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В статье представлены результаты  

исследований по изучению изменчивости  

in vitro длительно культивируемых  

сомаклонов, полученных через каллусную 

культуру чая. Генетическое разнообразие  

протестировано с использованием SSR  

и ISSR праймеров. Более высоким уровнем 

полиморфизма отличились мультилокусные 

ISSR праймеры (40-52 %). Выявлено наличие  

генетических дистанций между сомаклонами 

и между каллусами, из которых они были  

получены, хотя коэффициент отличий был  

не столь значительным и составил  

0,05–0,1. Все сомаклоны разделились  

на три кластера. Некоторые образцы  

оказались идентичными, с нулевыми  

различиями. Наибольшая изменчивость  

из всей группы обнаружена у образца №16. 

Анализ структуры популяции сомаклонов  

показал, что по частотам аллелей внутри  

исследуемой группы не имеется  
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The article presents the study  

of variability in vitro long-term  

cultivated somaclones, obtained  

through callus tea culture. Genetic  

diversity was tested using SSR  

and ISSR primers. The multilocal  

ISSR primers characterized by a higher 

level of polymorphism (40–52 %).  

The presence of genetic distances  

between somaclones and between  

calluses, from which they  

were obtained, was revealed,  

although the coefficient of differences 

was not so significant and amounted  

to 0,05–0,1. All somaclones had divided 

into three clusters. Some of the samples 

were identical, with zero differences.  

The highest variability of the whole 

group was detected in the sample №16.  

Analysis of somaclones population  

structure revealed that in the study 
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выраженных популяций. Индуцированная  

из каллуса чая изменчивость носит  

точковый характер. Все аллели  

распределились в образцах примерно  

в равных долях. Средние дистанции  

между образцами в популяциях  

(ожидаемая гетерозиготность) оказались  

примерно одинаковыми и частоты  

аллелей составили 0,57, поэтому все  

предполагаемые популяции попали  

в один общий кластер. Каллус чая  

также показал низкий уровень  

полиморфизма ДНК, и низкий процент  

генетических различий с сомаклонами,  

что подтверждает наличие точковой  

изменчивости. Отсутствовала коррелляция 

между конкретным сомаклоном  

и каллусом, из которого он был получен – 

кластеризация носила рандомный  

характер. SSR и ISSR анализ  

полногеномной ДНК показал,  

что амплифицированные SSR фрагменты  

отличались размером в пределах  

10 пар нуклеотидов, гетерозигот  

в популяции детектировано не было.  

Структура популяции носила гомогенный  

характер с равным распределением  

частоты аллелей внутри популяции.  

В целом отмечен низкий процент  

генетических различий  

при сомаклональной изменчивости чая. 
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ГЕНЕТИЧЕСКАЯ ИЗМЕНЧИВОСТЬ,  
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ПОЛИМОРФИЗМ, КЛАСТЕР,  

СТРУКТУРА ПОПУЛЯЦИЙ 

group populations have not expressed  

by the allele frequencies. The variability 

induced from the tea callus is of a point 

nature. All alleles were distributed  

in the samples in approximately equal  

proportions. The average distance  

between samples in the population  

(expected heterozygosity)  

were about the same, and the frequency  

of alleles was 0,57, so all possible  

populations fell into the same cluster.  

Tea callus also showed a low level  

of DNA polymorphism, and a low  

percentage of genetic differences  

with somaclones, which confirms  

the presence of point variation.  

There was no correlation between  

the specific somaclon and callus,  

from which it was obtained –  

the clustering was of a random nature. 

SSR and ISSR analysis of full genome 

DNA showed, that the amplified SSR 

fragments differed in size within 10 base 

pairs; heterozygotes were not detected  

in the population. The structure  

of the population was homogeneous  

with an equal distribution of allele  

frequencies within the population.  

On the whole, there were a low  

percentage of genetic differences  

in the somaclonal variability of tea. 
 

Key words: TEA, SOMATIC CLONES, 

GENETIC VARIABILITY,  

SSR AND ISSR PRIMERS,  

POLYMORPHISM, CLUSTER,  

POPULATION STRUCTURE 

 

Введение. Спонтанный мутагенез, возникающий в культуре in vitro 

позволяет проводить отбор новых форм, представляющих значительный ин-

терес для пополнения генофонда растений чая [1, 2]. Изменчивость в куль-

туре клеток является альтернативой индуцированному мутагенезу, не ис-

пользуя физические и химические мутагены, можно получить широкий 

спектр изменчивости как по фенотипу, так и генотипу [3, 4]. Основными фак-
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торами, вызывающими мутации in vitro, являются: длительность выращива-

ния в атипичных стрессовых условиях [5], генотип донорного экспланта, дис-

баланс концентрации фитогормонов в питательной среде [6], использование 

каллусной ткани для органогенеза [7, 8]. Изменчивость in vitro проявляется в 

полиплоидии, анеуплодии, хромосомных перестройках (дупликации, деле-

ции, транслокации, инверсии); изменениях генов ядра и цитоплазмы, ампли-

фикацией и редукцией генов, активацией «спящих» генов и т.д. [9, 10]. Что 

касается культуры чая, то ее вариабельность in vitro связана с генетической и 

фенотипической гетерогенностью природных популяций. Разработка мето-

дов регенерации растении из соматических клеток в культуре in vitro и от-

крытие сомаклональной изменчивости выявили новые возможности для по-

лучения соматических клонов и сомаклональных вариантов. Установить ва-

риабельность и обосновать природу сомаклональной изменчивости можно с 

помощью молекулярных маркеров, в частности ПЦР анализа [11, 12]. 

 

Объекты и методы исследований. Питательную среду готовили по 

прописи Мурасиге-Скуга, с использованием стандартных солей [13],  

pH устанавливали на уровне 5,8 путем добавления KOH (1 н.) или HCL (1 н.). 

Объектами исследований служили микропобеги чая местной популяции, по-

лученные путем органогенеза из каллуса. На субкультивировании in vitro 

они находятся в течение 10 лет, в стеклянных сосудах, при  

65-70 % относительной влажности, температурном режиме 25±2 ºC, освеще-

нии люминесцентными лампами дневного света (OSRAM L36W/765), фото-

периодом 16/8 час. Полногеномную ДНК выделяли из листьев и каллусов 

методом ЦТАБ [14]. Концентрацию ДНК определяли спектрофотометриче-

ским методом на приборе BioDrop µLite, качество ДНК оценивали методом 

электрофореза в 1 % агарозном геле. Амплификацию фрагментов ДНК про-

водили ПЦР анализом, с использованием 4 ISSR и 11 SSR маркеров. Объем 

реакционной смеси 25 мкл, из которых 12,5 мкл 2х-кратный ПЦР буфер 
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(Биолабмикс), содержащий Taq-ДНК-полимаразу горячего старта.  

ПЦР смесь для ISSR анализа 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. Амплификацию проводили на приборах LightCycler 96 (Roche) и 

MiniAmp (Termo Fisher Scientific). Программа амплификации для ISSR прай-

меров: преинкубация 5 мин. при 94 ºC, денатурация 30 сек. при 94 ºC, отжиг 

40 циклов по 20 сек. при 52 ºC и элонгация по 2 мин. при 72 ºC с последую-

щей финальной элонгацией 4 мин. при 72 ºC. Программа амплификации для 

SSR праймеров: преинкубация 5 мин. при 94 ºC, денатурация 30 сек. при  

94 ºC, отжиг 40 циклов по 15 сек. при 60 ºC и элонгация 30 сек. при 72 ºC  

с последующей финальной элонгацией 4 мин. при 72 ºC. Продукты ПЦР ви-

зуализировали в 2 % агарозном геле с 1 × TAE буфером при напряжении  

90 V и анализировали с использованием гель-документирующей системы 

BlueCube 300L (Serva). Анализ эффективности праймеров проводили мето-

дами, описанными в публикации Ю.В. Артемьева и А.М. Артемьевой [15]. 

Анализ структуры популяции и генетических примесей проводили с исполь-

зованием программного обеспечения STRUCTURE ver. 2.3.4 [16], для 

надежности подтверждения популяционной структуры программу запус-

кали по следующим параметрам: K=3-15, период burn-in 50,000 и 50,000 по-

вторений Markov Chain Monte Carlo с использованием модели примесей и 

модели корреляции аллелей. Генетические дистанции определяли с исполь-

зованием пакета Darwin ver.6,0 [17], дендрограмма была построена методом 

Neighbor joining [18]. Для модификации дендрограммы использовали про-

грамму Dendroscope ver.3.6.3 [19]. 

 

Обсуждение результатов. При изучении генетического разнообра-

зия сомаклонов чая выявлено, что все SSR праймеры показали отсутствие 

рецессивных аллелей – нулевой уровень гетерозиготности у всех образцов. 
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В целом, отмечен низкий уровень полиморфизма SSR 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. 

Мультилокусные ISSR–праймеры показали более высокий уровень 

полиморфизма, который сотавил 0,40-0,52 (табл. 1). Низкий полиморфизм 

объясняется низким процентом генетического разнообразия в изучаемой 

популяции растений (рис. 1). Эти же праймеры показали более высокий 

уровень полиморфизма при генотипировании природных популяций и 

коллекций чая in vivo, что подтверждает существенно большую 

генетическую изменчивость между образцами в природных популяциях, 

чем изменчивость in vitro. Низкий уровень генетического полиморфизма 

отмечен также и в ДНК, выделенной из каллусной ткани.  

 

Таблица 1 – Последовательность праймеров и уровень полиморфизма  

для анализа сомаклонов чая in vitro 

Праймер Последовательность, 5’ – 3’ Температура 

отжига, oC 

PIC 

SSR L05 F: AGGGGATGTAGATTGGTATG 

R: CACCTTTAGTTAGGCGGAAT  

60 0.00 

SSR L07 F: TGTGGTTGGTCAAAAGTAAG 

R: GGACCTCTTCTACTACCCAA 

60 0.36 

SSR L20 F: GCTCCATAACAACCACCACT 

R: ATCACCACCATTCTATACCC 

60 0.34 

SSR L34 F: TGCTGCCTAGAAATGGACGG 

R: CAAATGCGAGACACCCTGCTTA 

60 0.16 

SSR L40 F: TCCCTGTGCTGATACCTCTA  

R: TGTGATGTTGGCAGTTCTAT 

60 0.54 

SSR L52 F: ATCATAGCAGACCAACGACT 

R: ACTGAAATCAGGCCAAAATC 

60 0.16 

SSR L57 F: AAAGAGGCATCCATGAAAAC 

R: ACCAAAAACAGAGGGACAAA 

60 0.36 

SSR L60 F: TTGCTCTCTCTTCCTCCACC 

R: AGTCTCATTTCCTTCCCAGT 

60 0.10 

SSR L63 F: GTGAAAGGAATGTGTAGTGG 

R: GAGGTGGTAGTTGTGTGGGT 

60 0.16 

SSR L67 F: AATGCTAAGAAGAACTGGGG 

R: GTGAAGGAAAAGGTAACGGC 

60 0.29 

SSR L70 F: TTACCGATCACAGGGGAAAA 

R: ACCATTGGGGATAGAAGGAG 

60 0.16 

ISSR-3 CTCTCTCTCTCTCTCTT 52 0.45 

ISSR-8 GGAGAGGAGAGGAGA 52 0.52 

ISSR-9 ACACACACACACACACC 52 0.40 

ISSR-10 TGTGTGTGTGTGTGTGG 52 0.42 
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Рис. 1. Электрофореграмма амплифицированных фрагментов  

сомаклонов чая 

Однако, несмотря на низкий полиморфизм амплифицированных фраг-

ментов, нами было выявлено наличие генетических различий между сома-

клонами и между каллусами, из которых они были получены, хотя коэффи-

циент отличий был не высокий и составил 0,05-0,1 (рис. 2).  

 

Рис. 2. Дендрограмма генетических дистанций сомаклонов,  

полученных из каллуса чая in vitro 

Все сомаклоны, включенные в эксперимент, разделились на три кла-

стера. Некоторые образцы оказались идентичны друг другу: 14 и 12; 10 и 13; 

1, 2, 18 и 19 – с нулевыми генетическими дистанциями между ними. Наиболь-

шая изменчивость из всей группы обнаружена у образца под номером 16. 

Анализ структуры популяции сомаклонов подтвердил, что по частотам 

аллелей внутри исследуемой группы не имеется выраженных популяций, нет 
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подразделения на кластеры (рис. 3), что подтверждает предположение о том, 

что индуцированная из каллуса чая изменчивость носит точковый характер. 

Доля аллелей от каждой из пяти (К = 5) предполагаемых популяций в каждом 

образце составила 0,198-0,203, то есть все аллели распределились в образцах 

примерно в равных долях. Средние дистанции между образцами в популяциях 

(ожидаемая гетерозиготность) оказались примерно одинаковыми и частоты 

аллелей составили 0,57, поэтому все предполагаемые популяции попали в 

один общий кластер. При изменении предполагаемого значения К результаты 

не менялись, выраженной кластеризации популяций получено не было.  

 

 

Рис. 3. Генетическая структура популяции 23-х сомаклонов чая in vitro 

 

Каллус чая также показал низкий уровень полиморфизма ДНК и низ-

кий процент генетических различий с сомаклонами, что подтверждает нали-

чие точковой изменчивости в микропобегах, индуцированных из каллуса 

чая. Было выявлено отсутствие тесной коррелляции конкретного сомаклона 

и каллуса, из которого он получен – кластеризация сомаклонов и каллусов 

носила рандомный характер (рис. 4). 
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Рис. 4. Дендрограмма генетических дистанций в базальных каллусах чая  

в сравнении с сомаклонами, полученными из них  

(27,29,32,33,30 – каллусы) 

 
Из пяти каллусных образцов, первые три (29, 32, 33) сгруппировались в 

отдельный кластер, четвертый (27) попал в кластер с пятью сомаклонами, и 

пятый (30) генетически идентичен с двумя сомаклонами. Следует отметить, 

что каллус для анализа был получен в базальной части конкретных сомакло-

нов: 27 = сомаклон № 5, 29 = сомаклон № 9, 32 = сомаклон № 12, 33 = сомаклон 

№16, 30 = сомаклон № 33. Но кластеризация их носила рандомный (случай-

ный) характер, и коррелляции между конкретным образцом каллуса и сома-

клоном, от которого он был получен, выявлено не было. Хотя следует отме-

тить главный факт – очень маленький размер генетических дистанций между 

всеми исследуемыми образцами, что показала кластеризация с шагом 0,01.  

 

Заключение. В результате изучения генетического разнообразия со-

маклонов чая, размноженных in vitro методами SSR и ISSR анализа полно-

геномной ДНК было выявлено, что амплифицированные SSR фрагменты от-

личались размером в пределах 10 пар нуклеотидов, гетерозигот в популяции 

детектировано не было. Структура популяции носила гомогенный характер 

с равным распределением частоты аллелей внутри популяции. Результаты 

наших исследований показали сравнительно низкий процент генетических 

различий при сомаклональной изменчивости чая. 
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