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Для изучения генетического разнообразия сомаклонов чая, индуциро-
ванных из каллусной ткани, а также длительно культивируемых in vitro, были 
использованы 11 SSR- и 4 ISSR-праймеры. Ранее они были опробированы 
при генотипировании природных популяций чая in vivo и подтвердили свою 
эффективность. Амплификацию фрагментов полногеномной ДНК проводили 
методом ПЦР. Все SSR-праймеры показали отсутствие рецессивных аллелей – 
низкий уровень гетерозиготности у всех образцов и, как следствие, невысокий 
уровень полиморфизма праймеров, находящийся в пределах от 0 до 54 %. 
Наибольший полиморфизм отмечен у праймеров L40, L57, L07 и L20 и составил 54, 
36, 36 и 34 %, соответственно. Амплифицированные SSR-фрагменты отличались 
размером в пределах 10 пар нуклеотидов, гетерозигот в популяции детектирова-
но не было. Мультилокусные ISSR-праймеры показали более высокий уровень 
полиморфизма, который составил 40–52 %. Все сомаклоны, включённые в экспе-
римент, разделились на три кластера, было выявлено наличие генетических раз-
личий с коэффициентом отличий 0,05–0,1. Установлено, что в индуцированных 
из каллусной ткани растениях чая генетическая изменчивость, предположитель-
но, носит точковый характер. Наибольшая изменчивость из всей группы обна-
ружена у образца № 16. Коллекция растений чая in vitro регулярно пополняется 
новыми соматическими клонами, которые индуцируются из каллусной ткани. На 
первом этапе они отбираются по фенотипическим признакам, в частности, по 
морфометрическим показателям, а затем изучаются на молекулярно-генетиче-
ском уровне (с привлечением ПЦР-анализа, метода цитометрии). 

Ключевые слова: чай, соматические клоны, каллусная ткань, SSR- и ISSR-
праймеры, полиморфизм, генетическая изменчивость in vitro.

За последние годы процесс микроразмножения растений чая в куль-
туре in vitro отработан довольно успешно [1, 2, 5], благодаря чему, в 
условиях лаборатории появилась возможность в ускоренном режиме 
проводить селекционные исследования [16, 17]. В короткие сроки 
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с высоким коэффициентом размножения можно получить большое 
количество растительного материала, включая ценный морфогенный 
каллус [3], который образуется у базальной части микропобега чая. 
Изолируя его и помещая в определённые условия культивирования, 
можно индуцировать геммогенез [4] и проводить отбор новых сома-
тических клонов чая с изменёнными фенотипическими и генетически-
ми признаками [6, 7]. Изменчивость растений чая in vitro, полученных 
через каллусную культуру, связана с самой природой каллуса, его ге-
терогенной структурой и происходящими в нём перестройками (абер-
рациями) хромосом, приводящими к изменению плоидности клеток. 
Особый интерес представляют растения, у которых мутации затронули 
геномный аппарат, они послужат для селекционных целей и пополне-
ния генофонда чая в культуре ткани [9, 13]. Как правило, изменения 
на уровне генома затрагивают ядерную, хлоропластную, митохондри-
альную ДНК и вызывают крупные и мелкие перестройки хромосом, а 
также точковые мутации, которые приводят к нарушению порядка ну-
клеотидных связей в пределах одного гена [14, 15, 18]. 

Коллекция растений чая in vitro регулярно пополняется новыми со-
матическими клонами, которые индуцируются из каллусной ткани. На 
первом этапе они отбираются по фенотипическим признакам, в част-
ности по морфометрическим показателям, а затем изучаются на моле-
кулярно-генетическом уровне (ПЦР-анализ, цитометрия). 

Цель исследований – изучить генетическую изменчивость 
сомаклонов чая, полученных из каллусной ткани, с привлечением 
ISSR- и SSR-праймеров. 

Объекты и методы исследований. Соматические клоны чая нахо-
дятся в пересадочной культуре in vitro на протяжении длительного вре-
мени (11 лет). В фитостатной строго соблюдается режим культивирова-
ния: влажность – 70 %, температура 25 ±2 оC, освещённость 3 000 люкс 
(лампы OSRAM L 36 W/765), фотопериод 16/8 час. Базовая питатель-
ная среда – Мурасиге-Скуга (МС), модифицированная фитогормонами: 
6БАП-3 мг/л и гибберелловой кислотой ГК3-1 мг/л. Кислотность среды 
pH = 5,6–5,8. В блоке исследований по изучению генетического разно-
образия сомаклонов чая, использовали микропобеги чая, полученные 
путём органогенеза из каллуса. Полногеномную ДНК выделяли из ли-
стьев и каллусов методом ЦТАБ [10]. Концентрацию ДНК определяли 
спектрофотометрическим методом на приборе BioDrop µLite, качество 
ДНК оценивали методом электрофореза в 1%-ном агарозном геле. Ам-
плификацию фрагментов ДНК проводили методом ПЦР, с использо-
ванием 4 ISSR-и 11 SSR-маркеров. Объём реакционной смеси 25 мкл, 
из которых 12,5 мкл 2-кратный ПЦР буфер (Биолабмикс), содержащий 
Taq-ДНК – полимаразу горячего старта. ПЦР-смесь для ISSR-анализа 
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содержала 0,7 мкл праймера (10 мкмоль), 3 мкл ДНК (концентрации 
100 нг/мкл) и воду; ПЦР-смесь для SSR-анализа содержала по 0,5 мкл 
праймера F и R, 1 мкл ДНК (концентрации 100 нг/мкл) и воду. Амплифи-
кацию проводили на приборах LightCycler 96 (Roche) и MiniAmp (Termo 
Fisher Scientific). Программа амплификации для ISSR-праймеров: преин-
кубация 5 мин при 94 оC, денатурация 30 сек при 94 оC, отжиг 40 циклов 
по 20 сек при 52 оC и элонгация по 2 мин при 72 оC, с последующей 
финальной элонгацией 4 мин при 72 оC. Программа амплификации для 
SSR-праймеров: преинкубация 5 мин при 94 оC, денатурация 30 сек при 
94 оC, отжиг 40 циклов по 15 сек при 60 оC и элонгация 30 сек при 
72 оC, с последующей финальной элонгацией 4 мин при 72 оC. Про-
дукты ПЦР визуализировали в 2%-ном агарозном геле с 1 × TAE бу-
фером при напряжении 90 V и анализировали с использованием гель-
документирующей системы BlueCube 300L (Serva). 

Анализ эффективности праймеров проводили методами, описанны-
ми в публикации [8]. Генетические дистанции определяли с исполь-
зованием пакета Darwin ver.6,0 [19], дендрограмма была построена 
методом Neighbor joining [11]. Для модификации дендрограммы ис-
пользовали программу Dendroscope ver. 3.6.3 [12].

Результаты и их обсуждение. Для изучения генетического раз-
нообразия сомаклонов чая были привлечены 11 SSR- и 4 ISSR-
праймеры. Следует отметить, что все праймеры были опробированы 
при генотипировании природных популяций чая in vivo и подтвердили 
свою эффективность. Отмечен высокий уровень изученных праймеров. 

В результате проведённых исследований на сомаклонах чая у 7 SSR-
праймеров отмечена достаточно низкая эффективность, которая 
фиксировалась на уровне от L05 – 0 % до L67 – 29 %. Вместе с тем на 
общем фоне высоким полиморфизмом отличились 4 SSR-праймеры: 
L40 – 54 %; L57 – 36 %; L07 – 36 %; L20 – 34 % (рис. 1 ).

Амплифицированные SSR-фрагменты отличались размером в преде-
лах 10 пар нуклеотидов, гетерозигот в популяции детектировано не было.

Показатели мультилокусных ISSR-праймеров оказались более 
убедительными, у них отмечен сравнительно высокий уровень 
полиморфизма, который составил: ISSR9 – 40 %; ISSR8 – 52 %. Высокий 
полиморфизм говорит о наличии большого генетического разнообразия 
в изучаемой популяции растений чая и наоборот. 

Выявленный полиморфизм амплифицированных фрагментов ДНК, 
позволил нам установить также наличие генетических дистанций меж-
ду изучаемыми сомаклонами и каллусами, из которых они были по-
лучены. Коэффициент отличий был сравнительно низкий и составил 
0,05–0,1. Как видно на рисунке 2, включённые в эксперимент сомакло-
ны, разделились в дендрограмме на три основные кластера (рис. 2).
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Рис. 1. Последовательность SSR- и ISSR-праймеров 
и уровень полиморфизма для анализа сомаклонов чая in vitro

Рис. 2. Дендрограмма генетических дистанций сомаклонов чая, 
полученных из каллусной культуры in vitro
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Некоторые образцы оказались идентичными друг другу: 14 и 12; 
10 и 13; 1, 2, 18 и 19, 20 и 3 – с нулевыми генетическими дистанциями 
между ними. Наибольшая изменчивость из всей группы обнаружена у 
образца под номером 16.

Несмотря на то, что у остальной группы растений генетические 
расстояния были сравнительно небольшими, тем не менее нестабиль-
ность на генном уровне у них присутствовала.

Следует отметить, что набор ДНК-маркеров не всегда может вы-
явить генетические изменения, например, точковые мутации, так как 
невозможно отследить всю последовательность генома [20–22]. 

Выводы. Проведённые исследования показали, что в индуцирован-
ных из каллусной ткани растениях чая генетическая изменчивость пред-
положительно носит точковый характер. Установлена эффективность 
мультилокусных ISSR-праймеров, с уровнем полиморфизма 45–52 %. 
Несмотря на средний уровень полиморфизма амплифицированных 
фрагментов, было выявлено наличие генетических различий между со-
маклонами и каллусами, из которых они были получены, наибольшая 
изменчивость отмечена у образца № 16.
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Callus tissue as a genetic diversity source 
of tea plants (Camellia sinensis (L.) Kuntze) in vitro 
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11 SSR- and 4 ISSR-primers were used to study the genetic diversity of 
tea somaclones induced from callus tissue, as well as cultured in vitro for 
a long time. Previously, they had been tested during genotyping of natural 
tea populations in vivo and confirmed their effectiveness. Amplification of 
genome-wide DNA fragments was performed by PCR method. All SSR-
primers showed the absence of recessive alleles – a low level of heterozygosity 
in all samples, and as a result, a low level of polymorphism of primers ranging 
from 0 to 54 %. The greatest polymorphism was observed in primers L40, L57, 
L07 and L20 and amounted to 54, 36, 36 and 34%, respectively. Amplified SSR-
fragments differed in size within 10 nucleotide pairs, no heterozygotes were 
detected in the population. Multilocus ISSR-primers showed a higher level of 
polymorphism, which amounted to 40–52 %. All somaclones included in the 
experiment were divided into three clusters, the presence of genetic differences 
with a coefficient of difference (0.05–0.1) was revealed. It was found that in tea 
plants induced from callus tissue, genetic variability is presumably of a point 
nature. The greatest variability of the whole group was found in sample No. 
16. The collection of in vitro tea plants is regularly updated with new somatic 
clones that are induced from callus tissue. At the first stage, they are selected 
according to phenotypic characteristics, in particular morphometric indicators, 
and then studied at the molecular genetic level (with the involvement of PCR-
analysis, cytometry method).

Key words: tea, somatic clones, callus tissue, SSR- and ISSR-primers, polymor-
phism, genetic variability, in vitro.
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Campanula sclerophylla Kolak.
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Решение мировой проблемы сохранения биоразнообразия растений невоз-
можно без поиска новых подходов. Дополнением к существующим традици-
онным методам сохранения биоразнообразия ex situ всё чаще применяются 
современные биотехнологические инструменты, обеспечивающие возмож-
ность устойчивого управления генетическими ресурсами. Одним из направле-
ний сохранения биоразнообразия является создание генобанка in vitro, в виде 


