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Резюме. Исследования проводили с целью выявления вероятной сомаклональной изменчивости у полученных в культуре 
каллусных тканей растений-регенерантов Lavandula angustifolia сорта Степная с использованием ISSR маркеров для иден-
тификации новых генотипов. Материалом для исследования служили 14 растений-регенерантов, развившихся из каллуса 
сорта Степная – 265-8, 265-3, 265-16, 402-6, 3205-4, 947-2, 265-13, 265-15, 580-1, 402-9, 3205-11, 3732, 1479-2, 265-19. 
Для оценки генетической дивергенции сомаклональных вариантов от исходного сорта использовали 11 ISSR праймеров 
компании «Евроген» (Россия) – HB13, HB15, ISSR2, ISSR3, Lav1, Lav2, Lav3, Lav4, Lav5, Lav6, Lav7. Праймер Lav6 не под-
ходит для выбранной выборки образцов, так как с его использованием удалось амплифицировать только один фрагмент 
длиной 706 пар нуклеотидов. Праймеры HB13, HB15, Lav2 и Lav5 не выявили полиморфизма между исходным сортом и 
растениями, появившимися в результате индукции сомаклональной вариабельности. Использование других ISSR прай-
меров позволило получить полиморфизм в диапазоне от 41,7 % до 100 %. Генетическая изменчивость, обнаруженная у 
растений-регенерантов, как в сравнении с исходным сортом, так и между собой, служит подтверждением появления или 
элиминации аллелей в одном и том же локусе. В ходе индукции сомаклональной вариабельности максимальные изменения 
в геноме произошли у сомаклона Ст265-13, генетическая дистанция, рассчитанная по Нею и Ли, между ним и исходным 
сортом составила GD=0,0326, наименьшие – у регенеранта Ст265-8 (GD=0,0028). С использованием кластерного анализа 
на основании матрицы генетических дистанций выявлены максимально сходные между собой группы регенерантов. Полу-
ченные данные свидетельствуют о появлении сомаклональной вариабельности при регенерации растений из каллусных 
культур лаванды, что может быть использовано при создании исходного селекционного материала.
Ключевые слова: лаванда узколистная (Lavandula angustifolia Mill.), растения-регенеранты, ISSR-анализ, сомаклональная 
вариабельность.
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Abstract. Studies were carried out to identify probable somaclonal variability in callus tissues of regenerated Lavandula 
angustifolia plants (Stepnaya variety) obtained in culture using ISSR markers to identify new genotypes. The material for the 
study was 14 regenerated plants developed from callus of the Stepnaya variety – 265-8, 265-3, 265-16, 402-6, 3205-4, 947-2, 
265-13, 265-15, 580-1, 402-9, 3205-11, 3732, 1479-2, 265-19. To assess the genetic divergence of somaclonal variants from 
the original variety, 11 ISSR primers from Evrogen (Russia) were used – HB13, HB15, ISSR2, ISSR3, Lav1, Lav2, Lav3, Lav4, 
Lav5, Lav6, Lav7. Primer Lav6 is not suitable for the selected set of samples, since it was used to amplify only one fragment 
with a length of 706 nucleotide pairs. Primers HB13, HB15, Lav2 and Lav5 did not reveal polymorphism between the original 
variety and the plants resulting from the induction of somaclonal variability. The use of other ISSR primers allowed us to obtain 
polymorphism in the range from 41.7% to 100%. Genetic variability found in regenerated plants, both in comparison with the 
original variety and among themselves, serves as confirmation of the appearance or elimination of alleles at the same locus. 
During the induction of somaclonal variability, the maximum changes in the genome occurred in somaclon St265-13, the 
genetic distance, calculated according to Nei and Lee, between it and the original variety was GD = 0.0326, the smallest – in 
the regenerant St265-8 (GD = 0.0028). Using cluster analysis based on a matrix of genetic distances, groups of regenerants 
that were most similar to each other were identified. The data obtained indicate the appearance of somaclonal variability during 
the regeneration of plants from lavender callus cultures, which can be used in the creation of initial breeding material.
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Lavandula angustifolia Mill. – ценное ароматиче-
ское и лекарственное растение, имеющее много 
направлений применения в различных отраслях 

народного хозяйства и медицине. На сегодняшний 
день в реестр селекционных достижений (https://
gossortrf.ru/publication/reestry.php), допущенных к 
использованию, внесено 14 сортов лаванды (эфи-
ромасличной). Тем не менее, требования к совре-
менным сортам непрерывно модифицируются, что 
вызывает необходимость создания новых сортов. 
Исходный селекционный материал служит источ-

ником наследственной изменчивости – основы для 
искусственного отбора [1]. 

C развитием биотехнологии и молекулярно-ге-
нетических методов оценки и изучения геномов рас-
тительных организмов у исследователей появились 
новые способы расширения частоты и спектра гене-
тической изменчивости, а также ускорения селекци-
онного процесса [2]. 

Эффективный инструмент увеличения генетиче-
ского разнообразия растений – индукция сомакло-
нальной изменчивости при культивировании изоли-
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рованных клеток и тканей in vitro. Среди полученных 
в асептической культуре растений-регенерантов 
могут появляться сомаклональные варианты, кото-
рые существуют как генетически стабильные формы 
и передают по наследству ценные селекционные 
признаки [3, 4]. 

Изменения, возникшие в результате культиви-
рования in vitro, могут оставаться незамеченными, 
поскольку структурные изменения в геноме не всегда 
влияют на его биологическую активность в такой сте-
пени, что это может проявиться в фенотипе [5]. Од-
нако среди множества признаков, подвергающихся 
сомаклональной изменчивости, есть те, которые мо-
гут найти практическое применение в селекции для 
увеличения генетического разнообразия, дополняя 
традиционные методы гибридизации и  мутагенеза 
in vivo [3]. Анализу растений, полученных в резуль-
тате непрямого или прямого морфогенеза in vitro, 
посвящено довольно много работ, большинство из 
которых касается морфологических и хозяйственно 
ценных признаков регенерантов [6, 7, 8].

Однако именно анализ ДНК, который напрямую 
характеризует геном, а не его фенотипические про-
явления, может дать устойчивые характеристики 
растения, нейтральные по отношению к среде и в 
наибольшей степени практически пригодные для 
идентификации и различия генотипов [9]. Такой ана-
лиз позволит подтвердить генетические изменения, 
произошедшие в геноме в ходе создания сомакло-
нальных вариантов.

Разработаны разные молекулярные методы, 
позволяющие выявлять различия в последователь-
ности ДНК между близкородственными геномами, 
например, между исходными растениями и сомакло-
нами. К ним относят метод ПЦР с использованием 
RAPD, RLFP, ISSR, SSR маркеров и др. Использо-
вание этих молекулярных маркеров для выявления 
вариаций на уровне геномной ДНК подтверждено во 
многих работах [10, 11, 12]. 

Цель исследования – выявление вероятной со-
маклональной изменчивости у полученных в культуре 
каллусных тканей растений-регенерантов  L. angusti-
folia сорта Степная с использованием ISSR маркеров 
для идентификации новых генотипов. 

Условия, материалы и методы. Материалом 
для исследования служили 14 образцов растений-
регенерантов, полученных из каллусных культур 2 
пассажа лаванды (Lavandula angustifolia Mill.) сорта 
Степная – №№ 265-8, 265-3, 265-16, 402-6, 3205-4, 
947-2, 265-13, 265-15, 580-1, 402-9, 3205-11, 3732, 
1479-2, 265-19. Анализируемые образцы ранее были 
размножены (с использованием традиционного че-
ренкования) и отобраны из 100 полученных in vitro 
регенерантов после изучения в полевых условиях, как 
более перспективные для дальнейшей селекционной 
работы [6]. Выделенные образцы регенерантов ис-
пользовали для анализа ДНК с целью обнаружения 
возможных генетических изменений.

Из листьев лаванды (смесь из 5 растений) экстра-
гировали геномную ДНК с использованием адаптиро-
ванного метода СТАВ [Doyle J. J. Isolation of plant DNA 
from fresh tissue // Focus. 1990. Vol. 12. P. 13–15.; 13].

В исследовании использовали 11 ISSR праймеров 
компании «Евроген» (Россия), которые были выбраны 
на основе литературных данных – HB13, HB15 [14, 15], 
ISSR2, ISSR3 [16], Lav1, Lav2, Lav3, Lav4, Lav5, Lav6, 
Lav7 [17] (табл. 1).

Для проведения ПЦР использовали SmarTaq ДНК 
полимеразу («Диалат, ЛТД», Россия).

Амплификацию проводили на амплификаторе 
C1000 (Bio-Rad, США) при следующих условиях: 
1 цикл – денатурация при 94 °C в течение 3 минут; 35 ци-
клов – 94 °C в течение 30 секунд, отжиг в диапазоне от 
38 до 60 °C в течение 30 секунд, элонгация при 72 °C в 
течение 1 минуты; 1 цикл – завершающая элонгация 
при 72 °C в течение 10 минут.

После амплификации продукты разделяли ме-
тодом горизонтального электрофореза в 2,0 %-ном 
агарозном геле в присутствии бромистого этидия. В 
качестве буферной среды геля использовали трис-
ЭДТА-боратно-буферную систему с составом 0,09 М 
Трис, 0,09 М Н3ВО3, 0,003 М ЭДТА (pH 8,3) (Current 
protocols in molecular biology / P. M. Ausubel, R. Brent, 
R. E. Kingston, et al. New York: Wilev, 1997. 630 p.).

Для визуализации продуктов ПЦР фотографиро-
вали гели в ультрафиолетовом спектре. Вычисление 
молекулярной массы продуктов амплификации про-
водили с помощью программного пакета «TotalLab 
TL 120» путем обработки фотографий. В качестве 
маркера для определения размеров амплифици-
рованных фрагментов использовали ДНК-маркер 
Step 100 Long. Для определения степени родства 
генотипов между собой использовали генетическую 
дистанцию, расчитанную по Nei и Lee в программе 
philip-3.69. Построение дендрограммы, демонстри-
рующей генетическую дивергенцию сомаклональных 
вариантов от исходного сорта, выполняли в пакете 
программ Philip-3.69 (статистическую значимость 
проверяли, используя бутстреп-анализ), использую 
матрицу генетических дистанций, метод объедине-
ния – UPGMA, 

Результаты и обсуждение. Установлено, что при 
использовании праймера Lav6 амплифицировался 
только один мономорфный фрагмент длиной 706 пар 
нуклеотидов (п.н.), поэтому считаем этот праймер не 
пригодным для выбранного сорта. Для праймеров 
HB13, HB15, Lav2 и Lav5 не установлено полиморфиз-
ма между исходным сортом и растениями- регене-
рантами. С их использованием амплифицировалось 
8…10 мономорфных бэндов. При постановке ПЦР с 
другими ISSR праймерами отмечали полиморфизм от 
41,7 % до 100 % (табл. 2). Такие различия в структуре 
полос указывают на высокую степень полиморфизма 
между сомаклонами и исходным сортом. С использо-
ванием 6 праймеров подтверждена сомаклональная 
изменчивость у полученных из каллусных культур 
растений L. angustifolia всех предполагаемых сома-
клональных вариантов. 

Таблица 1. Характеристика используемых в 
работе ISSR праймеров (последовательность, 
температура отжига)

Праймер Последовательность Температура 
отжига, оС

HB 13 GAG GAG GAG GC 38,0
HB 15 GTG GTG GTG GC 38,0
ISSR 2 GTG GTG GTG GTG GTG GTG A 57,0
SSR 3 GTG GTG GTG GTG GTG GTG T 57,0
Lav1 GAC AGA CAG ACA GAC A 49,0
Lav2 GAC GAC GAC GAC GAC GAC 49,0
Lav3 GAG AGA GAG AGA GAG AT 54,3
Lav4 CAC ACA CAC ACA AC 49,0
Lav5 AGG AGG AGG AGG AGG AGG 60,0
Lav6 GAG AGA GAG AGA CC 54,3
Lav7 CTC TCT CTC TCT CTC TTG 50,0
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Чрезвычайно высокий уровень вариаций, обна-
руженный у регенерантов из каллусов 2 пассажа, 
вероятно, связан с тем, что до вовлечения в процесс 
генетического анализа, они прошли предварительный 
скрининг и отбор для выявления отличий от исходного 
сорта по фенотипическим признакам [6].

В основном у изученных регенерантов ампли-
фицировалось дополнительные 1…6 бэндов, од-
нако у некоторых сомаклонов, напротив, отмечали 
отсутствие 1…2 полос на электрофореграмме, по 
сравнению с исходным сортом. На рисунке 1 пред-
ставлены электрофореграммы регенерантов лаван-
ды сорта Степная, в сравнении с исходным сортом с 
праймерами LAV1, LAV4 и LAV7, при использовании 
которых установлены различия между наибольшим 
количеством регенерантов от исходного материн-
ского растения.

Результаты показали, что у растений-регенеран-
тов произошли генетические изменения. Аналогич-
ные данные, свидетельствующие о генетическом 
полиморфизме, были обнаружены у полученных in 

Таблица 2. Характеристики полиморфизма ДНК растений-регенерантов, полученных из каллуса со-
рта Степная с использованием ISSR-праймеров

Прай-
мер

Число ампликонов, шт. Полиморфизм, 
%

Длина амплифицированных 
фрагментов, п.н.

Количество 
регенерантов, 

отличающихся от 
исходного сортавсего моно-

морфных
поли-

морфных min max

HB13 9 9 0 0,0 186 1754 0
HB15 8 8 0 0,0 346 1240 0
ISSR2 11 3 8 72,7 243 1679 12
ISSR3 12 7 5 41,7 335 2624 10
LAV1 8 0 8 100,0 383 2247 13
LAV2 8 8 0 0,0 265 1035 0
LAV3 10 3 7 70,0 148 1597 11
LAV4 10 2 8 80,0 306 3100 13
LAV5 10 10 0 0,0 186 1145 13
LAV7 8 2 6 75,0 148 3188 11

 
Рис. 2. Дендрограмма, демонстрирующая генетическое 

родство регенерантов, полученных из каллуса сорта лаванды 
Степная (на основании матрицы генетических дистанций Nei 
и Lee, UPGMA): 1 – исходный сорт Cтепная; 2 – Cт265-8; 3 – 
Cт265-3; 4 – Cт265-16; 5 – Cт402-6; 6 – Cт3205-4; 7 – Cт947-2; 
8 – Cт265-13; 9 – Cт265-15; 10 – Cт580-1; 11 – Cт402-9; 12 – 
Cт3205-11; 13 – Cт3732; 14 – Cт1479-2; 15 – Cт265-19.

 

 

 

Lav1 

Lav4 

Lav7 
Рис. 1. Электрофореграммы 14 образцов регенерантов, 

с использованием ISSR праймеров: а) Lav1; б) Lav4; в) Lav7; 
М – маркер молекулярной массы, 1 – исходный сорт Степная, 
2 – 265-8, 3 – 265-3, 4 – 265-16, 5 – 402-6, 6 – 3205-4, 7 – 947-
2, 8 – 265-13, 9 – 265-15, 10 – 580-1, 11 – 402-9, 12 – 3205-11, 
13 – 3732, 14 – 1479-2, 15 – 265-19, 16 – сорт Степная, K – 
контроль реактивов.



Достижения науки и техники АПК. 2024. Т. 38. № 320

земледелие и растениеводство

vitro регенерантов Cymbopogon winterianus [18], 
Capsicum chinense Jacq. [5], Amorphophallus rivieri 
Durieu [19] и др.

Для выявления расхождения сомаклональных вари-
антов от растений исходного сорта Степная выполнена 
кластеризация на основе генетических дистанций 
(табл. 3), расчитанных по Nei и Lee (рис. 2).

Дендрограмма представлена двумя основными 
кластерами. Первый кластер сформировали сома-
клональные варианты Ст365-8 (самый близкород-
ственный к исходному сорту), Cт3205-1, Cт402-9.

Второй кластер сформировали 3 субкластера. 
Первый субкластер второго кластера сформировал 
один генотип – сомаклональный вариант Ст265-3. 
Второй субкластер был наиболее многочисленный, 
объединивший 7 полученных из каллусов расте-
ний. Между ними и растениями исходного сорта 
Степная генетическая дистанция (GD) составляла 
0,134…0,2936.

В ходе индукции сомаклональной вариабельности 
максимальные изменения произошли у сомаклона 
Ст265-13, между ним и растениями исходного сорта 
выявлен показатель GD в 0,326.

Выводы. Впервые с использованием ISSR 
праймеров оценен уровень полиморфизма ДНК 
у регенерантов, полученных из каллусов сорта 
Степная, – по 6 из 10 праймеров величина этого 

показателя достигала 41,7…100 %. Генетическая 
изменчивость, обнаруженная у сомаклонов, как в 
сравнении с растениями исходного сорта, так и 
между собой, служит подтверждением появления 
или элиминации аллелей в одном и том же локусе. 
В ходе индукции сомаклональной вариабельности 
максимальные изменения в геноме произошли у 
сомаклона Ст265-13, между ним и исходным сортом 
генетическая дистанция, рассчитанная по Nei и Lee 
составила GD=0,0326, наименьшие – у регенеранта 
Ст265-8 (GD=0,0028). С использованием кластер-
ного анализа на основании матрицы генетических 
дистанций выявлены максимально сходные между 
собой группы сомаклонов. 

Чрезвычайно высокий уровень вариаций, обнару-
женный у сомаклональных вариантов, по-видимому, 
обусловлен тем, что до вовлечения регенерантов в 
генетический анализ они прошли предварительный 
скрининг и отбор для выявления отличия от исходного 
сорта по фенотипическим признакам.

Полученные результаты свидетельствуют о це-
лесообразности применения разработанного био-
технологического протокола индукции растений-
регенерантов из каллусных культур лаванды для 
получения сомаклональных вариантов, которые могут 
быть использованы для расширения генетической 
изменчивости в селекционном процессе.

Таблица 3. Квадратная матрица оригинальных генетических дистанций между растениями-регене-
рантами и растениями исходного сорта лаванды Степная, рассчитанные по Nei и Lee

Назва-
ние

Название
265-8 265-3 265-16 402-6 3205-4 947-2 265-13 265-15 580-1 402-9 3205-11 3732 1479-2 265-19

Степная 0,003 0,029 0,016 0,013 0,023 0,024 0,033 0,022 0,030 0,010 0,004 0,017 0,027 0,029
265-8 0,032 0,016 0,014 0,023 0,027 0,033 0,022 0,027 0,007 0,007 0,020 0,031 0,030
265-3 0,024 0,022 0,018 0,014 0,019 0,032 0,026 0,036 0,024 0,022 0,017 0,021
265-16 0,007 0,016 0,013 0,023 0,018 0,020 0,017 0,017 0,011 0,018 0,015
402-6 0,014 0,015 0,018 0,018 0,015 0,018 0,015 0,016 0,018 0,015
3205-4 0,014 0,016 0,019 0,013 0,027 0,018 0,014 0,012 0,018
947-2 0,015 0,028 0,020 0,031 0,031 0,014 0,011 0,013
265-13 0,013 0,010 0,037 0,028 0,026 0,016 0,011
265-15 0,015 0,024 0,020 0,024 0,026 0,020
580-1 0,032 0,028 0,023 0,020 0,015
402-9 0,014 0,024 0,035 0,034
3205-11 0,015 0,023 0,028
3732 0,011 0,013
1479-2 0,009
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