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МИКРОСАТЕЛЛИТНЫЙ АНАЛИЗ ЭМБРИОГЕННЫХ ЛИНИЙ 
 ЕЛИ ЕВРОПЕЙСКОЙ PICEA ABIES (L.) KARST.

Аннотация. Соматический эмбриогенез (как метод микроклонального размножения) может быть использо- 
ван для промышленного получения посадочного материала хвойных пород. По этой причине необходимо изучение 
различных генетических нарушений, возникающих в условиях in vitro, которые потенциально могут наследоваться 
получаемыми вегетативными потомками. В настоящей работе представлены результаты исследования сомаклональ-
ной изменчивости и уровня миксоплоидности каллусных колоний и регенерантов шести эмбриогенных линий ели 
европейской (Picea abies (L.) Karst.). На различных этапах культивирования соответствующего растительного мате-
риала in vitro использовалась питательная среда ½ LM, которая дополнялась сахарозой и глутамином, а также, при 
необходимости, регуляторами роста 2,4-Д, 6-БАП, АБК, ИМК и активированным углем. Микросателлитный анализ 
образцов проводился с использованием пяти EST-SSR-маркеров: Pa28, Pa33, Pa56, Pa47, Pa52. Показано, что в об-
разцах трех из шести эмбриогенных линий по локусу Pa28 было выявлено более двух (три или четыре) аллельных 
вариантов. Кроме того, в ряде случаев изучаемые ткани имеют выраженные признаки миксоплоидии. Для сопостав-
ления полученных данных проведен соответствующий микросателлитный анализ 33 естественно произрастающих 
средневозрастных деревьев ели европейской. Только у двух растений выявлены триплоидные клетки, что показыва-
ет значительно более низкий уровень геномных или хромосомных аберраций, чем в культурах in vitro.

Ключевые слова: ель европейская, эмбриогенные линии, микросателлитный анализ, сомаклональная изменчи-
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Abstract. The method of somatic embryogenesis could be used for industrial production of clonal planting material. For 
this reason special attention is paid to the studies of various genetic disorders that arise in vitro because of their possibility 
to be inherited by the vegetative offsprings. In our investigation the levels of somaclonal variability and mixoploidy in callus 
colonies and plantlets of six embryogenic lines of Norway spruce (Picea abies (L.) Karst.) were studied. ½ LM nutrient me-
dium supplemented with sucrose and glutamine was used at different stages of plant tissues and plantlets in vitro cultivation. 
Growth regulators 2,4-D, 6-BAP, ABA, IMC and activated carbon were added to nutrient media if necessary. Microsatellite 
analysis of samples was carried out using five EST-SSR markers Pa28, Pa33, Pa56, Pa47, Pa52. It was shown that in sam-
ples of three of the six embryogenic lines, more than two (three or four) allelic variants were identified at the Pa28 locus.  
In a number of cases, the tissues studied have pronounced signs of mixoploidy. Appropriate microsatellite analysis of samples 
collected from 33 middle-aged trees of Norway spruce from naturally formed forest stand was additionally carried out in 
order to compare the results with the data obtained earlier. Only two plants showed the presence of triploid cells, indicating 
a significantly lower level of genomic or chromosomal aberrations than observed in in vitro cultures.
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Введение. Диплоидный хромосомный набор ели европейской (Picea abies (L.) Karst.), как 
и у большинства хвойных, включает 24 хромосомы [1]. Размер генома оценивается на уровне 
2,0 · 1010 п. н., частота встречаемости однонуклеотидных замен (SNP) составляет около 0,77 %, 
коротких инсерций и делеций – 0,05 % [2]. Несмотря на большой размер геномов у голосемен-
ных, который в основном находится в диапазоне от 2,0 · 1010 до 3,0 · 1010 п. н. [3], он отличается 
высокой стабильностью в большинстве таксономических групп. Частота устойчивых хромосом-
ных аберраций среди представителей семейства Pinaceae относительно невелика, хотя в редких 
случаях обнаруживаются индивиды хвойных деревьев с повышенной плоидностью, достигшие 
взрослого состояния [4]. Растения, характеризующиеся как поли-, анеу- или миксоплоиды, 
в большинстве случаев отличаются сниженной жизнеспособностью по сравнению с диплоидами, 
обладают рядом аномальных признаков и способны расти обычно только в условиях культу- 
ры [5, 6]. При целенаправленном поиске тетраплоидов среди семенного потомства Picea glauca 
(Moench) Voss. и P. mariana (Mill.) Britt. они обнаруживались с частотой 0,008 и 0,004 % соот- 
ветственно [7]. Схожие результаты были получены и для ели европейской. В исследовании  
C. L. Kiellander [8] среди 1,2 млн сеянцев в лесном питомнике было выделено 93 растения, отли-
чающиеся аномальной морфологией, которые включали 1 триплоид, 22 тетраплоида, 3 миксо-
плоида и 18 индивидов, хромосомный набор которых установить не удалось. В то же время повы-
шение частоты хромосомных аберраций среди представителей ели европейской в естественных
условиях отмечается на границах видового ареала или при воздействии стрессовых факторов.
Например, в Болгарии в условиях Рило-Родопского горного района при анализе метафазных кле-
ток у проростков ели европейской из лесхоза «Гърмен» было выявлено 8,5 % полиплоидных кле-
ток (триплоидные и тетраплоидные), лесхоза «Елешница» – 7 %, лесхоза «Якоруда» – 17,6 %,
лесхоза «Добриниште» – 10,6 %. Авторы предполагают, что нарушение числа хромосом (миксо-
плоидия), появление В-хромосом и хромосомные перестройки в тканях семенного потомства
ели европейской в Рило-Родопском горном регионе Болгарии могут быть связаны с адаптацией
популяций данного вида, произрастающих в высокогорье на южной границе ареала в зоне есте-
ственной радиоактивности [9]. В целом в исследованиях популяций видов хвойных из семейств
Pinaceae и Cupressaceae, произрастающих в экстремальных условиях, хромосомная изменчи-
вость часто выявляется на границах ареала, в экологических пределах распространения, а также
в антропогенно нарушенных экосистемах и в условиях интродукции [10].

Со значительно большей частотой хромосомные аберрации могут появляться в ходе культи-
вирования тканей и органов хвойных in vitro. Это явление носит название «сомаклональная из-
менчивость» [11]. In vitro-индуцированным изменениям может способствовать процедура куль-
тивирования тканей растений, состав питательной среды, тип и происхождение эксплантов или 
количество пассажей в ходе субкультивирования [12]. Так, в исследованиях И. Н. Третьяковой 
и О. В. Горячкиной с соавторами [13, 14], выполненных на гаплоидных эмбриогенных культурах 
лиственницы сибирской (Larix sibirica Ledeb.), показано наличие выраженной сомаклональной 
изменчивости. Все шесть изученных линий имели какие-либо мутационные изменения в одном 
или нескольких из 11 использованных микросателлитных локусов. Результаты соответствую-
щих наблюдений, полученные на эмбриогенных линиях и клонально размноженных индивидах 
ели европейской, имеют противоречивый характер. Одни авторы отмечают высокую стабиль-
ность генома и полное соответствие наследственных характеристик вегетативных потомков ис-
ходной форме [15, 16]. Другие – выявляют хромосомные абберации у эмбриогенных клеточных 
линий, культивируемых in vitro [10, 14, 15], хотя отмечают, что получаемое в этом случае вегета-
тивное потомство, как правило, генетически однообразно. Эти авторы предполагают наличие 
хромосомных аберраций как адаптацию растительного материала к условиям культивирования 
на клеточном уровне, указывая при этом на то, что у линий, имеющих различное происхождение, 
частота появления сомаклональной изменчивости может в значительной мере отличаться, а уве-
личение продолжительности этапа мультипликации эмбриогенной культуры приводит к увели-
чению генотипической и фенотипической изменчивости [11, 17, 18]. Согласно единичным иссле-
дованиям представителей рода Picea частота сомаклональной изменчивости в вегетативном  
потомстве по фенотипическим признакам не превышала 2,0 % [11]. Исследованию генетических 
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нарушений, которые возникают в процессе соматического эмбриогенеза и могут в дальнейшем 
наследоваться растениями-регенерантами, уделяется особое внимание, поскольку этот метод 
размножения используется для промышленного получения клонального посадочного материала.

Целью данной работы являлся анализ микросателлитного профиля и генотипической гете-
рогенности эмбриогенных линий P. abies и полученных на их основе регенерантов для определе-
ния статуса плоидности клеток в культурах in vitro ели белорусского происхождения.

Объекты и методы исследования. Эмбриогенные клеточные линии, используемые в экспе-
риментальных исследованиях, были получены в 2019  (линия 3, происхождение семенного мате-
риала – территория ГЛХУ «Червенский лесхоз») и 2021 гг. (линии 1 и 2, ГЛХУ «Жлобинский 
лесхоз»; линии 4–6, ГЛХУ «Коренёвская экспериментальная лесная база Института леса Нацио
нальной академии наук Беларуси») из зрелых зиготических зародышей. Культивирование 
каллусной ткани осуществляли в термостате при температуре 24 ℃ на питательной среде ½ LM [19], 
дополненной 2,4-Д (2,0  мг  ·  л–1), 6-БАП (0,5 мг  ·  л–1), сахарозой (10,0 г  ·  л–1) и глутамином 
(0,5 г · л–1), гелеобразующий агент – фитогель (5,0 г · л–1). Водородный показатель среды (рН) до-
водили до 5,8. Продолжительность пассажа составляла 10–14 дней. Созревание соматических 
зародышей состояло из двух фаз: (1) культивирование эмбриогенного каллуса в течение одной 
недели на питательной среде ½ LM без регуляторов роста с добавлением активированного угля 
(10,0 г  ·  л–1) и (2) культивирование на питательной среде ½  LM с повышенным содержанием  
сахарозы (34,0 г · л–1) и фитогеля (6,0 г · л–1). В качестве регуляторов роста использовали абсци-
зовую кислоту (30,0 µM) и ИМК (1,0 µM) [20, 21]. На этой стадии культуры поддерживали при 
16-часовом фотопериоде, интенсивности света 0,2–0,4 клк и температуре 24  ℃. Количество
зрелых (с развитыми семядолями) соматических эмбриоидов подсчитывали из расчета на 1,0 г
свежей массы эмбриогенного каллуса. Продолжительность этапа составляла пять недель. После
периода созревания эмбриоиды на семядольной стадии отделяли и помещали на среду для про-
растания (½ LM без регуляторов роста), дополненную активированным углем (5 г · л–1). Культи-
вирование проходило при температуре 24 ℃ в течение двух недель в темноте, а в последующем
на свету с интенсивностью освещения 0,5–2,0  клк до формирования проростков, имеющих
выраженный побег и корень. В опытах использовали от 10 до 20 микрорастений на вариант.
Статистическую обработку результатов проводили при помощи программных средств Micro- 
soft Excel 2007 и Statistica 10.0.

Выделение суммарной ДНК проводили CTAB-методом [22]. Микросателлитный анализ об-
разцов генотипов эмбриогенных линий ели европейской осуществляли с использованием пяти 
EST-SSR-маркеров: Pa28, Pa33, Pa56, Pa47, Pa52 [23]. При ПЦР-диагностике применяли ПЦР-смесь 
на основе Taq/Pfu-ДНК полимераз. Один из праймеров для каждого из локусов на 5′-конце был 
мечен красителем Fam. Амплификацию проводили по стандартной программе для ПЦР-про- 
дуктов менее 300 п. о. [22]. Полученные ампликоны были проанализированы на генетическом 
анализаторе 3500 Applied Biosystems (Thermo Fisher Scientific, США) в соответствии с протоко-
лом фирмы-изготовителя. Анализ размера и количества ампликонов был произведен с помощью 
программного обеспечения Gene Mapper v.4.1 (Applied Biosystems, США).

Долю генотипической гетерогенности по SSR-маркерам рассчитывали на основе количе-
ственной оценки дисбаланса уровня амплификации аллельных вариантов по формуле:

AR = AX / AY,

где AR – коэффициент титра аллелей (allele ratio); AX – высота пика (титр) аллеля X на фореграм-
ме; AY – высота пика (титр) аллеля Y на фореграмме.

Аллель с наибольшей высотой пика определяли как аллель X для получения значений ≥1 [23, 24]. 
При оценке хромосомных нарушений использовали коэффициент AR. Образцами с вероятной 
миксоплоидией при наличии двух аллелей косвенно могли считаться варианты в соотношении 
пиков, отличные от 1 : 1, 1 : 2 и 1 : 3, которые теоретически должны быть у ди-, три- и тетрапло-
идных клеток [24, 25].

Результаты и их обсуждение. В 2019 и 2021 гг. были получены линии ели европейской, кото-
рые характеризовались наличием полиэмбриогенных масс и способностью формировать полно-
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ценные микрорастения. Культивирование осуществлялось в идентичных условиях. Для оценки 
морфогенного потенциала эмбриогенные линии субкультивировали на соответствующие каждо-
му этапу среды и определяли продукцию соматических зародышей при созревании и последую-
щее формирование микрорастений при прорастании. Обобщенные данные приведены в табл. 1.

Т а б л и ц а  1. Морфометрические параметры микрорастений, полученные при созревании  
и прорастании соматических эмбриоидов ели европейской

T a b l e  1. Morphometric parameters of microplants obtained during the maturation and germination  
of somatic embryoids of Norway spruce

Этап созревания Этап прорастания

Количество эмбриоидов  
на 1 г каллусной ткани, шт.

Доля проростков с нормальной  
морфологией от общего количества, %

Размер побега  
(среднее ± ст. откл.), см

размер корня  
(среднее ± ст. откл.), см

Л1

23,0 55,6 1,7 ± 0,4 0,7 ± 0,3

Л2
9,0 44,4 0,9 ± 0,3 0,3 ± 0,1

Л3
25,0 50,0 1,0 ± 0,3 0,2 ± 0,2

Л4
50,0 63,3 1,8 ± 0,4 0,6 ± 0,2

Л5
35,0 55,0 1,2 ± 0,4 0,3 ± 0,1

Л6
15,0 13,3 1,5 ± 0,1 0,3 ± 0,0

П р и м е ч а н и е. Здесь и в табл. 2 Л1, Л2, Л3, Л4, Л5, Л6 – линии № 1–6 соответственно.

Анализ результатов, представленных в табл. 1, показал, что доля эмбриоидов, развивающих-
ся в жизнеспособные растения, подвержена значительным колебаниям и составляет от 13,3 до 
63,3 %. На этапе созревания способность клеточных линий к формированию соматических за-
родышей сильно варьировала между генотипами (от 9,0 до 50,0 эмбриоидов на 1,0 г сырой массы 
исходной каллусной ткани). Аналогичная тенденция к проявлению изменчивости наблюдалась 
и после четырех недель культивирования микрорастений: на этапе прорастания средние размеры 
их надземной части составляли от 0,9 до 1,8 см, подземной – от 0,2 до 0,7 см. 

Для генотипов каллусных колоний и проростков эмбриогенных линий ели европейской был 
проведен микросателлитный анализ. Результаты полученного SSR-профиля представлены в табл. 2. 
Для образцов генотипов эмбриогенной линии № 1 выявлены однофракционные электрофорети-
ческие спектры со следующими размерами продукта: 161 п. н. (локус Pa28), 99 п. н. (локус Pa33), 
131 п. н. (локус Pa56), 111 п. н. (локус Pa47), 154 п. н. (локус Pa52). Наличие однофракционного 
электрофоретического спектра свидетельствует о гомозиготности исследуемых генотипов по ана-
лизируемым SSR-маркерам.

Среди анализируемых образцов эмбриогенной линии № 2 выявлены как однофракционные 
(111 п. н., локус Pa47; 154 п. н., локус Pa52), так и двухфракционные (161/167 п. н., локус Pa28; 
99/101 п. н., локус Pa33; 126/131 п. н., локус Pa56) спектры, что соответствует гомозиготным или 
гетерозиготным генотипам по данным SSR-локусам соответственно. Проведен расчет доли гено-
типической гетерогенности по SSR-маркерам (Pa28, Pa33, Pa56), представленным двумя алле- 
лями, с использованием количественной оценки дисбаланса уровня амплификации аллельных 
вариантов по коэффициенту AR [24–26]. Для образцов каллусных колоний, проростков с нор-
мальной и аномальной морфологией линии № 2 по локусам Pa28 и Pa56 значения коэффициен- 
та титра аллелей близки к соотношению 1 : 1. По локусу Pa33 во всех исследованных образцах 
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был отмечен выраженный дисбаланс аллельных вариантов, при этом значение AR находилось  
в пределах от 1 : 1,4 до 4,1 : 1. Интересно, что был получен весь спектр значений: 1 : 2, 1 : 3 и 1 : 4. 
Аллельный дисбаланс для каллусных культур линии №  2 и регенерируемых ими проростков 
может быть обусловлен полиморфизмом в области отжига праймеров, что приводит к различаю-
щимся значениям коэффициентов амплификации [24], или вызван какими-либо хромосомными 
нарушениями (например, миксоплоидностью) исследуемых образцов, так как подобные явления 
наблюдаются в ходе соматического эмбриогенеза [27, 28]. Учитывая то, что дисбаланс был суще-
ственным (кратным) во всех образцах, такая разница в соотношении титров (высоты пиков) ал-
лелей, в соответствии с литературными данными [29, 30], скорее свидетельствует о сомакло-
нальной изменчивости, которая проявляется у эмбриогенной линии № 2 и в каллусной культуре, 
и в растениях-регенерантах.

Т а б л и ц а  2. SSR-профиль эмбриогенных линий ели европейской

T a b l e  2. SSR-profile of embryogenic lines of Norway spruce

Линия Источник
SSR-маркер, размер продукта (п. н.)

Pa28 Pa33 Pa47 Pa52 Pa56

Л1 К1 161 99 111 154 131
К2 161 99 111 154 131
НП 161 99 111 154 131
АП 161 99 111 154 131

Л2 К1 161/167 99/101 111 154 126/131
К2 161/167 99/101 111 154 126/131
НП 161/167 99/101 111 154 126/131
АП 161/167 99/101 111 154 126/131

Л3 К1 161/164 99/101 111 154 120/131
К2 161/164 99/101 111 154 120/131
НП 161/164 99/101 111 154 120/131
АП 161/164 99/101 111 154 120/131

Л4 К1 161/164/167 99 111 154 126/131
К2 161/164/167 99 111 154 126/131
НП 161/164/167 99 111 154 126/131
АП 161/164/167 99 111 154 126/131

Л5 К1 155/161/164/167 99/101 111 154 126
К2 155/161/164/167 99/101 111 154 126
НП 155/161/164/167 99/101 111 154 126
АП 155/161/164/167 99/101 111 154 126

Л6 К1 155/161/164/167 99 111 154 126/131
К2 155/161/164/167 99 111 154 126/131
НП 155/161/164/167 99 111 154 126/131
АП 155/161/164/167 99 111 154 126/131

П р и м е ч а н и е. К1 и К2 – каллусные колонии; НП – проростки с нормальной морфологией; АП – проростки 
с аномальной морфологией.

На основе микросателлитного анализа образцов эмбриогенной линии № 3, так же как и для 
линии № 2, детектированы однофракционные (111 п. н., локус Pa47; 154 п. н., локус Pa52) и двух-
фракционные (161/164 п. н., локус Pa28; 99/101 п. н., локус Pa33; 120/131 п. н., локус Pa56) спек-
тры. Для всех образцов (каллусные колонии и проростки) эмбриогенной линии № 3 по локусам 
Pa28, Pa33 и Pa56 наблюдается соотношение дозы аллельных вариантов близкое к 1 : 1.

Микросателлитный анализ эмбриогенной линии № 4 по локусу Pa28 показал наличие трех 
аллелей в изучаемых образцах, что говорит о триплоидном генотипе. Таким образом, в электро-
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форетических спектрах присутствовали однофракционные (99 п. н., локус Pa33; 111 п. н., ло- 
кус Pa47; 154 п. н., локус Pa52), двухфракционные (126/131 п. н., локус Pa56) и трехфракционные 
(161/164/167 п. н., локус Pa28) варианты. По локусу Pa56 для образцов каллусных колоний и про-
ростков отмечено соотношение близкое к 1  : 1. Для локуса Pa28 у каллусных колоний (рис. 1) 
долевое участие среди аллелей (161/164/167 п. н.) соответствовало следующим соотношениям: 
для образца К1 – 3 : 1 : 1 (высоты пиков аллелей – 366 : 133 : 155), для образца К2 – 4 : 1 : 1 (высо-
ты пиков аллелей – 465 : 117 : 122). В отличие от каллусных колоний для проростков с нормаль-
ной и аномальной морфологией отмечено значительное превалирование аллелей с размерами 
продукта 161 и 164 п. н. над аллелем 167 п. н.: 31 : 14 : 1 (высоты пиков аллелей – 1839 : 852 : 60) 
и 10 : 4 : 1 (высоты пиков аллелей – 667 : 252 : 67) соответственно (рис. 2). Не исключено, что на-
блюдаемое у проростков (рис. 2) проявление рецессивности аллеля длиной 167 п. н. микросател-
литного локуса Pa28 может быть связано с явлением «проскальзывания» полимеразы во время 
ПЦР-амплификации, которое приводит к образованию дополнительных ПЦР-продуктов (визуа-
лизируются как дополнительные пики («stutter» пики)), отличающихся от нужного продукта 
кратно длине повторяющейся единицы микросателлита [22, 31, 32]. «Stutter» пики могут давать 
5–15 % погрешности в высоте и площади пиков, перекрывающихся с ними по размеру, а также 
могут диагностироваться до или после основного пика [31–33]. И если учитывать, что в каллусных 
культурах данный аллель встречается с частотой, сходной с аллелем 164 п. н., то, по-видимому, 
у проростков мы имеем дело не с появлением артефакта, а с проявлением какого-то варианта 
селективного отбора. В целом, принимая во внимание изменение дозы аллеля 167 п. н. в разных 
тканях, а также изменение в них же соотношений и других аллельных вариантов (161/164 п. н. – 
2 : 1, 3 : 1, 4 : 1) по одному и тому же микросателлитному локусу, по всей видимости, эмбриоген-
ную линию № 4 следует рассматривать как миксоплоид.

Для образцов эмбриогенных линий № 5 и 6 характерно наличие четырех аллелей по локусу 
Pa28, что свидетельствует о тетраплоидном генотипе. При анализе SSR-профиля локуса Pa28 

Рис. 1. Микросателлитный спектр по локусу Pa28 каллусных колоний К1  
и К2 эмбриогенной линии № 4 ели европейской

Fig. 1. Microsatellite spectrum for the Pa28 locus of callus colonies K1 and K2  
of embryogenic line No. 4 of Norway spruce

Рис. 2. Микросателлитный спектр по локусу Pa28 проростков с нормальной (НП)  
и аномальной (АП) морфологией эмбриогенной линии № 4 ели европейской

Fig. 2. Microsatellite spectrum for the Pa28 locus of seedlings with normal (NP) and abnormal (AP) morphology  
of embryogenic line No. 4 of Norway spruce
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у обеих линий отмечено значительное превалирование аллелей с размерами продукта 155 и 164 п. н. 
над аллелями 161 и 167 п. н. – высота пиков электрофоретических спектров больше в 2–14 раз 
(рис. 3). Значительное варьирование в соотношении титров (высоты пиков) аллелей позволяет 
предположить миксплоидию для обеих эмбриогенных линий. По локусу Pa33, который был  
полиморфен у линии № 5, наблюдается выраженный дисбаланс для аллельных вариантов 99  
и 101 п. н. по всем проанализированным образцам: от 2 : 1 до 5 : 1. У линии № 6 еще одним (кро- 
ме Pa28) полиморфным локусом являлся Pa56, соотношение доз аллельных вариантов 126 и 131 п. н. 
для всех образцов было примерно 1 : 1.

В целом электрофоретические профили изучаемых локусов образцов эмбриогенных линий 
№ 1–3 содержали одно- и двухфракционные спектры, что соответствует диплоидному набору 
хромосом, в случае которого выявляются однофракционные (генотип АхАх или Ах0) или двух-
фракционные SSR-спектры (АхАу). Для проростков с аномальной морфологией эмбриогенной 
линии № 2 соотношения высоты пиков по локусу Pa33 аллелей в 99 и 101 п. н. сильно варьируют, 
что может быть связано с миксоплоидностью, однако такие же различия в соотношении пиков 
не наблюдаются по другому локусу с двумя аллельными вариантами (по Pa28 соотношения  
аллельных вариантов по всем образцам – приблизительно 1 : 1). Повышенное появление гомози-
гот в некоторых SSR-локусах косвенно подтверждает гипотезу о селективном давлении, которое 
может быть вызвано преимуществами рецессивных или доминантных гомозигот. Так, в работе 
S. Fluch с соавторами [23] при исследовании ели европейской положительный отбор был под-
твержден для двух SSR-локусов, которые показали высокую частоту гомозигот.

Для эмбриогенной линии №  4 отмечаются электрофоретические профили, представлен- 
ные одной, двумя и тремя фракциями (локус Pa28). Схожие результаты были получены в работе 
Т. А. Гродецкой с соавторами [24] при молекулярно-генетической оценке растений клонов осины 
(Populus tremula L.) и тополя белого (P. alba L.), для которых на основе кариологичекого и микро-
сателлитного анализов проведено определение плоидности. В данной работе электрофоретиче-
ские профили генотипов тополя белого, содержащие три набора хромосом, были представлены 
одной (генотип АхАхАх или Ах00), двумя (АхАхАу или АхАу0) или тремя (АхАуАz) фракциями. 
Исходя из этого, можно предположить, что исследуемая нами эмбриогенная линия № 4 может 
иметь триплоидный генотип. Эмбриогенные линии № 5 и 6, кроме одно- и двухфракционных 
SSR-спектров, по локусу Pa28 были представлены четырехаллельными вариантами – наличием 
электрофоретического спектра с четырьмя фракциями, что соответствует тетраплоидному чис-
лу хромосом. Как для эмбриогенной линии № 4 с тремя аллелями по локусу Pa28, так и для ли-
ний № 5 и 6 с четырьмя аллельными вариантами по этому же SSR-маркеру отмечен выраженный 
дисбаланс аллелей, что позволяет предполагать наличие миксоплоидии. Миксоплоидность чаще 
встречается при генерировании каллусных культур, чем у растений, однако в исследованиях ели 
европейской естественного происхождения также отмечено наличие у проростков клеток с раз-
ной плоидностью, а также с хромосомными перестройками [9, 34]. Учитывая то, что из шести 
проанализированных линий ели европейской три имели клетки с отличающимся от диплоидно-
го набором хромосом, нельзя однозначно утверждать об отсутствии хромосомных аберраций 

 

Рис. 3. Микросателлитный спектр по локусу Pa28 каллусных колоний К1 и проростков  
с нормальной (НП) морфологией эмбриогенной линии № 5 ели европейской

Fig. 3. Microsatellite spectrum for the Pa28 locus of K1 callus colonies and seedlings  
with normal (NP) morphology of the embryogenic line No. 5 of Norway spruce
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у линий № 1–3. Отсутствие у них трех- или четырехфракционных спектров может быть связано 
с ограниченным числом используемых SSR-маркеров для анализа. Для дальнейшей оценки од-
нородности тканей таких эмбриогенных линий необходимо использовать также и цитогенетиче-
ские методы исследования.

Для проведения сравнительного анализа кроме эмбриогенных линий нами был дополнитель-
но изучен SSR-профиль (по аналогичным микросателлитным маркерам Pa28, Pa33, Pa47, Pa52 
и Pa56) 33 генотипов средневозрастных деревьев ели европейской (табл. 3) естественно произ-
растающих на территории Беларуси (ГОЛХУ «Осиповичский опытный лесхоз»). Для SSR-
анализа использовались ткани хвои.

Как следует из табл. 3, по локусу Pa28 встречалось пять аллелей (155, 161, 164, 167 и 173 п. н.). 
Для 11 деревьев было выявлено по одному аллельному варианту, для 20 – по два, для 2 – по три. 
Причем в случае трехаллельных образцов долевое участие вариантов было сходным: 1  : 1  : 1.  
По локусу Pa33 у естественно произрастающих деревьев, как и у эмбриогенных линий, встречалось 
два аллеля с размерами продукта 99 и 101 п. н. Среди исследуемых генотипов 29 были представ-
лены одним аллельным вариантом, 5 являлись двухфракционными, среди которых присут-
ствовал генотип с дисбалансом аллельных вариантов. В отличие от эмбриогенных линий, для 
которых по локусам Pa47 и Pa52 были выявлены только однофракционные спектры (111 и 154 п. н. 
соответственно), для деревьев отмечены генотипы с двумя аллельными вариантами: размеры  
продукта 109/111 п. н. и 111/121 п. н. по локусу Pa47, 133/154 п. н. – по локусу Pa52. Для гетеро
зиготных деревьев по локусу Pa47 идентифицированы образцы с соотношением аллелей 1  : 2 
(два генотипа) и 1 : 3 (один генотип), по локусу Pa52 – 1 : 3 (три генотипа). Анализ электрофоре-
тического спектра SSR-локуса Pa56 генотипов естественно произрастающих деревьев ели евро-
пейской, аналогично эмбриогенным линиям, выявил три аллельных варианта (120, 126 и 131 п. н.) 
и присутствие генотипов с однофракционным и двухфракционным спектром. В целом по резуль-
татам микросателлитного анализа 33 деревьев из насаждений ели европейской по 5 EST-SSR 
маркерам число образцов с тремя аллелями составило 6,1 % (два генотипа), у нескольких дере-
вьев выявлен дисбаланс аллельных вариантов.

Т а б л и ц а  3. SSR-профиль 33 генотипов естественно произрастающих деревьев ели европейской

T a b l e  3. SSR-profile of 33 genotypes of naturally growing Norway spruce trees

Na

SSR-маркер, размер продукта (п. н.) – число образцов

Pa28 Pa33 Pa47 Pa52 Pa56

1 155 – 1
161 – 6
164 – 2
167 – 2

99 – 28
101 – 1 111 – 28 154 – 22 126 – 3

131 – 8

2 155/161 – 3
155/164 – 4
161/164 – 8
161/167 – 2
164/167 – 1
167/173 – 2

99/101 – 4 109/111 – 4
111/121 – 1 133/154 – 11 120/131 – 5

126/131 – 17

3 155/161/164 – 1
161/164/167 – 1 – – – –

         П р и м е ч а н и е. Na – число аллельных вариантов у генотипа.

Результаты сравнения SSR-профилей образцов эмбриогенных линий и естественно произ-
растающих деревьев показывают, что они согласуются для локусов Pa33, Pa47, Pa52, Pa56 как  
по размерам продукта, так и по оценке дисбаланса уровня амплификации аллельных вариантов. 
По локусу Pa28 у эмбриогенных линий установлено присутствие трех- (линия № 4) и четырех-
фракционных спектров (линии № 5 и 6), у естественно произрастающих деревьев выявлены ге-
нотипы с тремя аллелями. По локусам Pa33, Pa47 и Pa52 у ряда проанализированных образцов 
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выявлены спектры аллельных вариантов, кратно отличающиеся от соотношения 1 : 1, что может 
косвенно свидетельствовать о миксоплоидии.

Заключение. По результатам проведенного исследования установлено, что все проанализи-
рованные нами микросателлитные локусы ели европейской были полиморфны: Pa33 и Pa52 имели 
по два аллеля, Pa47 и Pa56 – по три, Pa28 – по пять. Эмбриогенные линии содержали основную часть 
аллельных вариантов, выявленных в природных популяциях (11 и 15 аллелей соответственно).

Среди 33 естественно произрастающих деревьев ели европейской были идентифицированы  
два генотипа (6,1 %) с тремя аллельными вариантами по локусу Pa28, при этом долевое участие 
вариантов в исследованных образцах было сходным, что говорит не только о наличии, но и пре-
валировании трехплоидных клеток. Как следует из литературных данных, при семенном раз-
множении в лесных питомниках, а также в естественных популяциях среди хвойных видов в не-
большом количестве встречаются миксоплоиды и полиплоиды, причем их число увеличивается 
в стрессовых условиях окружающей среды (край ареала, антропогенно нарушенные территории 
и т. д.), что авторы связывают с адаптацией растений к неблагоприятным и экстремальным усло-
виям произрастания, интродукцией в новых условиях [9, 35–37].

Микросателлитный анализ каллусных колоний и проростков эмбриогенных линий позво- 
лил предположить наличие разного уровня плоидности в культурах in vitro ели европейской. 
Изученные ткани линий № 1–3 идентифицированы как диплоидные, хотя наличие выраженно- 
го дисбаланса аллельных вариантов у линии №  2 по ряду локусов позволяет предположить  
наличие большого количества клеток с хромосомными аберрациями или разной плоидностью. 
Для линии № 4 выявлен триплоидный генотип, а для линий № 5 и 6 – тетраплоидный. Однако 
считать эти линии истинными полиплоидами затруднительно, поскольку высота пиков аллель-
ных вариантов, и, следовательно, частота встречаемости клеток с теми или иными аллелями 
сильно различаются. Наиболее вероятным объяснением этого факта является миксоплоидность 
эмбриогенных линий № 4–6, что составляет 50 % от проанализированных линий. Полученные 
нами данные показывают высокую вероятность возникновения сомаклональной изменчивости 
в культуре тканей in vitro у ели европейской.

Если в обсуждении выйти немного за пределы целевой установки исследования, то следует 
отметить следующее. Природа высокой частоты изменчивости данных линий может как иметь 
наследственный характер (зависеть от генотипа родительских деревьев), так и быть связана  
с условиями формирования эмбриогенных линий и зиготических зародышей [38, 39]. Исследо
ванные нами линии ели европейской культивировались в идентичных условиях, поэтому разли-
чия, выявленные между линиями, могут быть объяснены только влиянием генотипа, которое 
может обусловливаться не только степенью предрасположенности генома культивируемых клеток 
к повышенной мутабильности, но и генотипической гетерогенностью клеток родительских орга-
низмов, от которых происходят культуры in vitro. Для оценки последнего фактора необходимо 
проведение анализа родительских деревьев. Но и при этих условиях отцовский генотип может 
остаться скрытым от исследователя, если в работе используются семена, которые формируются 
в результате неконтролируемого опыления [40, 41]. Поэтому для оценки наследования дисбаланса 
аллельных вариантов необходимо получение каллусных культур из семян от контролируемого 
скрещивания родительских организмов, для которых известны их генетические паспорта.
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