали электрофорезом в 
1.7  % агарозном геле в однократном ТАЕ-бу-
фере при напряжении 4  V/cm в присутствии 
интеркалирующего красителя SYBR Green  I. 
Использовали маркер длин ДНК 100 + bp DNA 
Ladder (Евроген, Россия). Визуализировали в 
системе гель-документирования Gel Doc XR+ 
(BioRad, USA).

Анализ генетической стабильности мето-
дом проточной цитометрии. Содержание ядер-
ной ДНК растений определяли методом про-
точной цитометрии с окраской изолированных 
ядер йодидом пропидия (PI). Анализ проводили 
на приборе CyFlow Space (Sysmex Partec, Герма-
ния) с лазерным источником излучения 532 нм 
(Doležel et al., 2007). Измерения проводились на 
ядрах, извлеченных из живых тканей молодых 
почек у трех разных генотипов (Г1–Г3) деревьев 
ели колючей, вступивших в фазу семеношения 
и произрастающих в парковой зоне Академго-
родка г.  Новосибирска. Также анализировали 
микропобеги, полученные от разных генотипов 
деревьев-доноров (Г4–Г9) в культуре in vitro под 
действием ТДЗ (0.5 и 1 мкмоль).

Для получения суспензии ядер одновре-
менно измельчали анализируемый материал и 
внутренний стандарт в 500  мкл охлажденного 
коммерческого буфера (Nuclei extraction buffer, 
Partec, Германия) с добавлением поливинилпи-
ролидона, затем инкубировали при комнатной 
температуре 2 мин.

В качестве внутреннего стандарта исполь-
зовали свежие листья петрушки кудрявой 
Petroselinum crispum (Mull.) Fuss (2С = 4.5 пг), 
предложенного в качестве альтернативного 
стандарта (Obermayer et al., 2002; Скапцов и др., 
2016). Выделение, окрашивание ядер и анализ 
образцов и стандарта происходили одновремен-
но (Doležel, 1991).

Исследование генетической вариабельности адвентивных микропобегов picea pungens Engelm. ...
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Образцы фильтровали через фильтр CellTrics 
(нейлоновую мембрану) с размером пор 50 мкм 
(Sysmex Partec, Германия) для отделения кле-
ток и смешивали с 2 мл раствора для окраши-
вания, состоящего из буфера (Staining Buffer) 
(Sysmex Partec, Германия) (50 мкг/мл) и RNAse A 
(50 мкг/мл). Для получения достоверных резуль-
татов проводили анализ 3–8 образцов на генотип.

Содержание ДНК  2C рассчитано исходя из 
линейной зависимости между флуоресцентны-
ми сигналами от окрашенных ядер исследован-
ных образцов и внутренним стандартом (Doležel 
et al., 2007).

Статистическую обработку полученных дан-
ных проводили при помощи программного обес
печения Statistica  8.0 (StatSoft Inc.) и штатного 
программного обеспечения проточного цитоме-
тра CyFlow® Space.

Результаты и их обсуждение

При разработке системы регенерации ели ко-
лючей в культуре in vitro в качестве эксплантов 
использовали зрелые зиготические зародыши, 
поскольку у хвойных сложно индуцировать про-
цессы морфогенеза из других типов эксплантов 
(Tang, Newton, 2005; Jerico et al., 2012). С помо-
щью гистологического анализа установили, что 
при культивировании зародышей ели колючей на 
среде с ТДЗ в концентрациях 0.5 или 1 мкмоль в 
течение 28  сут происходит разрастание тканей 
первичных эксплантов без образования проме-
жуточного каллуса, что указывает на прямой 
путь морфогенеза (Железниченко и др., 2019). 
Считается, что при прямом пути регенерации 
в культуре in  vitro сомаклональные изменения 
у растений-регенерантов по сравнению с мате-
ринским растением минимальны, что подтверж-

дается рядом авторов (Takagi et al., 2011; Эрст и 
др., 2015; Erst et al., 2015; Novikova et al., 2020). 
Однако в наших исследованиях (Железниченко 
и др., 2019) отмечено, что при культивировании 
зародышей ели колючей под действием ТДЗ в 
концентрациях 0.5 и 1 мкмоль наблюдали фор-
мирование разнообразных морфогенных струк-
тур, а именно: адвентивных почек, микропобе-
гов, а также отдельных хвоинок из разросшихся 
тканей первичных эксплантов. Увеличение кон-
центрации регулятора роста в питательной сре-
де стимулировало возникновение аномальных 
структур (хвоинок, микропобегов аномальной 
морфологии). Следовательно, необходимо ис-
следование генетической вариабельности сфор-
мированных адвентивных микропобегов под 
действием указанных концентраций ТДЗ. Кроме 
того, в настоящее время в литературе нет дан-
ных о влиянии ТДЗ на сомаклональную измен-
чивость исследуемого вида in vitro.

Поскольку хвойные являются анемофильны-
ми растениями и их семена имеют очень боль-
шое разнообразие даже в пределах одной шишки 
(Losada, Leslie, 2018), то сравнить генетическую 
идентичность микропобегов с материнским рас-
тением не представлялось возможным. В связи 
с этим проводили сравнение сформированных 
микропобегов между собой, используя в каче-
стве контроля разросшиеся ткани эксплантов 
(зиготических зародышей).

В настоящем исследовании анализировали 
микропобеги ели колючей, полученные по раз-
работанному ранее протоколу (Железниченко и 
др., 2019) методами молекулярно-генетической 
диагностики и проточной цитометрии (рис. 1).

Возможные сомаклональные изменения 
микропобегов, индуцируемых ТДЗ в концен-
трации 0.5 и 1  мкмоль, изучали, используя 

Рис. 1. Микропобеги ели колючей, сформированные после культивирования эксплантов на питательной сре-
де ½  LV, дополненной 0.5  мкмоль ТДЗ (первый пассаж) в течение 28  сут с последующим переносом на 
безгормональную среду ½ LV (второй пассаж – 35 сут): а – на экспланте; б – изолированные из тканей экс-
планта. Масштаб 1 см.
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ISSR- и RAPD-маркеры. Первичный скрининг 
19  ISSR- и 12  RAPD-праймеров позволил ото-
брать 13  ISSR- и 4 RAPD-маркеров. Суммарно 
исследовали 17 маркеров (ISSR и RAPD).

Всего проанализировали шесть генотипов 
(Г1–Г6) – по три на каждую концентрацию ре-
гулятора роста. В пределах каждого генотипа 
анализировали по восемь образцов: 1  – раз-
росшиеся ткани экспланта (контроль) и 2–8 – 
микропобеги, образованные у одного генотипа. 
Выявили от одного до двенадцати амплифици-
руемых фрагментов, размер которых варьировал 
от 300 до 2500 п. н., при этом количество и дли-
на бэндов отличались в зависимости от генотипа 
растения-донора (рис. 2, табл. 1).

Из 13 исследуемых ISSR-маркеров 10 оказа-
лись мономорфными у всех исследуемых гено-
типов независимо от концентрации ТДЗ и толь-
ко 3 ISSR-паттерна показали полиморфизм.

При этом наблюдали различия в зависимо-
сти от генотипа материнского растения, а также 
от концентрации регулятора роста в питатель-
ной среде. Так, при культивировании на средах 
с более низким содержанием (0.5 мкмоль) ТДЗ 
только у одного генотипа (Г2) наблюдали поли-
морфизм по одному маркеру (UBC 818). Увели-
чение концентрации (1 мкмоль) ТДЗ индуциро-
вало увеличение полиморфизма микропобегов 
у двух (Г4, Г6) из трех исследуемых генотипов. 
Это детектировалось праймерами UBC  808 и 
UBC  841. Установлено, что отдельные геноти-
пы ели колючей не подвержены влиянию ТДЗ 
в концентрации 0.5 и 1 мкмоль, в то время как 
у других возникает сомаклональная изменчи-
вость (1.58  %) и наблюдаются незначительные 
различия как между микропобегами, так и по 
сравнению с материнским растением. В то же 
время RAPD-анализ не выявил различий меж-

Рис. 2. Электрофореграммы продуктов амплификации ДНК материнского растения и микропобегов ели колю-
чей разных генотипов (Г1–Г6), индуцированных in vitro при воздействии разных концентраций (0.5 и 1 мкмоль) 
ТДЗ: а, б – ISSR-маркеры (UBC 810, UBC 835); в – RAPD-маркеры (OPF 13); 1 – ткань разросшегося экспланта 
(контроль); 2–8 – микропобеги; Г1, Г2, Г3 – генотипы, культивируемые при 0.5 мкмоль ТДЗ; Г4, Г5, Г6 – геноти-
пы, культивируемые при 1 мкмоль ТДЗ; М – маркер молекулярной массы 100 п. н.
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ду анализируемыми образцами, все исследу-
емые праймеры инициировали мономорфные 
спектры (см. рис. 2, табл. 1).

Наши данные согласуются с работами дру-
гих авторов по исследованию регенерации дре-
весных растений под действием ТДЗ. Например, 
при прямой регенерации рододендрона остроко-
нечного Rhododendron mucronulatum Turcz. с ис-
пользованием концентрации ТДЗ 0.1–2.5 мкмоль 
генетическая стабильность микропобегов со-
хранялась в пределах 98–99 % (Novikova et al., 
2020). Растения-регенеранты моринги ино-
земной Moringa peregrina (Forssk.) Fiori, полу-
ченные в культуре in  vitro под действием ТДЗ, 
сохраняли сходство с материнским растением 
на 98 % (Purayil et al., 2018), а саксаула белого 
Haloxylon persicum Bunge ex Boiss. & Buhse – на 
100 % (Kurup et al., 2018). Из используемых нами 

генетических маркеров ISSR-маркеры являются 
наиболее предпочтительными, поскольку обла-
дают высоким полиморфизмом и имеют боль-
шую воспроизводимость по сравнению с RAPD 
(Ray et al., 2006), а также сниженное появление 
различных артефактов (Bornet, Branchard, 2001).

Для исследования крупных цитологических 
перестроек, касающихся изменений на уровне 
хромосом (поли- и анеуплоидия), применяли ме-
тоды проточной цитометрии. Хвойные растения 
обладают большим (6500–37 000  Mb) и сложно 
организованным геномом (Седельникова, 2015). 
Для достоверного определения размера генома 
вида необходимо проведение анализа нескольких 
генотипов растений минимум в трех повторно-
стях, что позволяет выявить вариации в процеду-
ре и оценить различия между растениями. В на-
ших исследованиях проанализировано по три 

Таблица 1. Список ISSR- и RAPD-маркеров и число амплифицированных фрагментов в образцах ДНК, 
выделенных из тканей материнского растения и микропобегов разных генотипов (Г1, Г2, Г3, Г4, Г5, Г6) 
ели колючей, сформированных в результате культивирования in vitro при разных концентрациях 
(0.5 и 1 мкмоль) ТДЗ

Маркер

ТДЗ 0.5 мкмоль ТДЗ 1 мкмоль
Г1 Г2 Г3 Г4 Г5 Г6

О
. ч

. б
.1

М
. б

.2

П
. б

.3

О
. ч

. б
.1

М
. б

.2

П
. б

.3

О
. ч

. б
.1

М
. б

.2

П
. б

.3

О
. ч

. б
.1

М
. б

.2

П
. б

.3

О
. ч

. б
.1

М
. б

.2

П
. б

.3

О
. ч

. б
.1

М
. б

.2

П
. б

.3

Межмикросателлитные последовательности (ISSR-маркеры)
UBC808 9 9 0 6 6 0 5 5 0 5 5 0 6 6 0 10 9 1
UBC817 5 5 0 5 5 0 5 5 0 6 6 0 7 7 0 6 6 0
UBC856 6 6 0 4 4 0 5 5 0 3 3 0 4 4 0 4 4 0
UBC873 4 4 0 5 5 0 5 5 0 2 2 0 2 2 0 2 2 0
UBC835 5 5 0 6 6 0 5 5 0 5 5 0 5 5 0 6 6 0
UBC830 5 5 0 6 6 0 5 5 0 6 6 0 5 5 0 6 6 0
UBC842 5 5 0 5 5 0 5 5 0 5 5 0 5 5 0 5 5 0
UBC811 6 6 0 7 7 0 7 7 0 6 6 0 5 5 0 6 6 0
UBC810 9 9 0 9 9 0 5 5 0 6 6 0 5 5 0 4 4 0
UBC818 3 3 0 11 10 1 7 7 0 2 2 0 2 2 0 2 2 0
UBC823 3 3 0 1 1 0 1 1 0 3 3 0 3 3 0 3 3 0
UBC826 7 7 0 6 6 0 6 6 0 7 7 0 6 6 0 8 8 0
UBC841 9 9 0 6 6 0 6 6 0 7 6 1 5 5 0 8 7 1

Мономорфизм, % 100 98.7 100 98.41 100 98.5
Полиморфизм, % 0 1.29 0 1.58 0 1.42

Случайно амплифицированная полиморфная ДНК (RAPD-маркеры)
OPA02 4 4 0 4 4 0 5 5 0 4 4 0 4 4 0 4 4 0
OPF13 9 9 0 10 10 0 12 12 0 8 8 0 9 9 0 9 9 0
OPF07 6 6 0 6 6 0 5 5 0 5 5 0 6 6 0 5 5 0
OPZ07 7 7 0 5 5 0 5 5 0 9 9 0 7 7 0 7 7 0

Мономорфизм, % 100 100 100 100 100 100
Полиморфизм, % 0 0 0 0 0 0

Примечание. Рассмотрено число бэндов в пределах каждого генотипа: 1 – общее число бэндов на генотип; 2 – мономорфные 
бэнды; 3 – полиморфные бэнды.
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генотипа (деревья in vivo, микропобеги, сформи-
рованные in vitro при разной концентрации ТДЗ) 
и по 3–8 образцов на генотип. При исследовании 
количества ДНК ели колючей в образцах, полу-
ченных in vitro, анализировали только микропо-
беги, полученные под действием разных концен-
траций ТДЗ. Ткани разросшихся эксплантов не 
использовали для анализа, поскольку в них име-
лись некротические участки, которые могли по-
влиять на адекватность полученных результатов.

Установлено, что все исследуемые образцы 
были с одинаковым уровнем плоидности (ди-
плоидны). Известно, что растения ели колючей 
являются диплоидами с числом хромосом 2n = 
24 (Ohri, Khoshoo, 1986; Hizume, 1988). Содер-
жание ДНК у деревьев, вступивших в фазу се-
меношения, варьировало от 39.1 до 40.34 пг, т. е. 
количество ДНК различалось между образцами 
примерно на 2-3  % (табл.  2). В микропобегах, 
сформированных под действием низкой кон-
центрации ТДЗ (0.5  мкмоль), количество ДНК 
не отличалось как в пределах одного генотипа, 
так и между исследованными генотипами и со-
ставляло 39.01–39.95 пг, тогда как в микропобе-
гах, сформированных на средах с 1 мкмоль ТДЗ, 
выявлены различия в содержании ДНК (2С  = 
38.86–40.35  пг) между исследуемыми геноти-
пами, но в пределах генотипа содержание ДНК 
почти не различалось.

Наши данные по содержанию ДНК согласу-
ются с более ранними исследованиями, в кото-
рых количество ДНК у ели колючей составляло 
2С ((40.03 ± 1.39) пг) (Ohri, Khoshoo, 1986). Раз-

мер генома исследуемых нами деревьев варьи-
ровал в пределах 18 956.9–19 967.5 млн п. н. и 
имел сходные значения с исследуемыми микро-
побегами (18 961.79–19 933.27 млн п. н.). Геном 
микропобегов, сформированных под действием 
ТДЗ, не отличался по размеру как в пределах ге-
нотипа, так и между генотипами и не зависел от 
концентрации регулятора роста в среде.

По мнению некоторых исследователей, ва-
рьирование размера генома может быть связа-
но с изменением числа хромосом, содержанием 
ядерной ДНК, а также различных повторяющих-
ся последовательностей (Хемлебен и др., 2003; 
Гамалей, Шереметьев, 2012). Стоит отметить, 
что в классе хвойные наблюдается наибольшее 
число различных хромосомных нарушений и 
аномалий по сравнению с другими классами, в 
том числе формирование добавочных хромосом 
(В-хромосом), которые наиболее часто встре-
чаются у представителей рода ели (Муратова, 
2000). Например, у североамериканского вида 
ели сизой число добавочных хромосом может 
достигать 6 (2n = 24 + 1–6 B) (Rees et al., 1977; 
Teoh, Rees, 1977), тогда как кариотип ели колю-
чей – 2n = 24 + 0–1 В (Владимирова и др., 2007; 
Богданова, 2009; Седельникова и др., 2010). Уста-
новлено, что у особей ели сизой наличие одной 
В-хромосомы увеличивает количество ДНК на 
2.7 % (Teoh, Rees, 1977). Вероятно, в наших ис-
следованиях вариативность содержания ДНК 
трех генотипов (Г1–Г3) деревьев связана с наличи-
ем добавочных хромосом, что требует дальней-
шего исследования.

Таблица 2. Относительное содержание ДНК и размер генома разных генотипов (Г1–Г3) деревьев, 
вступивших в фазу семеношения (in vivo), а также микропобегов разных генотипов (Г4–Г9) ели колючей, 
сформированных в результате культивирования in vitro при разных концентрациях (0.5 и 1 мкмоль) ТДЗ

Образeц Генотип Количество 
обр.1 2С, пг Размер генома 

(1С, млн п. н.2)
Коэффициент 
вариации, %

Вегетативные 
почки*

Г1 3 40.34 ± 0.17 19 344.84 ± 332.08 0.43
Г2 5 39.24 ± 1.70 18 956.9 ± 590.09 4.35
Г3 8 39.10 ± 0.60 19 967.5 ± 610.31 1.54

Микропобеги** Г4 4 39.37 ± 0.48 19 287.79 ± 231.91 1.24
Г5 6 39.01 ± 0.62 18 961.79 ± 256.91 1.61
Г6 7 39.95 ± 0.51 19 664.32 ± 316.35 1.30

Микропобеги*** Г7 5 40.35 ± 0.30 19 455.68 ± 395.46  0.75
Г8 7 38.86 ± 0.55 19 097.08 ± 479.22 1.43
Г9 6  40.15 ± 1.20 19 933.27 ± 526.35 2.99

Примечание. 1 – количество проанализированных образцов; 2 – 1 пг ДНК = 978 Mбп (Doležel et al., 2003); 2С – содержание 
диплоидной ДНК, пг; *вегетативные почки, собранные с деревьев ели колючей, произрастающих в парковой зоне Академгород-
ка г. Новосибирска; **микропобеги, сформированные in vitro в результате прямого органогенеза под действием 0.5 мкмоль ТДЗ; 
***микропобеги, сформированные in vitro в результате прямого органогенеза под действием 1 мкмоль ТДЗ.
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Заключение

Таким образом, впервые проведено исследо-
вание генетической вариабельности микропобе-
гов ели колючей, индуцированных путем прямой 
регенерации в культуре in vitro под действием 
ТДЗ и культивирующихся в течение трех пасса-
жей с использованием ISSR- и RAPD-анализов, 
а также метода проточной цитометрии. Моле-
кулярно-генетический анализ выявил, что ТДЗ 
в концентрации 0.5 и 1 мкмоль приводит к не-
значительному полиморфизму (1.29–1.58  %) 
регенерантов ели колючей у одних генотипов, в 
то время как у других отмечена 100 % генети-
ческая стабильность микропобегов как между 
собой, так и по отношению к материнскому рас-
тению. С помощью метода проточной цитоме-
трии установлено, что крупные цитологические 
перестройки у микропобегов в пределах одного 
генотипа отсутствуют. ТДЗ в концентрации 0.5 
и 1  мкмоль не влияет на стабильность уровня 
плоидности, содержания ДНК и размера генома 
микропобегов ели колючей в пределах одного 
генотипа.

Работа выполнена при финансовой под-
держке РФФИ (грант №  18-34-00434  мол_а). 
В  статье рассматривается материал коллек-
ции in vitro лаборатории биотехнологии ЦСБС 
СО РАН, представляющий УНУ «Коллекция жи-
вых растений в открытом и закрытом грунте», 
USU_440534.
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STUDY OF THE GENETIC VARIABILITY OF ADVENTIVE MICROSHOOTS 
of Picea pungens Engelm. Using DNA Markers and Flow Cytometry

T. V. Zheleznichenko1, D. S. Muraseva1, S. V. Asbaganov1, M. S. Voronkova1, 
A. V. Zaushintsena2, T. I. Novikova1

1 Central Siberian Botanical Garden, Russian Academy of Sciences, Siberian Branch
Zolotodolinskaya str., 101, Novosibirsk, 630090 Russian Federation
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For the first time, the genetic variability/stability of blue spruce Picea pungens Engelm. microshoots obtained in 
vitro by direct regeneration from zygotic embryos under the influence of a synthetic growth regulator with cytokinin 
activity N-phenyl-N′-1, 2, 3-thidiazurol-5-urea or thidiazuron (TDZ) using ISSR and RAPD analysis, as well as by 
flow cytometry, was studied. Shoot formation was induced at ½ LV medium using two concentrations of TDZ (0.5 
or 1 μM) for 28 days, then plant material was transferred to a hormone-free nutrient medium ½ LV for 35 days. The 
formed microshoots were separated from the explant’s tissues and cultured on the same hormone-free medium for 
another 35 days, than their genetic stability was evaluated. To evaluate the effect of each concentration of the growth 
regulator on the genome’s stability, microshoots formed by three different genotypes of donor plants were used. 
ISSR analysis revealed a slight polymorphism between the blue spruce microshoots formed by the same genotype. 
The genetic variability of regenerants in individual genotypes ranged from 1.29 to 1.58 %, while other genotypes 
have 100 % genetically stable microshoots. At the same time, RAPD analysis did not show differences between 
the analyzed samples; all studied primers initiated monomorphic spectra. Flow cytometry found that all the studied 
samples were diploid. The DNA content (2C) in microshoots ranged from (38.86 ± 0.55) – (40.35 ± 0.30) pg, and 
the genome size (1C) was (18 961.79 ± 256.91) – (19 933.27 ± 526.35) Mbp. The obtained results indicate a low 
somaclonal variability of blue spruce microshoots formed in vitro under as a result of direct regeneration from zygotic 
embryos under the influence of the studied concentrations in the TDZ .

Keywords: in vitro culture, microshoots regeneration, thidiazuron, ISSR and RAPD analysis, flow cytometry, blue 
spruce.
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