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Досліджено сомаклональну мінливість у культурі тканин і органів G. pneumonanthe з ви-
користанням RAPD- та ISSR-маркерів. Виявлено вплив тривалості культивування, типу 
росту та способу регенерації на мінливість у культурі in vitro. Встановлено, що сомакло-
нальна варіабельність була значно меншою за внутрішньопопуляційний поліморфізм у 
природі. Рівень генетичних змін був найменшим у регенерантах і найбільшим – у трива-
ло культивованих калюсних тканинах та швидкоростучій культурі ізольованих коренів. 
Отримані результати свідчать про відносну генетичну стабільність геному цього виду 
при вирощуванні in vitro.

Ключові слова: Gentiana pneumonanthe L., культура тканин і органів, рослини-
регенеранти, сомаклональна мінливість, RAPD- та ISSR-ПЛР, генетична відстань.

Вñòуп. Процес калюсоутворення та уìови подальшого вирощування рос-
линних кл³тин ³ тканин in vitro є стресовиìи чинникаìи, що зд³йснюють сут-

тєвий вплив на стаб³льн³сть геноìу та експрес³ю ген³в. ñоìаклональна ì³н-
лив³сть, яка виникає при цьоìу, обуìовлена д³єю дек³лькох чинник³в: генетич-
ною неоднор³дн³стю кл³тин вих³дного експланта, впливоì коìпонент³в 
живильних середовищ (перш за все, ф³тогорìон³в), уìоваìи та тривал³стю 
культивування [1–5]. ãенетичн³ зì³ни виявлен³ не лише в культур³ кл³тин ³ тканин 
in vitro, але ³ в отриìаних ³з них рослинах-регенерантах [1, 6, 7]. 

äля оц³нки р³вня ì³нливост³ використовують ìолекулярно-генетичн³ п³дхо-
ди, серед яких найпоширен³шиìи є ìетоди на основ³ пол³ìеразної ланцюгової 
реакц³ї (Пëð) [6, 8–10]. äостов³рн³ш³ дан³ вдається отриìати при одночасноìу 
використанн³ к³лькох тип³в генетичних ìаркер³в, що дозволяє пор³вняти р³зн³ д³-
лянки геноìу та виявити генетичну в³дì³нн³сть досл³джуваних зразк³в за ниìи 
[3, 9–11]. За допоìогою RAPD-Пëð наìи було показано ì³нлив³сть у культур³ 
тканин трьох представник³в роду Gentiana L. (G. acaulis, G. punctata, 
G. cruciata) – ц³нних л³карських р³дк³сних рослин [12]. âстановлено, що для цих 
вид³в р³вень генетичної гетерогенност³ в культур³ in vitro залежав в³д видової 
приналежност³. 
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ñеред вивчених тирлич³в, у культур³ 
in vitro великий ìорфогенний потенц³ал 
ìає G. pneumonanthe, для якого розроб-
лено протоколи регенерац³ї, а також отри-
ìано р³зн³ за походженняì, тривал³стю ви-
рощування та типоì росту культури тканин 
[13, 14]. äосл³дження особливостей ì³н-
ливост³ в процес³ неорган³зованого росту 
та регенерац³ї цього виду в уìовах in vitro й 
було ìетою даної роботи.

Ìàòåð³àëè ³ мåòодè
ìатер³алоì для вивчення слугували 

зразки G. pneumonanthe з двох популяц³й: 
êорюк³вського л³сництва (×ерн³г³вська 
обл.) ³ с. âигода (Івано-Франк³вська обл.). 
äосл³джували рослини з природної попу-
ляц³ї êорюк³вського л³сництва; асептичн³ 
рослини, вирощен³ з нас³ння в стерильних 
уìовах, як³ використовували для отриìан-
ня культури in vitro (рослини-донори); не-
ìорфогенн³ культури тканин кореневого 
походження р³зної тривалост³ вирощуван-
ня; ìорфогенн³ калюси ³з зачаткаìи ко-
рен³в ³ пагон³в, отриìан³ з неìорфогенних; 
регенеранти, одержан³ шляхоì пряìого та 
непряìого органогенезу, а також культуру 
³зольованих корен³в [13–15].

«Пряì³» регенеранти стеблового по-
ходження отриìали в³д асептичних рослин 
вигодської популяц³ї при використанн³ жи-
вильного середовища ìурас³ге-ñкуга 
(ìñ), доповненого 10 ìг/л т³д³азурону ³ 
1 ìг/л г³берелової кислоти (ãê3). äля отри-
ìання регенерант³в шляхоì непряìого ор-
ганогенезу однор³чний ìорфогенний ка-
люс вирощували протягоì року на середо-
вищ³ ìñ, доповненоìу 0,1–0,2 ìг/л 
6-бензилаì³нопурину та 1,0 ìг/л ãê3. 

âивчали п’ять генотип³в рослин 
G. pneumonanthe з êорюк³вського л³сниц-
тва: три дикоросл³ рослини з природної 
популяц³ї; дв³ рослини-донори (ê1 ³ ê2) та 
отриìан³ в³д них культури тканин (рис. 1). 
Íа основ³ пор³вняння цих генотип³в визна-
чали ìеж³ внутр³шньопопуляц³йної ì³нли-

вост³. ó робот³ використовували неìорфо-
генний калюс р³зної тривалост³ вирощу-
вання – 6 ì³сяц³в, 3 та 4 рок³в, отриìаний з 
рослини-донора ê1 (рис. 1, а). ãенотип ê2, 
окр³ì рослини-донора, був представлений 
неìорфогенниì п³вр³чниì калюсоì коре-
невого походження та одержаниìи в³д 
нього 1-р³чниìи ìорфогенниìи, 1- та 
2-р³чниìи неìорфогенниìи культураìи; 
«непряìиì» регенерантоì, отриìаниì з 
1-р³чного ìорфогенного калюсу; культу-
рою ³зольованих корен³в (рис. 1, б). Зразки 
G. pneumonanthe з вигодської популяц³ї 
(генотип â) представлен³ рослиною-доно-
роì та отриìаниìи в³д неї культураìи тка-
нин ³ орган³в. äля анал³зу використовува-
ли: 3-ì³сячний калюс та одержан³ в³д нього 
1- ³ 1,5-р³чн³ ìорфогенн³ та 1-, 1,5- ³ 3-р³чн³ 
неìорфогенн³ калюси; культуру ³зольова-
них корен³в; регенерант стеблового по-
ходження, отриìаний шляхоì пряìої ре-
генерац³ї (рис. 1, в).

âид³лення äÍê та гель-електрофорез 
продукт³в аìпл³ф³кац³ї проводили за 
п³д³браниìи ран³ше ìетодикаìи [16]. äля 
досл³дження обрали дов³льн³ посл³дов-
ност³ (RAPD-анал³з) та д³лянки геноìу, 
фланкован³ ³нвертованиìи повтораìи 
ì³кросател³тних локус³в (ISSR-анал³з). 17 
³з 27 протестованих RAPD-прайìер³в за-
безпечували синтез ч³тких в³дтворюваних 
аìпл³кон³в ³ були в³д³бран³ для подальших 
досл³джень. óìови проведення пол³ìераз-
ної ланцюгової реакц³ї з прайìераìи дов³ль-
ної посл³довност³ (RAPD-Пëð) та нуклео-
тидн³ посл³довност³ використаних прай-
ìер³в наведено у робот³ [16]. òакож у робот³ 
використано 13 ISSR-прайìер³в (табл.) 
[17], з яких 10 давали ч³тк³ в³дтворюван³ 
спектри Пëð-продукт³в ³ були в³д³бран³ для 
подальших досл³джень. äля аìпл³ф³кац³ї 
фрагìент³в застосовували наступний теì-
пературний режиì: 95 °ñ – 2 хв, 35 × 
(94 °ñ – 30 с, 53 °ñ – 30 с, 72 °ñ – 1 хв 30 с), 
72 °ñ – 5 хв. ñклад реакц³йної суì³ш³ в³д-
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пов³дав такоìу ж, як ³ при проведенн³ 
RAPD-анал³зу [16]. 

âраховували ч³тко розр³знюван³, в³д-
творюван³ аìпл³кони. ðезультати обробки 
електорофореграì RAPD- та ISSR-
продукт³в були представлен³ у вигляд³ б³-

нарної ìатриц³, у як³й наявн³сть чи в³дсут-
н³сть однакових за розì³роì аìппл³кон³в 
позначено в³дпов³дно «1» або «0». Íа ос-
нов³ отриìаної ìатриц³ за допоìогою про-
граìи FAMD 1.21 beta розраховано гене-
тичн³ в³дстан³ Жакарда (DJ) [18] та побудо-
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рèñ. 1. ñхеìа отриìання досл³джених зразк³в культури тканин та орган³в, а також регенерант³в, як³ використовува-
ли у ìолекулярно-генетичноìу анал³з³: а – в³д рослини-донора ê1 (корюк³вська популяц³я); б – в³д рослини-донора 
ê2 (корюк³вська популяц³я); в – в³д рослини-донора â (вигодська популяц³я)

Òàбëèця. Íуклеотидн³ посл³довност³ ISSR-прайìер³в

№ Праймер Нуклеотидна послідовність (5’– 3’) 
1 UBC#807 5’ AGA GAG AGA GAG AGA GT 3’
2 UBC#809 5’ AGA GAG AGA GAG AGA GG 3’
3 UBC#810 5’ GAG AGA GAG AGA GAG AT 3’
4 UBC#811 5’ GAG AGA GAG AGA GAG AC 3’
5 UBC#827 5’ ACA CAC ACA CAC ACA CG 3’
6 UBC#835 5’ AGA GAG AGA GAG AGA GYC 3’
7 UBC#836 5’ AGA GAG AGA GAG AGA GYA 3’
8 UBC#840 5’ GAG AGA GAG AGA GAG AYT 3’
9 UBC#841 5’ GAG AGA GAG AGA GAG AYC 3
10 UBC#842 5’ GAG AGA GAG AGA GAG AYG 3’
11 UBC#857 5’ ACA CAC ACA CAC ACA CYG 3’
12 UBC#880 5’ GGA GAG GAG AGG AGA 3’
13 UBC#889 5’ DBD ACA CAC ACA CAC AC 3’

Приì³тка. âид³лен³ жирниì шрифтоì три ISSR-прайìери не давали ч³тких спектр³в Пëð-продукт³в

Òàбëèця. Íуклеотидн³ посл³довност³ ISSR-прайìер³в

№ Праймер Нуклеотидна послідовність (5’– 3’) 
1 UBC#807 5’ AGA GAG AGA GAG AGA GT 3’
2 UBC#809 5’ AGA GAG AGA GAG AGA GG 3’
3 UBC#810 5’ GAG AGA GAG AGA GAG AT 3’
4 UBC#811 5’ GAG AGA GAG AGA GAG AC 3’
5 UBC#827 5’ ACA CAC ACA CAC ACA CG 3’
6 UBC#835 5’ AGA GAG AGA GAG AGA GYC 3’
7 UBC#836 5’ AGA GAG AGA GAG AGA GYA 3’
8 UBC#840 5’ GAG AGA GAG AGA GAG AYT 3’
9 UBC#841 5’ GAG AGA GAG AGA GAG AYC 3
10 UBC#842 5’ GAG AGA GAG AGA GAG AYG 3’
11 UBC#857 5’ ACA CAC ACA CAC ACA CYG 3’
12 UBC#880 5’ GGA GAG GAG AGG AGA 3’
13 UBC#889 5’ DBD ACA CAC ACA CAC AC 3’

П р и ì ³ т к а. âид³лен³ жирниì шрифтоì три ISSR-прайìери не давали ч³тких спектр³в Пëð-продукт³в
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рèñ. 2. RAPD-спектри (а, б) та ISSR-спектри (в, г) äÍê досл³джених зразк³в G. pneumonanthe: а, в – зразки корю-
к³вської популяц³ї: 1–3–рослини з природної популяц³ї; 4– рослина-донор ê1; 5, 6, 7 – 6-ì³сячний, 3- та 4-р³чн³ не-
ìорфогенн³ калюси в³дпов³дно, отриìан³ в³д ê1; 8 – рослина-донор ê2; 9 – культура ³зольованих корен³в в³д ê2; 10, 
11, 12 – 6-ì³сячний, 1- та 2-р³чн³ неìорфогенн³ калюси в³дпов³дно, одержан³ з ê2; 13 – 1-р³чний ìорфогенний ка-
люс в³д ê2 ; 14 – «непряìий» регенерант в³д генотипу ê2; б, г – зразки вигодської популяц³ї: 15 – рослина-донор â, з 
якої отриìано: 16 – «пряìий регенерант»; 17 – культуру ³зольованих корен³в, 18, 19, 20, 21 – неìорфогенн³ калюси 
3-ì³сячного, 1-, 1,5- та 3-р³чного в³ку в³дпов³дно; 22, 23 – 1- та 1,5-р³чн³ ìорфогенн³ культури. ì – ìаркер ìолеку-
лярних ìас. ñтр³лкаìи позначен³ пол³ìорфн³ аìпл³кони та ун³кальний фрагìент (стр³лки б³лого кольору). Íазви ви-
користаних прайìер³в вказано п³д електрофореграìаìи

вано дендрограìу генетичної под³бност³ 
досл³джених зразк³в G. pneumonanthe.

äля позначення аìпл³кона використо-
вували назву прайìера, за допоìогою 
якого в³н був отриìаний, ³ його розì³р у па-
рах нуклеотид³в (п.н.).

рåзуëüòàòè ³ обãовоðåííя
Загальна к³льк³сть аìпл³кон³в у випадку 

RAPD-анал³зу складала 226 (13,3 на прай-
ìер), з яких 77 (34,1 %) виявилися ìоно-

ìорфниìи для ус³х об’єкт³в; для ISSR-
анал³зу – 136 (13,6 на прайìер), з яких 46 
(33,09 %) – сп³льн³. RAPD-прайìери за-
безпечували аìпл³ф³кац³ю фрагìент³в у 
ìежах 274 – 2612 п.н., ISSR-прайìери – 
в³д 295 до 2768 п.н.

Як видно з наведених на рис. 2 типових 
RAPD- та ISSR-cпектр³в, р³зн³ генотипи 
G. pneumonanthe були под³бниìи ì³ж со-
бою за основниì набороì отриìаних аìп-
л³кон³в. äетальний анал³з отриìаних елек-
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трофореграì дозволив виявити фрагìен-
ти, за якиìи вдалося в³докреìити не лише 
зразки з двох локал³тет³в, але й р³зн³ гено-
типи в ìежах одн³єї популяц³ї. Загалоì, 
проф³л³ регенерант³в ³ культивованих тка-
нин та орган³в були под³бниìи до таких 
рослин-донор³в. Проте, як видно ³з пода-
них спектр³в, у досл³джених зразках наявн³ 
аìпл³кони (позначен³ на рис. стр³лкаìи), 
що за розì³роì в³др³знялися в³д фрагìен-
т³в вих³дної рослини. äеяк³ з цих аìпл³кон³в 
були ун³кальниìи. Íаприклад, у випадку 
культури ³зольованих корен³в, отриìаної 
в³д генотипу ê2, виявлено фрагìенти à18–
1176 та UBC#857–1271, яких неìає н³ у 
рослини-донора, н³ в калюсних культур ³ 
регенерант³в (рис. 2, а, в).

За результатаìи RAPD- та ISSR-
анал³зу на основ³ генетичних в³дстаней ìе-
тодоì UPGMA побудовано дендрограìу 
генетичних под³бностей досл³джених зраз-
к³в G. pneumonanthe (рис. 3). ðозпод³л 

зразк³в на дендрограì³ в³дпов³дав їхн³й по-
пуляц³йн³й та генотипов³й приналежност³. 

Як видно з наведеної дендрограìи 
(рис. 3), об’єкти згрупувалися у 2 кластери 
в³дпов³дно до ì³сць зростання рослин. 
ó ìежах першого кластера, утвореного 
зразкаìи з êорюк³вського л³сництва, ìож-
на вид³лити 2 субкластери. äо першого 
входили дикоросл³ рослини, як³ на дендро-
граìах за двоìа типаìи ìаркер³в 
об’єднувалися в один субкластер. ñеред-
нє значення генетичних в³дстаней ì³ж 
трьо ìа дикорослиìи рослинаìи станови-
ло: за результатаìи RAPD-анал³зу – 0,190, 
ISSR-анал³зу – 0,084. äругий субкластер 
под³лявся на дв³ групи в³дпов³дно до вих³д-
них генотип³в (ê1 ³ ê2 ). ó першу групу 
об’єднувалися рослина-донор (ê1) та от-
риìан³ в³д неї неìорфогенн³ калюси р³зної 
тривалост³ культивування. Íайближчиì до 
вих³дної рослини був 6-ì³сячний калюс. ãе-
нетичн³ в³дстан³ (DJ) ì³ж циìи зразкаìи за 
результатаìи RAPD- та ISSR-анал³зу ста-
новили 0,134 та 0,046 в³дпов³дно. òривало 
культивований калюс (4-р³чний) був гене-
тично в³ддалениì як в³д рослини-донора 
(DJ=0,196 за RAPD- та 0,119 за ISSR-
анал³зоì), так ³ в³д калюс³в ран³ших пасаж³в 
(DJ=0,166 ³ 0,124 за RAPD- та 0,058 ³ 0,093 
за ISSR-Пëð).

ó друг³й груп³ зразк³в до рослини-доно-
ра ê2 генетично найближчиì був регене-
рант, отриìаний шляхоì непряìого орга-
ногенезу ³з 1-р³чної ìорфогенної культури 
тканин (DJ=0,072 ³ 0,050 за RAPD- та ISSR-
анал³зоì в³дпов³дно). Проте значення ге-
нетичних в³дстаней ì³ж ниì ³ 2-р³чниì не-
ìорфогенниì калюсоì, якоìу за в³коì 
в³дпов³дає цей регенерант, пор³вняно ве-
лик³: 0,148 (RAPD-Пëð) та 0,104 (ISSR-
Пëð). ñеред калюсних культур найìенш³ 
генетичн³ в³дстан³ були ì³ж 1-р³чниìи не-
ìорфогенниì ³ ìорфогенниì калюсаìи ³ 
становили за RAPD-анал³зоì – 0,030, за 
ISSR-Пëð – 0,039. Із зростанняì трива-
лост³ вирощування неìорфогенного калю-

рèñ. 3. äендрограìа генетичної под³бност³ зразк³в 
G. pneumonanthe, побудована за в³дстаняìи Жакар-
да на основ³ результат³в RAPD- та ISSR- анал³зу. ðоз-
шифрування ноìер³в зразк³в таке ж, як на рис. 2
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су в³д п³вроку до 2 рок³в генетична в³дстань 
ì³ж ниì ³ рослиною-донороì поступово 
зростала до 0,184 за RAPD- та до 0,123 за 
ISSR-анал³зоì. ãенетично найв³ддален³-
шою в³д ³нших зразк³в була культура ³зольо-
ваних корен³в (DJ=0,142–0,185 за RAPD-
Пëð; 0,089–0,152 за ISSR-Пëð).

äругий кластер сфорìований зразка-
ìи з вигодської популяц³ї: рослиною-до-
нороì, регенерантоì ³ культураìи тканин 
та орган³в (генотип â). äо рослини-донора 
найб³льш генетично под³бниì був регене-
рант, отриìаний з її стеблових експлант³в 
шляхоì пряìого органогенезу (DJ=0,020 
та 0,029 за RAPD- та ISSR-анал³зоì в³д-
пов³дно). ìорфогенн³ та неìорфогенн³ ка-
люси об’єдналися у групи в³дпов³дно до 
тривалост³ культивування. Як ³ в випадку 
генотипу ê2, культура ³зольованих корен³в 
генотипу â є генетично найв³ддален³шою 
як в³д рослини-донора, так ³ в³д культури 
тканин ³ рослини-регенеранта (DJ=0,113–
0,205 за RAPD-Пëð; 0,136–0,212 за 
ISSR-Пëð).

ó загальн³й виб³рц³ зразк³в (генотипи 
ê1, ê2, â) найпод³бн³шиìи були RAPD- та 
ISSR-спектри рослини-донора генотипу â 
та отриìаного в³д неї шляхоì пряìого ор-
ганогенезу регенеранта. êультура ³зольо-
ваних корен³в в обох випадках була гене-
тично найв³ддален³шою як в³д рослини-до-
нора, так ³ в³д ус³х ³нших культур цього ж 
генотипу. 

Íа основ³ анал³зу генетичних дистанц³й 
ì³ж зразкаìи у групах «рослина-донор – 
культури in vitro ³ регенеранти» та їхнього 
розташування на дендрограì³, наìи вста-
новлено певн³ законоì³рност³ геноìної 
ì³нливост³ G. pneumonanthe: 1) залеж-
н³сть в³д тривалост³ культивування; 2) за-
лежн³сть в³д типу росту культури; 3) залеж-
н³сть в³д способу регенерац³ї.

Залежн³сть в³д тривалост³ культивуван-
ня полягала у тоìу, що генетичн³ зì³ни у ка-
люсних тканинах виникали на ранн³х ета-
пах культивування ³ накопичувалися ³з 

зб³льшенняì його тривалост³. Зокреìа, 
при пор³внянн³ рослин-донор³в ê1, ê2 ³ â та 
отриìаних в³д них калюс³в р³зного в³ку ви-
явлено, що вже на ранн³х етапах (до 6 ì³ся-
ц³в) у культурах в³дбуваються пор³вняно 
значн³ зì³ни, про що св³дчать генетичн³ в³д-
стан³ за результатаìи обох анал³з³в. Із 
зб³льшенняì тривалост³ культивування до 
1–1,5 та 2–4 рок³в зì³ни накопичувалися, 
але ìеншиìи теìпаìи. Íа дендрограì³ 
калюси на тривал³ших пасажах форìують у 
ìежах кластер³в окреì³ групи, що св³дчить 
про їхню генетичну спор³днен³сть ì³ж со-
бою та в³ддален³сть в³д ³нших зразк³в 
(рис. 3). ó ц³лоìу, отриìан³ наìи результа-
ти узгоджуються ³з наявниìи л³тературни-
ìи даниìи, за якиìи б³льш³сть перебудов 
геноìу в³дбуваються у процес³ дедифе-
ренц³ац³ї та на ранн³х етапах культивування 
п³д час форìування кл³тинних популяц³й 
[1–3, 19, 20]. Зб³льшення к³лькост³ пасаж³в 
та їхньої тривалост³ п³двищує швидк³сть 
виникнення та р³вень соìаклональних зì³н 
у кл³тинних суспенз³ях та калюсних культу-
рах [5]. За ³ншиìи даниìи, р³вень зì³н у 
культур³ тканин на ранн³х етапах є невисо-
киì ³ зростає ³з зб³льшенняì тривалост³ 
вирощування. Íаприклад, за допоìогою 
RAPD- та ISSR-Пëð показано, що тривале 
культивування in vitro Ungernia victoris 
призводить до зб³льшення генетичних в³д-
станей ì³ж рослиною-донороì та ка-
люсниìи тканинаìи, а також дивергенц³ї 
останн³х ì³ж собою [4, 19].

Залежн³сть в³д типу росту культури – ге-
нетична в³дстань ì³ж ìорфогенниìи ³ не-
ìорфогенниìи калюсаìи одного генотипу 
³ в³ку є невеликою, на дендрограì³ вони 
форìували одну групу зразк³в, тод³ як куль-
тури ³зольованих корен³в є генетично в³д-
далениìи як в³д рослини-донора, так ³ в³д 
культури тканин та рослин-регенерант³в 
цього ж генотипу. Íаìи показано невелик³ 
генетичн³ дистанц³ї ì³ж ìорфогенниìи ³ 
неìорфогенниìи культураìи тканин в³д 
одн³єї рослини-донора (генотип ê2 ³ â) за 
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однакової тривалост³ вирощування, але у 
р³зних уìовах.

ó той же час, зì³ни, що в³дбуваються в 
швидкоростуч³й культур³ ³зольованих ко-
рен³в за 4–6 тижн³в вирощування, за своїì 
розìахоì сп³врозì³рн³ з³ зì³наìи у дво-
три-р³чних неìорфогенних калюсах. â³до-
ìо, що для ефективного культивування 
³зольованих корен³в визначальниì чинни-
коì є наявн³сть у живильноìу середовищ³ 
ауксин³в (зокреìа Íîê), як³ стиìулюють 
швидке наростання б³чних кор³нц³в та 
зб³льшення б³оìаси. Поряд ³з циì, є дан³, 
що швидкий р³ст тканин ìоже впливати на 
генетичну стаб³льн³сть культур ³ призводи-
ти до соìаклональної ì³нливост³ [5]. ìож-
на припустити, що у випадку культури ³зо-
льованих корен³в G. pneumonanthe ³нтен-
сивний теìп под³лу її кл³тин, спричинений 
використанняì як вих³дних експлант³в ап³-
кальних в³др³зк³в корен³в ³ живильного се-
редовища з пор³вняно високиì вì³стоì ф³-
тогорìон³в (у першу чергу ауксину), а та-
кож швидка зì³на уìов вирощування, у 
коìплекс³, ìогли спричинити значн³ вар³а-
ц³ї геноìу.

Залежн³сть в³д способу регенерац³ї. ãе-
нетичн³ зì³ни, виявлен³ у «пряìоìу» ³ «не-
пряìоìу» регенерантах за своїì р³внеì 
були незначниìи. Íезалежно в³д способу 
регенерац³ї рослина-донор та регенерант 
форìували на дендрограì³ одну групу. 
При цьоìу генетична дистанц³я в³д вих³д-
ного генотипу до «пряìого» регенеранта 
була у 3,6 та 1,7 ìеншою (за RAPD- та 
ISSR-анал³зоì в³дпов³дно) пор³вняно з 
«непряìиì» регенерантоì. 

â³доìо, що для рослин-регенерант³в, 
отриìаних шляхоì пряìого органогенезу, 
властива ìенша генетична вар³абельн³сть, 
н³ж для рослин, одержаних через культуру 
тканин [2]. Зокреìа, RAPD- та ISSR-анал³з 
отриìаних in vitro клон³в Gerbera jamesonii 
Bolus [21], Swertia chirayita [8], Allium am-
peloprasum L. [22] показав ³дентичн³сть 
проф³л³в «пряìих» регенерант³в до ìате-

ринської рослини. Інколи у результат³ ìо-
лекулярно-б³олог³чних досл³джень одер-
жаних ì³кроклон³в соìаклональн³ зì³ни 
все ж таки вдається виявити. òак, напри-
клад, генетична спор³днен³сть «пряìих» 
регенерант³в ³з рослинаìи-донораìи 
Lilium tsingtauense становила за результа-
таìи RAPD- та ISSR-Пëð 70,8 % ³ 73,7 % 
в³дпов³дно [23]. За допоìогою RAPD-
анал³зу в³дì³нност³ знайдено у сеìи (32 %) 
³з 22 досл³джених регенерант³в U. victoris 
[24].

Зг³дно б³льшост³ л³тературних даних, 
р³вень геноìної ì³нливост³ регенерант³в, 
отриìаних шляхоì непряìого органоге-
незу, є значно вищиì [3, 11]. îсновною 
причиною зростання р³вня соìаклональної 
ì³нливост³ при непряì³й регенерац³ї вва-
жають п³двищення генетичної гетероген-
ност³ культивованих кл³тин, пов’язане з на-
копиченняì у них геноìних зì³н внасл³док 
тривалого культивування in vitro [2, 24]. 
Поряд ³з циì, ³снує припущення, що зì³ни у 
регенерантах стосуються в основноìу не-
кодуючих посл³довностей äÍê, оск³льки 
кл³тини ³з значниìи генетичниìи порушен-
няìи в кодуюч³й д³лянц³ втрачають здат-
н³сть до регенерац³ї. òипов³ для вих³дного 
генотипу кл³тини ìають перевагу при реге-
нерац³ї, а для б³льшост³ крайн³х вар³ант³в 
цей процес неìожливий. òоìу т³льки час-
тина генетичних зì³н, присутн³х у калюсних 
тканинах, реал³зується у рослинах-регене-
рантах [1–3]. îтриìан³ наìи результати 
п³дтверджують таке припущення – значен-
ня генетичної в³дстан³ в³д «непряìого» ре-
генеранта (генотип ê2) до однор³чної ìор-
фогенної культури, з якої в³н отриìаний, 
було дещо б³льшиì, пор³вняно ³з в³дстанню 
до рослини-донора. 

àнал³з отриìаних результат³в показав, 
що зì³ни у культур³ in vitro не виходили за 
ìеж³ внутр³шньовидового пол³ìорф³зìу, 
визначеного на основ³ пор³вняння шести 
генотип³в рослин G. pneumonanthe з двох 
географ³чно в³ддалених популяц³й. îкр³ì 
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того, соìаклональна ì³нлив³сть культур ге-
нотип³в ê1 ³ ê2 була у 1,5–2 рази ìеншою за 
внутр³шньопопуляц³йну вар³абельн³сть, 
встановлену для зразк³в з êорюк³вського 
л³сництва. Под³бн³ дан³ отриìан³ для Iris 
pseudacorus L. – генетичн³ дистанц³ї ì³ж 
рослиною-донороì та регенерантаìи, от-
риìаниìи шляхоì непряìого органогене-
зу, були в 1,5 раза ìеншиìи за р³вень внут-
р³шньовидових в³дì³нностей [25]. ð³вень 
соìаклональної ì³нливост³ (за результата-
ìи RAPD-анал³зу) в культур³ тканин трьох 
³нших вид³в тирлич³в – G. acaulis, 
G. сruciata ³ G. punctata, був под³бниì до 
генетичних дистанц³й ì³ж рослинаìи цих 
вид³в всередин³ популяц³й [12]. 

Вèñíовкè 
За допоìогою RAPD- та ISSR-анал³зу 

досл³джено геноìну вар³абельн³сть куль-
тури тканин ³ орган³в, а також рослин-реге-
нерант³в G. pneumonanthe. âиявлено за-
лежн³сть соìаклональної ì³нливост³ в³д 
тривалост³ культивування, типу росту куль-
тури, способу регенерац³ї. Показано, що 
р³вень геноìної вар³абельност³ в культур³ 
in vitro не виходив за ìеж³ внутр³шньопопу-
ляц³йного пол³ìорф³зìу. Íайвищий р³вень 
соìаклональної ì³нливост³ встановлено 
для тривало культивованих неìорфоген-
них калюс³в та швидкоростучої культури 
³зольованих корен³в. ñуттєвих зì³н геноìу 
у процес³ як пряìої, так ³ непряìої регене-
рац³ї G. pneumonanthe не виявлено. Íизь-
кий р³вень ì³нливост³ дає п³дстави для ви-
користання отриìаних культур in vitro з ìе-
тою збереження генофонду цього виду. 
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(GENTIANA PNEUMONANTHE L.)
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èсследована соìаклональная изìенчивость в 
культуре тканей и органов G. pneumonanthe с 
использованиеì RAPD- и ISSR-ìаркеров. îб-
наружено влияние продолжительности куль-
тивирования, типа роста и способа регенера-
ции на изìенчивость в культуре in vitro. óста-
новлено, что соìаклональная вариабельность 
была значительно ìеньшей по сравнению с 
внутрипопуляционныì полиìорфизìоì в при-
роде. óровень генетических изìенений был на-
иìеньшиì в регенерантах, и наибольшиì – в 
длительно культивированных каллусных тканях 
и быстрорастущей культуре изолированных 
корней. Полученные результаты свидетель-
ствуют об относительной генетической ста-
бильности геноìа этого вида при выращивании 
in vitro.

Ключевые слова: Gentiana pneumonanthe L., 
культура тканей и органов, растения-
регенеранты, соìаклональная изìенчи-
вость, RAPD- и ISSR-Пöð, генетическое рас-
стояние.



ISSN 1810–7834. Вісн. Óкр. тов-ва генетиків і селекціонерів. 2011, том 9, № 1 31

RAPD- òà ISSR-àíàë³з ãеíеòèчíої м³íëèвоñò³ у куëüòуð³ òкàíèí òà оðãàí³в òèðëèчу ...

RAPD- AND ISSR-ANALYSIS OF GENETIC 
VARIATION IN GENTIANA PNEUMONANTHE L. 
TISSUE AND ORGAN CULTURE

I.I. Konvalyuk1, V.M. Mel’nyk1, N.M. Drobyk2, 
N.B. Kravets2, M.O. Twardovska1, V.A. Kunakh1

1 Institute of Molecular Biology and Genetics NAS 
of Ukraine 
Ukraine, 03680, Kyiv, Acad. Zabolotnyi str., 150 
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2 Ternopil National Volodymyr Hnatiuk Pedagogical 
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Somaclonal variation in G. pneumonanthe 
tissue and organ culture has been studied 
using RAPD- and ISSR-markers. Duration 

of cultivation, growth habit and the way of 
regeneration were found to affect variability in 
culture in vitro. Somaclonal variation appeared 
to be considerably lesser as compared with 
intrapopulation polymorphism in nature. The 
lowest level of genetic changes showed the 
regenerants while long-term cultured calli 
and rapidly growing cultures of isolated roots 
exhibited the highest rate. The results obtained 
suggest the relative genome genetic stability 
of the species involved upon its maintenance 
in vitro.

Key words: Gentiana pneumonanthe L., tissue 
and organ culture, regenerants, somaclonal 
variation, RAPD- and ISSR-PCR, genetic dis-
tances.


