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Analysis of the preservation of the Quercus robur L. genotype using SSR- and ISSR-markers in the 
creation of callus cultures
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“All-Russian Research Institute of Forest Genetics, Breeding and Biotechnology)

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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при создании каллусных культур
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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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определения сохранности генотипа культур 
дуба при культивации in vitro применялись 
три типа молекулярных маркеров: SSR, ISSR 
и RAPD. В результате показано, что все дан-
ные виды маркеров могут использоваться для 
выявления сомаклональной изменчивости, 
дополняя друг друга. Причем ISSR-марке-
ры могут быть даже более чувствительным 
инструментом, так как образуют широкий 
спектр продуктов амплификации, увели-
чивая шансы на выявление полиморфизма. 
Случайные праймеры, хотя и применимы в 
подобных анализах, однако дают большую 
вероятность погрешностей [6].

Целью данного исследования являлась 
оценка сохранности генотипа старовозраст-
ного дуба черешчатого при получении его 
каллусной культуры. Для ее достижения про-
водился ПЦР-анализ с использованием SSR 
и ISSR молекулярных маркеров.

Объекты и методы исследования
В исследовании были использованы 

ткани старовозрастного (около 200 лет) дуба 
черешчатого из Орловской области. Для мо-
лекулярно-генетического анализа отбира-

лись образцы листьев, пророщенных из веток 
кроны в лабораторных условиях, и каллусной 
ткани – из культур in vitro.

Первичными эксплантами для получе-
ния каллусных культур дуба служили части 
зеленых и полуодревесневших побегов, по-
лученных в период вегетации 2022 года. Для 
инициации каллусогенеза использовалась 
базовая питательная среда для дуба (BTM) 
[10] с добавлением 1 мг/л 6-бензиламино-
пурина и 2 мг/л 1-нафтилуксусной кислоты. 
Исследования проводили в стандартных ус-
ловиях культивирования in vitro (25 ± 2 °С, 
фотопериод 16 ч день / 8 ч ночь, освещен-
ность 2,0 клк) с интервалом субкультиви-
рования 1 раз в месяц. Экстракция ДНК из 
листьев исходных и культуральных обра-
зов осуществлялась модифицированным 
ЦТАБ-методом, с добавлением поливинил-
пирролидона [11].

В исследовании было задействовано 6 
ISSR-маркеров (табл. 1), взятых из литера-
турных данных. Праймеры M3, CR-215 ранее 
были использованы для анализа генотипов 
Populus tremula L. [1] и Aсеr platanoides [8], 
праймеры IS4, IS8, IS38, IS42 испытывались 
на тополе Populus cathayana Rehd. [15].

Таблица 1
Характеристика использованных 

ISSR-праймеров

Праймер Последовательность нуклеотидов

IS4 (AG)8YT

IS8 (ACG)8

IS38 (AC)8CC

IS42 (AC)8AG

CR-215 (CA)6GT

M3 (AC)8CT

Оптимальная температура отжига для 
данных маркеров была ранее определена в 
проведенном авторами данной статьи пред-
варительном исследовании на генетическом 
материале клена остролистного [7].

C данным типом маркеров ПЦР прово-
дилась по следующему протоколу:

1) предварительная денатурация (95 °C, 
3 мин);

2) денатурация (95 °C, 30 сек);
3) отжиг (55 °C, 30 сек);
4) элонгация (72 °C, 90 сек), стадии 2–4 

повторялись 35 циклов;
5) финальная элонгация (5 мин, 72 °C).
Для проведения SSR-анализа исполь-

зовались маркеры следующих локусов: 
QrZAG 7, QrZAG 20, QrZAG 4, QpZAG 9, 
QpZAG 36, QrZAG 31 (SSR) [12, 13]. (табл. 2).

Таблица 2
Характеристика микросателлитных локусов дуба, использованных в исследовании

Локус Последовательности нуклеотидов праймеров 
(прямая и обратная)

Температура отжига 
праймеров, °C

QrZAG_7 F: CAACTTGGTGTTCGGATC
R: GTGCATTTCTTTTATAGCATTCAC

50

QrZAG_20 F: CCATTAAAAGAAGCAGTATTTTGT
R: GCAACACTCAGCCTATATCTAGAA

50

QrZAG_4 F: CGTCTATAAGTTCTTGGGTGA
R: GTAACTATGATGTGATTCTTACTTCA

50

QрZAG_9 F: GCAATTACAGGCTAGGCTGG
R: GTCTGGACCTAGCCCTCATG

50

QрZAG_36 F: GATCAAAATTTGGAATATTAAGAGAG
R: ACTGTGGTGGTGAGTCTAACATGTAG

50

QrZAG_31 F: CTTAGTTTGGTTGGGAAGAT
R: GCAACCAAACAAATGAAAT

50

Для проведения ПЦР-реакции использо-
вался следующий режим амплификации:

1) предварительная денатурация (94 °C, 
5 мин);

2) денатурация (94 °C, 1 мин);
3) отжиг (50 °C , 1 мин);
4) элонгация (72 °C, 1 мин ), стадии 2–4 

повторялись 28–35 циклов;
5) финальная элонгация (72 °C, 10 мин).
Использовалась реакционная ПЦР-

смесь (объем 25 мкл) следующего состава: из 
коммерческих наборов ScreenMix-Нs (Евро-
ген). ПЦР проводилось на аппарате «Bio-Rad 
CFX96» (Bio-Rad).

Продукты ПЦР разделяли методом 
электрофореза в 2,5 % агарозном геле в го-
ризонтальной камере Power Pac TM Universal 
(«BioRad», США) в течение 120 минут при 
напряжении электрического поля 80 В. 
Применялся однократный ТBЕ-буфер. 

Окрашивание осуществлялось интеркали-
рующим красителем SYBRsafe (Invitrogen). 
Визуализация полученных ампликонов про-
водилась на трансиллюминаторе TFP (Vilber 
Lourmat).

Результаты и их обсуждение
Через 3–4 недели на первичных эксплан-

тах стали появляться первые очаги каллусной 
ткани зеленого, светло-желтого или бежевого 
цвета. Спустя 2 месяца от начала культивиро-
вания формировался каллус плотного типа с 
диаметром 15–20 мм, который в последую-
щем отделяли от первичного экспланта, раз-
резали на 2–3 части и пересаживали на среду 
того же состава с целью увеличения биомассы. 
Полученные каллусы (их фотографии приве-
дены на рисунке) могут быть использованы в 
дальнейшем для регенерации растений.
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DNA Fingerprint) выявлено, что на ранних 
стадиях (6 месяцев) изменения в размере ге-
нома достоверно не фиксируются, тогда как 
на более поздних стадиях (12 месяцев) сома-
клональная изменчивость фиксируется ме-
тодом проточной цитометрии и проявляется 
фенотипически [9]. В ходе продолжения опы-
тов по получению культур дуба из каллусных 
тканей необходимо проводить дальнейший 

контроль сохранности генотипа с использо-
ванием разносторонних методов.

Источник финансирования исследования: 
Государственное задание по теме «Разработка 
технологии выращивания посадочного мате-
риала лиственных древесных растений с улуч-
шенными наследственными свойствами для 
создания лесных культур целевого назначения» 
(№ 123040400004-8).

Амплификация ДНК исследуемых об-
разцов с микросателитными маркерами дала 
продукты в диапазоне 150–250 п.н., боль-
шинство локусов – одиночный продукт, локус 
ZAG_7 – двойной. Амплификация с межми-
кросателитными маркерами дала спектры ам-
пликонов в диапазоне 300–1000 п.н., количе-
ство мажорных продуктов варьировало от 1 до 
3 (у IS4). Двойные продукты дали праймеры к 
локусам QrZAG_7, IS8, IS42 и М3. Праймер 
CR-215 не дал ампликонов ни с одним из об-
разцов и был исключен из анализа.

Все задействованные маркеры показа-
ли идентичность продуктов амплификации 
ДНК исходного дерева и четырех образцов 
каллусной ткани. Следует учесть, что резуль-
тат данного анализа не полностью исклю-
чает проявление мутаций в ходе биотехно-
логических процедур, так как избирательно 
анализируются только отдельные фрагмен-
ты генома.

Однако микросателлитные участки наи-
более подвержены мутациям: в ходе реплика-
ции ДНК коротких повторяющихся участков 
зачастую совершаются «ошибки», приводя-
щие к появлению дополнительных повторов, 
удлинению микросателлитного участка, уве-
личению массы его апмпликонов. Поэтому 
микросателлитные маркеры являются репре-
зентативным инструментом, позволяющим 

оценить подверженность генотипа измене-
ниям. Что же касается межмикросателлитных 
маркеров, то число образуемых ими продук-
тов амплификации соответствует количеству 
микросателлитных локусов определенного 
типа, встречающихся в геноме. Исчезновение 
отдельных ампликонов в ISSR спектре может 
быть объяснено мутациями сайтов связыва-
ния данных праймеров. 

Заключение
Проведенные исследования показали со-

ответствие продуктов амплификации ДНК 
исходного генотипа дерева и полученных 
от него каллусных культур по задействован-
ным 6 микросателлитным и 5 межмикроса-
теллитным маркерам, что свидетельствует о 
высокой вероятности хорошей сохранности 
генотипа дуба черешчатого при получении 
каллусных культур.

Анализ полученных данных позволяет 
сделать оптимистические выводы относитель-
но использованной методики, однако его ре-
зультаты еще не дают исчерпывающей гаран-
тии сохранности генотипов дуба в процессе 
получения и культивации каллусных культур. 
Так, в исследовании культур клеток и тканей 
девясила британского (Inula britannica L.) ме-
тодами проточной цитометрии и фрагмент-
ного анализа (RAF – Randomly Amplified 

Рис. Каллусные культуры дуба черешчатого
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