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Arabidopsis thaliana – модельное растение, ши�
роко используемое для проведения генетических
и молекулярно�биологических исследований. Во
многих работах, особенно при получении транс�
генных растений, применяется культура изолиро�
ванных тканей A. thaliana. Известно, что культи�
вирование in vitro индуцирует генетическую из�
менчивость, и растения, регенерированные из
культивируемых клеток, нередко отличаются от
исходных форм. Показано, что среди растений�
регенерантов A. thaliana встречаются формы с из�
менениями морфологических признаков или
сроков цветения (Jiang et al., 2011), летальными и
“хлорофильными” мутациями (Gaj, Maluszynska,
1987). Было показано, что введение в культуру
тканей пыльников сопровождалось появлением
полиплоидных и анеуплоидных каллусных кле�
ток, среди регенерированных растений также
встречались формы с измененным числом хромо�
сом (Keathley, Scholl, 1983). Частота хромосомных
вариаций в разных работах существенно изменя�
ется. Например, в исследовании, проведенном
Сангван с соавт., 95% полученных регенерантов
A. thaliana были диплоидными и не имели морфо�
логических аномалий (Sangwan et al., 1992). В то
же время Фрас и Малусзинска (Fras, Maluszynska,
2003) обнаружили высокую скорость полиплои�
дизации клеток после введения в культуру. Изме�
нение числа хромосом проявилось и у части полу�
ченных из каллуса растений: ~25% регенерантов
были три� и тетраплоидными, хотя исходные рас�
тения были диплоидными.

Определение уровня генетической изменчиво�
сти растений с помощью молекулярных методов
дает возможность выявить изменения последова�
тельности ДНК независимо от их фенотипиче�
ского проявления. В ряде случаев такая оценка
более информативна, чем результаты кариологи�
ческих или фенотипических анализов. С помо�
щью метода полимеразной цепной реакции
(ПЦР) с разными видами праймеров проанализи�
рована изменчивость культивируемых тканей
многих видов растений (Гостимский и др., 2005).
Простой и информативный метод – анализ с по�
мощью ПЦР с использованием RAPD�прайме�
ров. К его достоинствам можно отнести неболь�
шое количество ДНК для анализа, а также отсут�
ствие необходимости сбора сведений о
последовательности генома изучаемых клеток
для создания праймеров. Не менее информативен
ISSR�метод, основанный на амплификации
участков ДНК, примыкающих к микросателлит�
ным последовательностям, благодаря тому что
микросателлиты широко распространены по все�
му геному. RAPD� и ISSR�маркеры были с успе�
хом использованы для оценки генетического по�
лиморфизма у многих видов растений (Soneli et
al., 2002; Bairu et al., 2011). 

Данные об изменчивости ДНК�маркеров в
культурах клеток A. thaliana практически отсут�
ствуют. Результаты анализа растений, регенери�
рованных из культивируемых тканей, немного�
численны и довольно противоречивы (Polanco,
Ruiz, 2002; Labra et al., 2004; Jiang et al., 2011). Во
всех случаях анализировали растения, получен�
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ные из каллуса после кратковременного культи�
вирования. Влияние на геном A. thaliana длитель�
ного пребывания в условиях in vitro до сих пор не
исследовано.

Цель работы – определение уровня генетиче�
ской изменчивости в культуре изолированных
клеток A. thaliana, длительно поддерживаемых в
условиях in vitro.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Объектом исследования была суспензионная
культура A. thaliana (L.) Heynh. (экотип Columbia,
инбредная линия Col�0), полученная из каллу�
сной ткани, сформированной на эксплантах пол�
ностью развернувшихся розеточных листьев.
Суспензионная культура клеток поддерживается
in vitro более 7 лет на среде Шенка–Хильдебранд�
та (Shenk, Hildebrandt, 1972) с 1 мг/л 2,4�Д и
0.1 мг/л кинетина при 26°С в темноте на горизон�
тальном шейкере (110 об./мин). Суспензию суб�
культивировали каждые 10 сут, перенося 4�милли�
литровый инокулят клеток в 50 мл свежей среды.
Индекс роста по числу клеток составлял 15–18.

Размеры клеток суспензионной культуры
определяли по диаметру протопластов, которые
выделяли методом, описанным ранее (Носов
и др., 2012). Анализировали 3000 протопластов.

Цитофотометрический анализ количества
ядерной ДНК проводили на давленных постоян�
ных препаратах, после окрашивания их методом
Фельгена, с некоторыми изменениями классиче�
ской методики. Препараты анализировали на
микроскопе с цитофотометром Univar (Reichert�

Jung, Австрия) двухволновым методом (Zoriniants
et al., 2003). Было проанализировано >3000 прото�
пластов и >300 ядер. 

Для расчета плоидности ядер клеток суспензи�
онной культуры по количеству ДНК использова�
ли стандарт – профазные (4C) ядра клеток апи�
кальной меристемы корня Vigna radiata cv. Berkin,
содержащие ~2.1 пг ДНК, а также данные о коли�
честве ДНК в диплоидных ядрах клеток A. thaliana
(2С = 0.32–0.4 пг), представленные в базе данных
Kew Botanical garden (www.kew.org.uk/cvalues). За
1С принимали количество ДНК в нереплициро�
ванном гаплоидном наборе хромосом.

Для анализа генетической гетерогенности кле�
ток из суспензии были выделены отдельные кло�
ны. Для их получения использовали метод высева
клеток на агаризованную питательную среду.
Клетки распределяли по поверхности среды тон�
ким слоем с помощью шпателя. Чашки Петри ин�
кубировали при 26°C. Через 4 нед пересаживали
на свежую питательную среду колонии диамет�
ром >3 мм. Дальнейший учет и пересадку каждой
колонии проводили отдельно.

ДНК выделяли по методике CTAB, описанной
ранее (Moller et al., 1992), из 100 мг каллусной тка�
ни и листьев. Концентрацию ДНК оценивали с
помощью спектрофотометра NanoDrop 1000
(Thermo Scientific, США). Целостность ДНК оце�
нивали с помощью электрофореза в 1%�ном ага�
розном геле.

Синтез олигонуклеотидных RAPD� и ISSR�прай�
меров осуществляли в НПФ “Литех” (Россия). Были
использованы шесть RAPD� и четыре ISSR�прайме�
ров, а также их внутригрупповые комбинации. Ори�
ентировочную температуру отжига для каждого
праймера определяли по формуле

t = 4(G + C) + 2(A + T),

где t,°C – температура отжига; G, С, A, T – соот�
ветственно числа оснований гуанина, цитозина,
аденина и тимина в последовательности прайме�
ра. Для комбинации праймеров рассчитывали
среднее значение температуры.

Сочетание RAPD� и ISSR�праймеров в одной
реакции не применяли, так как данные виды
праймеров сильно отличаются по температуре от�
жига. Праймеры, с помощью которых проводили
анализ генетической изменчивости, представле�
ны в таблице.

Реакционная смесь для амплификации ДНК
объемом 25 мкл содержала 70 мМ Tris�HCl (pH 8.6),
16.6 мМ (NH4)2SO4, 2.5 мМ MgCl2, 0.0125% Cresol
Red, 6.25% глицерина, 0.2 мМ каждого dNTP
(dATP, dCTP, dTTP, dGTP), 0.25 мМ праймера,
2 ед. Taq�полимеразы (НПАО “Силекс М”, Рос�
сия), 40 нг ДНК. Для предотвращения изменения
концентрации компонентов из�за образования

Праймеры, использованные для RAPD� и ISSR�ана�
лиза

Праймер Последовательность 
нуклеотидов (5'�3')

Температура 
отжига, °C

RAPD�праймеры

474 AGG�CGG�GAA�C 36

481 ACA�GGT�GCG�T 36

S97 ACG�ACC�GAC�A 34

S2055 CCA�GAC�TCC�A 32

S2056 CTG�GTG�CTC�A 32

QR�2 CGG�CCA�CTG�T 36

ISSR�праймеры

M3 (AG)8TA 52

M4 (AC)9T 56

M7 (GA)8CAG 56

A4 (ATG)5 56
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конденсата на реакционную смесь наслаивали
20 мкл минерального масла.

Амплификацию проводили в программируе�
мом термоциклере MC2 (ЗАО “ДНК�техноло�
гия”, Россия) по следующей программе: денату�
рация 94°C/2 мин; 5 циклов: денатурация
94°C/20 с, отжиг t/10 с, элонгация 72°C/10 с;
35 циклов: денатурация 94°C/5 с, отжиг t/5 с,
элонгация 72°C/5 сек; 1 цикл: элонгация 2 мин
(t – температура отжига для RAPD� (32–36°C) и
ISSR�праймеров (52–56°C)). Для уменьшения
образования неспецифических продуктов ампли�
фикации применяли технологию “горячего стар�
та” (Bassam, Caetano�Anolles, 1993).

Продукты реакции (15 мкл из реакционной
смеси) разделяли электрофорезом в 2%�ном ага�
розном геле в трис�боратном буфере с последую�
щим окрашиванием бромистым этидием. Для
определения длины фрагментов использовали
маркер M26 (100 bp DNA Ladder, НПО СибЭн�
зим, Россия). Анализ повторяли дважды, а с
праймерами, показавшими полиморфизм ампли�
фицированных фрагментов ДНК, – 5 раз.

Для определения уровня генетической измен�
чивости сравнивали спектры ампликонов исход�
ных растений и полученных из суспензии клонов.
Генетическое расстояние (Gd) рассчитывали по
формуле (Nei, Li, 1979)

Gd = 1 – 2Nxy/(Nx + Ny),

где Nx – число зон, имеющихся в спектре исход�
ных растений, но отсутствующих в спектре кле�
ток суспензии; Ny – число зон в спектре клеток
суспензии, но не в спектре исходных растений;
Nxy – число зон, общих для обоих спектров.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Измерение диаметров протопластов, выделен�
ных из суспензионной культуры клеток в лога�
рифмической фазе субкультивирования, позво�
лило оценить неоднородность популяции клеток
по размерам. Как видно на рис. 1а, диаметры про�
топластов варьируют более чем в 3 раза, при этом
>80% из них составляют от 17 до 29 мкм.

Распределение клеток суспензии по количе�
ству ядерной ДНК, представленное на рис. 1б, де�
монстрирует, что культура Col�0 миксоплоидна.
Количество ДНК в ядрах более чем 80% клеток
варьировало от 4С до 16С, с небольшой долей про�
межуточных значений, относящихся к клеткам,
находящимся в S�фазе клеточного цикла.

RAPD� и ISSR�анализ проводили с использо�
ванием праймеров, для которых согласно литера�
турным данным показана высокая информатив�
ность при анализе генома A. thaliana (He et al.,
2007). Согласно результатам исследования все ис�
пользованные праймеры и их комбинации обес�

печивали синтез фрагментов ДНК. В зависимо�
сти от праймера(ов) число амплифицируемых
фрагментов колебалось от 2 до 11, а их размеры
варьировали от 200 до 2000 п. н.

Для изучения влияния длительного культиви�
рования клеток A. thaliana на стабильность генома
было проанализировано 10 клонов, полученных
из суспензии клеток. При проведении ПЦР�ана�
лиза с одиночными RAPD� и ISSR�праймерами
не было обнаружено различий между геномами
анализирумых клонов и геномом растений Col�0.
Использование попарных комбинаций прайме�
ров, обеспечившее увеличение численности ам�
пликонов до 195, позволило найти изменения в
спектрах фрагментов, полученных с четырьмя па�
рами праймеров. С парами праймеров 481 + QR�2,
S2055 + S2056 и QR�2 + S97 в ДНК всех клонов
было зарегистрировано появление по одному но�
вому фрагменту, отсутствующему в пробах расти�
тельной ДНК (рис. 2). Полиморфные фрагменты
относились к диапазону 400–700 п. н. С комбина�
цией праймеров M3 + M7 в ДНК клонов было об�
наружено появление трех новых фрагментов, при
этом два из них размерами ~500 и 1000 п. н. при�
сутствовали во всех пробах, а третий ампликон
размером <300 п. н. появился только у семи кло�
нов. В ДНК трех клонов, как и в ДНК растений,
данный фрагмент отсутствовал (рис. 3). В целом
степень различия между суспензионными клона�
ми и растениями A. thaliana оказалась очень низ�
кой (1.5%). По�видимому, длительное культиви�
рование клеток in vitro не вызвало больших изме�
нений в геноме. 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Известно, что культивирование тканей расте�
ний in vitro вызывает повышение уровня генети�
ческой изменчивости. Однако количественные
данные существенно различаются у разных авто�
ров, что может быть связано как с условиями по�
становки экспериментов, так и с видовыми осо�
бенностями использованных в работах растений.
Например, среди сомаклонов сахарного тростни�
ка, отобранных по признаку устойчивости к насе�
комым�вредителям, ~4% линий имели отличия от
контрольных растений (Arencibia et al., 1999). Гу�
двин с соавт. (Godwin et al., 1997) с помощью
RAPD�анализа сомаклонов риса показали, что
все регенеранты, как обладающие, так и не обла�
дающие фенотипическими отличиями от исход�
ных растений, имели полиморфные фрагменты в
спектрах продуктов амплификации. Очень высо�
кая степень полиморфизма (55–99%) была опи�
сана ранее для каллусных клонов томата (Bogani
et al., 1996). У сомаклонов гороха уровень поли�
морфизма ДНК�маркеров составлял от 23 до 38%
(Кокаева и др., 1997). Менее значительная сте�
пень различия была выявлена между клеточными
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линиями женьшеня (10.2%) (Козыренко и др.,
2001) и между растениями сахарного тростника,
регенерированными из эмбриогенного каллуса
(Taylor et al., 1995). Доля полиморфных фрагмен�
тов у сомаклонов кукурузы варьировала от 6.5 до
23% (Осипова и др., 2003). 

Исследуемая нами суспензионная культура
клеток A. thaliana уже достаточно длительное вре�
мя культивируется in vitro. За это время, возмож�
но, было экспоненциальное распространение то�
го или иного изменения в геноме. Клетки суспен�
зионной культуры A. thaliana характеризуются

гетерогенностью размеров. Следует отметить, что
анализировались клетки на разных стадиях кле�
точного цикла – клетки, закончившие постмито�
тический рост и, например, только что образовав�
шиеся в результате цитокинеза. Вполне обосно�
ванно и предположение о том, что размер клеток
A. thaliana in vitro частично определяется и коли�
чеством ДНК в ядре, поскольку существует зави�
симость между количеством ядерной ДНК и раз�
мером клеток (Kondorosi et al., 2000; Sugimoto�
Shirasu, Roberts, 2003). 
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Рис. 1. Диаметры протопластов культивируемых клеток A. thaliana (а) и распределение ядер по количеству ДНК (б).
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Рис. 2. RAPD�профили ДНК растения линии Col�0 (P) и суспензионных клонов (C1–C10) A. thaliana, полученные с
комбинацией праймеров 481 + QR�2 (а), S2055 + S2056 (б) и QR�2 + S97 (в). K– – отрицательный контроль, M – мар�
кер молекулярной массы. Стрелки – полиморфные фрагменты, для рис. 2–3.
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Миксоплоидия (эндополиплоидия), т.е. при�
сутствие в одной ткани клеток с разным содержа�
нием ДНК, – широко распространенное явление
(Barow, Meister, 2003). Так, например, популяция
клеток эпидермы листа растений A. thaliana мик�
соплоидна (Melaragno et al., 1993) и содержит ядра
с количеством ДНК от 2С до 16С. Для культивиру�
емых in vitro клеток миксоплоидия также широко
распространенное явление, которое может опре�
деляться как специфическими условиями культи�
вирования (компоненты питательной среды, тем�
пература и др.), так и плоидностью исходного
экспланта. Вклад того или иного фактора трудно
прогнозировать. В полученной нами культуре
Col�0 наблюдали в значительном количестве
клетки с 4С, 8С и 16С. Сказывается ли такое дуб�
лирование генома на его генетической изменчи�
вости? 

Уровень генетической изменчивости, обнару�
женный нами в суспензионной культуре A. thaliana,
был существенно ниже, чем в приведенных выше
примерах для культивируемых клеток других ви�
дов растений. Вероятно, генетическая стабиль�
ность in vitro характерна для клеток Arabidopsis,
имеющих маленький геном с небольшой долей
повторяющихся участков. В пользу этого предпо�
ложения свидетельствует низкая частота измен�
чивости, показанная для регенерантов Arabidopsis
в работе Джян с соавт.: частота мутаций на локус
варьировала у разных регенерантов от 4.2 × 10–7 до
24.2 × 10–7 (Jiang et al., 2011). В другой работе ча�
стота полиморфных ампликонов при использова�
нии AFLP� и RАMP�анализов ДНК�регенерантов
A. thaliana составила 6% (Labra et al., 2004). Боль�
шая разница была показана между уровнем из�
менчивости ДНК�маркеров у растений, регенери�
рованных из независимо полученных каллусных
линий Arabidopsis. Доля полиморфных фрагментов
изменялась от 0.15 до 5.2% (Polanco, Ruiz, 2002). 

Степень генетической изменчивости культи�
вируемых клеток растений зависит от продолжи�
тельности культивирования in vitro. Молодым
культурам в первые месяцы культивирования
свойственно возрастание гетерогенности (Arm�
strong, Phillips, 1988; Fras, Maluszynska, 2003). Для
длительно культивируемых клеток, как правило,
характерна стабилизация генома с поддержанием
определенного уровня плоидности и замедлени�
ем темпа мутирования (Cote et al., 2001; Кузнецо�
ва и др., 2006). У A. thaliana влияние длительного
культивирования в условиях in vitro на стабиль�
ность генома ранее практически не было изучено.

Наше исследование показало, что большин�
ство различий между спектрами ампликонов
ДНК, выделенной из клеток суспензионной
культуры и из растения линии Col�0, проявилось
у всех десяти проверенных клонов. Можно пред�
положить, что данные изменения возникли в на�
чале культивирования, затем клетки, несущие эти
мутации, размножились и стали доминирующи�
ми в популяции. На генетическую изменчивость,
возникающую на более поздних этапах культиви�
рования суспензии, могли бы указывать различия
между клонами. Однако из 31 проверенной комби�
нации праймеров только одна (М3 + М7) позволила
обнаружить фрагмент ДНК, присутствующий в
спектре ампликонов одних клонов и не выявлен�
ный у других. Низкая степень гетерогенности сус�
пензии по маркерам ДНК косвенно свидетельству�
ет о замедлении мутационного процесса на более
поздних этапах культивирования.

Таким образом, для клеток длительно культи�
вируемой суспензии A. thaliana характерны зна�
чительные вариации по количеству ядерной ДНК
и относительно низкий уровень изменчивости
последовательности ДНК генома.
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Рис. 3. ISSR�профили ДНК растения линии Col�0 и суспензионных клонов A. thaliana, полученные с комбинацией
праймеров M3 + M7.
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The Level of Genetic Variability of Cells in Prolonged Suspension Culture
of Arabidopsis thaliana

K. A. Sedov, A. A. Fomenkov, A. I. Solov’yova, A. V. Nosov, and Yu. I. Dolgikh
K.A. Timiryazev Institute of Plant Physiology, Russian Academy of Sciences, Moscow, 127276 Russia

e(mail: sedov_konstantin@bk.ru

The level of heterogeneity and genetic variability of cells in a suspension of Arabidopsis thaliana cultured in
vitro for more than seven years was studied. The considerable heterogeneity of the suspension in cell size was
shown. As revealed by nuclear DNA cytophotometry, the suspension culture was mixoploid and the amount
of DNA in the cells varied from 4 to 16 C. However, PCR with 6 RAPD� and 4 ISSR�primers and their intra�
group combinations showed the lowest degree of variability of DNA markers. The genetic distances of clones
obtained from a suspension culture of the parent plant were only 1.5%. Differences between the clones were
identified with only one pair of 31 primer combinations tested, indicating low level of genetic heterogeneity
of the suspension. The results showed that variations in the amount of DNA in the suspension culture cells
are not accompanied by significant changes in the DNA sequence.
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