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Pedunculate oak (Quercus robur L.) is a forest-forming species in the European part of Russia 
and has a high economic value. However, at the same time, reproduction and cultivation of oak 
plantations causes significant difficulties. At present, a technique for clonal micropropagation 
of this species using nodal segments has been developed, but its application to old-growth trees 
causes difficulties. Therefore, it is relevant to search for alternative biotechnological approaches 
for the reproduction of adult oak material, including the production of regenerated plants through 
callus culture by indirect organogenesis or somatic embryogenesis. However, such a method of 
reproduction can lead to an intense manifestation of somaclonal variability, so its use should be 
accompanied by the control of the preservation of the genotype. This paper presents the result of 
the analysis of the preservation of the Q. robur genotype during the creation of callus cultures  

. Parts of green and semi-lignified shoots of a 200-year-old tree obtained during the growing 
season served as primary explants for obtaining oak callus cultures. To identify variability, two sets 
of molecular markers were used: microsatellite (SSR) and intermicrosatellite (ISSR). PCR was 
performed with the selected markers, and the amplification products were detected by agarose gel 
electrophoresis. As a result, the involved markers showed the complete identity of the genotypes 
of the original trees and callus tissues grown in in vitro culture. Thus, it has been shown that 
the cultivation of pedunculate oak calli has prospects for the conservation and reproduction of 
valuable tree genotypes.
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Введение 
Дуб черешчатый является лесообразую-

щей породой в европейской части России, 
обладает незаменимой хозяйственной ценно-
стью. Однако при этом его искусственное раз-
множение и выращивание дубовых насажде-
ний вызывают существенные затруднения. 
Данный вид плохо укореняется при черенко-
вании классическим способом: эту процедуру 
можно применить для молодых деревьев (до 
8–10 лет), в то время как для проявления хо-
зяйственно ценных признаков того или ино-
го генотипа необходимо ждать существенно 
дольше (около 20–40 лет). Естественное воз-
обновление дубов также затруднено, веро-
ятно, из-за затенения почвы взрослыми осо-
бями. Кроме того, сам рост дерева занимает 
довольно длительное время. При этом дубы, 
являющиеся древними представителями ев-
ропейской флоры, несмотря на выработанные 
защитные механизмы, служат питательным 
субстратом для большого количества вреди-
телей (как насекомых, так и грибов), адапти-
ровавшихся к ним в ходе эволюции. Ввиду 
возникающих проблем актуальным является 
поиск методов ускоренного биотехнологиче-
ского размножения данного вида.

В настоящее время для дуба черешчатого 
разработана методика клонального микро-
размножения с использованием узловых сег-
ментов. Но при реализации данной техноло-
гии возникают затруднения. В особенности 
это касается введения в культуру образцов 
наиболее старых деревьев (возрастом более 
50 лет). В то же время определенный интерес 
представляет сохранение и воспроизводство 
генотипов исторических деревьев – памятни-
ков природы и культуры. Поэтому перспек-
тивным направлением является поиск нетри-
виальных методов размножения экземпляров 
рассматриваемого вида. К таковым относится 
создание каллусных культур и получение ре-
генерантов растений путем непрямого орга-
ногенеза или соматического эмбриогенеза. 
Исследование каллусобразования проводи-
лось и для других видов растений, в частно-
сти – кустарника олеандра обыкновенного 
(Nerium oleander L.) [5].

В ходе совершения данной биотехноло-
гической операции высока вероятность воз-
никновения мутаций исходного генотипа 

(сомаклональной изменчивости), что впо-
следствии может отразиться на хозяйствен-
ных качествах полученного посадочного 
материала. Так, в исследовании каллусо- и 
морфогенеза некоторых эфиромасличных 
растений было показано наличие большого 
числа морфологически измененных форм 
(до 33–56 %), которое зависело от сорта и 
типа экспланта, при этом число сомаклонов 
возрастало с увеличением количества пас-
сажей. При этом у одного клона могли быть 
измененными сразу несколько признаков – 
например, форма и окраска листа и толщи-
на стебля. Кроме того, была выявлена зна-
чительная вариабельность регенерантов по 
числу хромосом и основным хозяйственно 
ценным признакам [2]. 

Поэтому важным моментом в процессе 
биотехнологического размножения растений 
является контроль сохранности структуры 
генотипа. Для его осуществления разработан 
ряд процедур, в которых применяются моле-
кулярные маркеры разного типа.

Наиболее распространены следующие 
разновидности маркеров: микросателлитные 
(SSR) и межмикросателлитные (ISSR). Наи-
более специфичными являются SSR-марке-
ры, комплиментарные последовательностям 
нуклеотидов, окаймляющих микросателлит-
ные участки, они дают удобный для иденти-
фикации, хорошо повторяющийся результат 
[3]. Микросателлитные маркеры успешно 
применялись для оценки сохранности ми-
кроразмножаемых генотипов растений, в том 
числе – гибридов тополя [4].

ISSR-маркеры комплиментарны после-
довательностям нуклеотидных повторов, 
они позволяют амплифицировать участки 
ДНК, располагающиеся между микросател-
литными вставками. Во многом данный ме-
тод сходен с анализом при помощи случай-
ных праймеров (RAPD), но ISSR-маркерам 
свойственна более высокая специфичность и 
меньшая зависимость от условий протекания 
ПЦР-реакции [3]. Межмикросателлитные 
маркеры также использовались для проверки 
сохранности генотипа размножаемых в куль-
туре in vitro растений, в частности – стевии 
медовой (Stevia rebaudiana Bert.) [14].

Ранее авторами данной работы были про-
ведены тестовые исследования, в которых для 
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Дуб черешчатый (Quercus robur L.) является лесообразующей породой в европейской ча-
сти России, обладает высокой хозяйственной ценностью. Но при этом существенные 
затруднения вызывает размножение и выращивание дубовых насаждений: данный вид 
укореняется при черенковании классическим способом только при отборе материала от 
молодых деревьев, в то время как для проявления хозяйственно ценных признаков необ-
ходимо больше времени. В настоящее время разработана методика клонального микро-
размножения данного вида с использованием узловых сегментов, однако ее применение 
для старовозрастных деревьев вызывает затруднения. Поэтому актуальным является по-
иск альтернативных биотехнологических подходов для размножения взрослого матери-
ала дуба, в том числе получение растений-регенерантов через каллусную культуру путем 
непрямого органогенеза или соматического эмбриогенеза. Однако подобный способ 
размножения может привести к интенсивному проявлению сомаклональной изменчи-
вости, поэтому его применение следует сопровождать контролем сохранения генотипа. 
В данной работе представлен результат анализа сохранности генотипа дуба черешчато-
го при создании каллусных культур in vitro. Первичными эксплантами для получения 
каллусных культур служили части зеленых и полуодревесневших побегов 200-летнего 
дерева, полученных в период вегетации. Для выявления изменчивости использовались 
два набора молекулярных маркеров: микросателлитных (SSR) и межмикросателлитных 
(ISSR). С подобранными маркерами проводилась ПЦР, продукты амплификации детек-
тировались при помощи электрофореза в агарозном геле. В результате задействованные 
маркеры продемонстрировали полную идентичность генотипов исходных деревьев и вы-
ращенных в культуре in vitro каллусных тканей. Таким образом показано, что культивация 
каллусов дуба черешчатого имеет перспективы для сохранения и размножения ценных 
генотипов деревьев.
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