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Род Lavandula включает 39 полиморфных видов, 
среди которых для эфиромасличного производства 
наиболее интересна лаванда узколистная (Lavandula 
angustifolia Mill.). Основные компоненты эфирного 
масла этого растения – линалилацетат (30…50 %)  и 
линалоол (10…20 %), минорные – гераниол, нерол, 
лимонен и др. Соцветия лаванды содержат кумарины, 
дубильные вещества, смолы, флавоноиды, фитосте-
рины, антоцианы и органические кислоты [1]. Такой 
химический состав дает возможность использовать 
продукты переработки лаванды в медицине как успока-

ивающее и спазмолитическое средство, в парфюмерно-
косметической, пищевой промышленностях и др. [2].

Повышение эффективности селекции и семено-
водства лаванды в ряде случаев связано с исполь-
зованием клонального микроразмножения, которое 
позволяет быстро тиражировать ценные генотипы 
(селекционные и коллекционные образцы, гибриды, 
растения-регенеранты и др.), получать качественный 
оздоровленный посадочный материал перспективных 
сортов, а также выступает основой создания генети-
ческих коллекций in vitro. В литературе достаточно 
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Цель исследования – оценить генетическую стабильность сортов лаванды при длительном клональном микроразмноже-
нии с использованием RAPD и ISSR маркеров. Материалом для исследования служили три сорта лаванды узколистной 
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выращенные в фитоблоке донорные растения, а также микропобеги после 6 и 16 субкультивирований при размножении 
in vitro. В работе использовали 2 RAPD (OPA 10, OPO 13) и 4 ISSR праймера (HB 13, HB 15, ISSR 1, ISSR 2, ISSR 3). У 
изученных сортов по основным морфометрическим параметрам развития эксплантов (количество и длина побегов, число 
узлов на побеге и коэффициент размножения) достоверных различий после 6 и 16 субкультивирований не выявлено. По 
морфологии микропобеги всех изученных сортов после разных сроков культивирования между собой так же не отлича-
лись. С использованием 7 маркеров идентифицировано наличие 62 локусов. Все праймеры, используемые в работе, были 
полиморфны (41,7…88,9 %), а продукты амплификации надежно идентифицировали выбранные для исследования сорта 
лаванды. Длина амплифицированных фрагментов варьировала от 378 до 2177 пар нуклеотидов. Микропобеги, полученные 
при использовании клонального микроразмножения после 6 и 16 субкультивирований, по генетическому профилю оказались 
идентичными исходным сортам лаванды. В результате показана возможность длительного (как минимум, в течение 
16 субкультивирований) клонального микроразмножения сортов лаванды узколистной при сохранении их генетической 
стабильности. 
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широко представлены сведения о различных аспек-
тах микроразмножения L. angustifolia или других 
видов этого рода [3, 4, 5]. Большинство публикаций 
касается оптимизации питательных сред и условий 
культивирования для основных этапов размножения 
in vitro [6, 7, 8]. При этом авторы обращают внимание 
на эффективность клонального микроразмножения в 
зависимости от генотипа, типа и происхождения экс-
планта, длительности культивирования и ряда других 
факторов [9, 10, 11].

Одной из важнейших проблем при разработке и 
использовании различных клеточных технологий, в 
частности микроразмножения [12, 13], считают анализ 
генетической стабильности полученных в культуре in 
vitro растений [14, 15]. Культивирование раститель-
ных клеток, тканей и органов in vitro связано с рядом 
физиологических, эпигенетических и генетических 
изменений [16], приводящих к снижению регенераци-
онного потенциала, появлению оводненных побегов, 
индукции сомаклональной изменчивости и другим 
нежелательным при микроразмножении процессам 
[17, 18, 19]. 

Разные виды растений подвержены подобным из-
менениям в различной степени. Так, в исследованиях 
A.R. Parab с соавторами с использованием ISSR марке-
ров показано, что при микроразмножении Ficus carica 
полиморфизм находится на уровне 2,13 % [20]. При 
получении меристемных растений сахарного тростника 
частота полиморфизма для 98 локусов RAPD составила 
6,93 % [21], при микроразмножении in vitro 14 образцов 
Dictyospermum ovalifolium – 3,92 %, что указывает на 
наличие геномной изменчивости, хотя и низкого уровня 
[18]. В нескольких работах с клубникой показано, что 
микрорастения, полученные с использованием куль-
туры ткани in vitro, более подвержены генетическим 
вариациям в полевых условиях, по сравнению с раз-
множаемыми обычным способом [22, 23].

Вариации, индуцированные в процессе культиви-
рования in vitro, можно определить на морфологи-
ческом, цитологическом, биохимическом и молеку-
лярном уровнях с использованием разных методов, 
например, изоферментого анализа. Однако при его 
использовании существует ряд ограничений, в част-
ности, этот метод позволяет определять изменения 
только в белок кодирующих последовательностях, су-
ществует зависимость от модифицирующих условий 
среды и онтогенетических изменений [24].

Поэтому наиболее стабильные характеристики рас-
тительного материала, пригодные для идентификации 
генотипов, в том числе их вероятного отклонения при 
субкультивировании, обеспечивает только анализ 
ДНК. В связи с этим в ходе микроразмножения in vitro 
целесообразно осуществлять скрининг генетической 
однородности с использованием современных моле-
кулярных методов [16]. Для решения этой задачи ин-
тересны и, по мнению ряда ученых, наиболее инфор-
мативны многокомпонентные маркерные системы, к 
числу которых относят Random Amplified Polymorphic 
DNA (RAPD) и Inter Simple Sequence Repeats (ISSR) 
маркеры [25]. Изменения в RAPD/ISSR-профиле 
могут быть вызваны  потерей/приобретением бэнда 
при отжиге из-за точечных мутаций, вставкой или 
удалением последовательностей или транспозицией 
элементов [21, 26].

Цель исследования – оценить генетическую ста-
бильность сортов лаванды узколистной при длитель-
ном клональном микроразмножении с использованием 
RAPD и ISSR маркеров.

Методика. Работу проводили в Научно-исследова-
тельском институте сельского хозяйства Крыма. В 
качестве материала для исследования выбраны три 
сорта лаванды узколистой (Lavandula angustifolia 
Mill.) селекции института – Вдала, Синева, Степная. 
Биологическими объектами служили исходные рас-
тения, выращенные в условиях зарытого грунта, а 
также микрорастения, размноженные in vitro после 6 
и 16 субкультивирований. 

При клональном размножении in vitro лаванды 
использовали ранее разработанную методику [8, 9]. 
Эксплантами служили меристемы с 2-мя листовыми 
примордиями (0,3…0,4 мм), которые культивирова-
ли на модифицированной среде Мурасиге и Скуга 
(МС) с добавлением 1,0 мг/л кинетина и 0,5 мг/л 
гибберелловой кислоты (ГК3) (Sigma, США). При 
дальнейшем размножении использовали сегменты 
стебля с узлом (5…7 мм), полученные при микро-
черенковании микропобегов, которые культивиро-
вали на среде МС с 0,5 мг/л кинетина и 0,1 мг/л ГК3. 
Микрочеренкование проводили каждые 30…35 сут. 
Экспланты культивировали при 24…26 оС, отно-
сительной влажности воздуха 70 %, освещенности 
2…3 клк с 16-часовом фотопериодом. В конце цикла 
выращивания определяли длину и число побегов, 
количество узлов на побеге и другие параметры. При 
определении коэффициента размножения количество 
образующихся на экспланте побегов умножали на 

Табл. 1. Характеристика используемых в работе праймеров 
(последовательность, температура отжига)

Праймер
Нуклеотидная последо-
вательность праймера 

(5’→3’)

Температура от-
жига, °C

RAPD

OPA 10 GTGATCGCAG 32,0

OPO 13 GTCAGAGTCC 32,0

ISSR

HB 13 (GAG)3GC 38,0

HB 15 (GTG)3GC 38,0

ISSR 1 (GAC)6 52,8

ISSR 2 (GTG)6A 57,0

ISSR 3 (GTG)6T 57,0

Рис. 1. Микропобеги лаванды сорта Степная, 
полученные после 6 (а) и 16 (б) субкультивирований  

при микроразмножении in vitro.



15

Российская сельскохозяйственная наука, 2023, № 1

число узлов на побеге. Опыты проведены в 3-х крат-
ной повторности, в каждом варианте анализировали 
не менее 20 эксплантов. 

Геномную ДНК экстрагировали из листьев рас-
тений лаванды адаптированным СТАВ методом [27, 
28, 29]. В работе использовали 2 RAPD и 4 ISSR 
праймера (Евроген, Россия) (табл. 1), отобранных 
по литературным данным [25, 30]. При постановке 
ПЦР использовали TaqDNA Polymerase (QiaGen, 
Германия).

Амплификацию проводили на амплификаторе 
C1000 (Bio-Rad, США) при следующих условиях:  
1 цикл – денатурация при 94 °С – 3 мин.; 35 циклов –  
94 °С – 30 с, отжиг – 32…60 °С – 30 с, элонгация – 72 °С – 
1 мин; 1 цикл – дорепликация, 72 °С – 10 мин.

Разделение продуктов амплификации проводили 
методом горизонтального электрофореза в 2,0 %-ном 
агарозном геле в присутствии бромистого этидия. В 
качестве буферной среды геля использовали трис-
ЭДТА – боратно-буферную систему – 0,09 М Трис, 
0,09 М Н3ВО3, 0,003 М ЭДТА (рН 8,3) [31].

Визуализацию продуктов ПЦР осуществляли на 
трансиллюминаторе ТСР-20 МС с последующим 
фотографированием гелей. В качестве маркера для 
определения размеров амплифицированных фрагмен-
тов использовали ДНК маркер Step 100 Long. Все ПЦР 
реакции осуществляли 2 раза в независимых экспери-
ментах.

Табл. 2. Влияние количества субкультивирований и сорта 
на развитие эксплантов на 2-м этапе  

клонального микроразмножения лаванды узколистной

Сорт
Число 

субкульти-
вирований

Число 
побегов, 
шт./экс-
плант

Длина 
побега, 

мм

Коли-
чество 
узлов, 
шт./по-

бег

Коэф-
фици-

ент  
размно-
жения

Вдала 6 2,2±0,2 13,2±0,9 2,4±0,2 5,3±0,5
16 2,0±0,2 22,4±2,0 3,1±0,3 6,3±0,6

Синева 6 2,9±0,4 13,9±1,4 2,6±0,2 7,8±0,7
16 2,3±0,3 19,7±1,7 3,2±0,3 7,4±0,8

Степная 6 1,7±0,2 18,5±1,5 3,0±0,3 5,1±0,5
16 1,3±0,2 26,7±2,2 3,9±0,3 5,0±0,6

Табл. 3. Характеристики RAPD- и ISSR-полиморфизма  
в исследованной выборке сортов лаванды и их потомства 

при микроразмножении (количество образцов n = 9)

Молеку-
лярный 
маркер

Число ампликонов, шт. По-
лимор-
физм, 

%

Длина ампли-
фицированных 

фрагментов, п.н.
все-
го

моно-
морфных

поли-
морфных min max

ОPO 10 6 1 5 83,3 728 1846
ОPO 13 8 1 7 87,5 463 1514
HB 13 10 2 8 88,9 430 2177
HB 15 7 2 5 71,4 422 1069
ISSR 1 12 7 5 41,7 407 1588
ISSR 2 7 2 5 71,4 564 1192
ISSR 3 12 7 5 41,7 378 2008

Рис. 2. Электрофореграммы генетических профилей сортов лаванды Вдала (а, б), Синева (в, г) и Степная (д, е) 
с использованием RAPD и ISSR маркеров: М – маркер молекулярной массы, 1 – растение исходного сорта, 2 – 

микропобеги после 6 субкультивирований, 3 – микропобеги после 16 субкультивирований.
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Расчет молекулярной массы продуктов амплифика-
ции проводили с помощью программы GelAnalyzer.

Регистрацию результатов ПЦР-анализов осу-
ществляли путем построения бинарных матриц по 
каждому локусу, в которых указывали «присутствие» 
(1) или «отсутствие» (0) фрагментов с одинаковой 
молекулярной массой на электрофореграмме. По-
строение дендрограммы осуществляли в программе 
STATISTICA 10 на основании бинарной матрицы: 
метод объединения – UPGMA, мера близости – эв-
клидово расстояние.

Результаты и обсуждение. При введении мери-
стем лаванды в асептическую культуру наблюдали 
формирование основного побега и дополнительных 
почек и побегов. Для дальнейшего размножения 
проводили микрочеренкование полученных побегов 
и переносили их на свежую питательную среду. При 
микроразмножении лаванды можно использовать 
как микрочеренкование побегов, так и индукцию 
множественного побегообразования, что позво-
ляет повысить коэффициент размножения [9]. На 
втором этапе клонального микроразмножения при 
культивировании микрочеренков из них развива-
лись 1…2 пазушных и адвентивных микропобега 
длиной 13,2…26,7 мм. Ранее было показано, что 
у сортов L. angustifolia при микроразмножении в 

течение 9-и субкультивирований количество по-
бегов и коэффициент размножения увеличивались 
к 3…4-му субкультивированию, а затем наблюда-
лась некоторая стабилизация этих параметров [4]. 
В рассматриваемом эксперименте использовали 
более длительное микроразмножение, вплоть до 
16-и субкультивирований. Результаты исследова-
ний свидетельствуют, что в пределах одного сорта 
достоверные различия между микропобегами после 
6 и 16 субкультивирований по основным параме-
трам (количество и длина побегов, число узлов на 
побеге и коэффициент размножения) отсуствуют 
(табл. 2). При визуальном анализе по морфологии 
микропобеги одного сорта разных сроков культи-
вирования также между собой не отличались (рис. 
1). Это свидетельствует о возможности достаточно 
длительного (почти 2 года) микроразмножения ла-
ванды без снижения основных параметров развития 
меристемных культур. 

Важнейшая задача при микроразмножении in vitro 
– сохранение генотипа исходных сортов, которое 
можно подтвердить методом анализа ДНК. С исполь-
зованием многокомпонентных маркерных систем на 
изученной выборке генотипов амплифицировалось 
от 6 (OPO 10) до 12 (ISSR 1 и 3) фрагментов. С ис-
пользованием 7 маркеров идентифицировано наличие  

Табл. 4. Генотипирование сортов лаванды и растений, полученных при микроразмножении in vitro

Вдала Синева Степная

исходный 6 субкуль-
тивирований

16 субкуль-
тивирований исходный 6 субкуль-

тивирований
16 субкуль-

тивирований исходный 6 субкуль-
тивирований

16 субкуль-
тивирований

ОPO 10

1846, 1576, 
1065, 880, 728

1846, 1576, 
1065, 880, 728

1846, 1576, 
1065, 880, 728

1576, 1207,
1065,

879, 728 

1576, 1207,
1065,

879, 728 

1576, 1207,
1065,

879, 728 

1576,
1065

 1576,
1065

1576,
1065 

OPO 13

1220,
1090, 730, 

590,
463 

1220,
1090, 730, 

590,
463 

1220,
1090, 730, 590,

463 

1373,
1220,
1090,

999, 730,
463 

1373,
1220,
1090,

999, 730,
463 

1373,
1220,
1090,

999, 730,
463 

1514, 1373,
1090, 590

1514, 1373,
1090, 590

1514, 1373,
1090, 590

HB 13

1843, 1001, 
750, 662, 590, 

515, 430 

1843, 1001, 
750, 662, 590, 

515, 430 

1843, 1001, 
750, 662, 590, 

515, 430 

1843, 
1001, 814, 
750, 662, 
590, 515 

1843, 
1001, 814, 

750, 662, 590, 
515 

1843, 
1001, 814, 

750, 662, 590, 
515 

2177, 1001, 
879, 814, 750

2177, 1001, 
879, 814, 750

2177, 1001, 
879, 814, 750

HB 15

788, 654, 479, 
422 

788, 654, 479, 
422 

788, 654, 479, 
422 

1069, 937, 
788, 654, 

560

1069, 937, 
788, 654, 560

1069, 937, 
788, 654, 560

937, 788, 
654 

937, 788, 
654 

937, 788, 
654 

ISSR 1
1588, 1401, 
1148, 1001, 

836, 735, 591, 
539, 498, 445, 

407

1588, 1401, 
1148, 1001, 

836, 735, 591, 
539, 498, 445, 

407

1588, 1401, 
1148, 1001, 

836, 735, 591, 
539, 498, 445, 

407

 1401, 1148, 
836, 735, 
591, 539, 
498, 445

 1401, 1148, 
836, 735, 591, 
539, 498, 445

 1401, 1148, 
836, 735, 591, 
539, 498, 445

1401, 1148, 
1001, 836, 

735, 638, 591, 
539, 498 

1401, 1148, 
1001, 836, 

735, 638, 591, 
539, 498 

1401, 1148, 
1001, 836, 

735, 638, 591, 
539, 498 

ISSR 2

743, 596 743, 596 743, 596 743, 596 743, 596 743, 596 
1192, 979, 

883, 743, 701, 
596, 564

1192, 979, 
883, 743, 701, 

596, 564

1192, 979, 
883, 743, 701, 

596, 564

ISSR 3

2008, 1322, 
1140, 927, 

810, 682, 577, 
482, 415

2008, 1322, 
1140, 927, 

810, 682, 577, 
482, 415

2008, 1322, 
1140, 927, 810, 
682, 577, 482, 

415

1854, 1140, 
927, 810, 
682, 577, 
482, 458, 
415, 378 

1854, 1140, 
927, 810, 682, 
577, 482, 458, 

415, 378 

1854, 1140, 
927, 810, 682, 
577, 482, 458, 

415, 378 

1891, 1140, 
927, 810, 682, 
577, 482, 458, 

415 

1891, 1140, 
927, 810, 682, 
577, 482, 458, 

415 

1891, 1140, 
927, 810, 682, 
577, 482, 458, 

415 
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62 локусов, из которых доля полиморфных амплико-
нов варьировала от 41,7 % для праймера ISSR 1 до 
88,9 % для праймера HB 13 (табл. 3). Длина ампли-
фицированных фрагментов составляла от 378 до 2177 
пар нуклеотидов.

Все используемые в работе праймеры оказались 
полиморфными, продукты амплификации надежно 
идентифицировали выбранные для исследования со-
рта лаванды (табл. 4). На основании этого сделано 
заключение о пригодности рассматриваемых много-
компонентных маркерных систем для оценки поли-
морфизма, в том числе возникающего при клональном 
микроразмножении. 

Микропобеги сортов лаванды Вдала, Синева и 
Степная после 6 и 16 субкультивирования по генети-
ческому профилю были идентичны исходному сорту 
(см. табл. 4, рис. 2). Так, количество амплифициро-
ванных бэндов и их длина у микроразмноженных 
растений не отличались от исходных. Например, 
для исходных и микроразмноженных в течении 6 и 
16 субкультивирований растений сорта Вдала с ис-
пользуемыми в работе праймерами всего установлено 
43 бэнда, Синева – 43, Степная – 39. Однако соот-
ношение бэндов разной длины для каждого сорта 
было уникальным.

Аналогичные исследования проводят на разных 
культурах. Так, W. Al Khateeb c соавторами в своей 
работе [32] оценили генетическую стабильность при 
микроразмножении Lavandula coronopifolia Poir. и 
показали генетическое сходство между матерински-
ми растениями и размноженными in vitro в течение 

нескольких пассажей с использованием 15 ISSR мар-
керов. Генетическая стабильность между исходными 
сортами и размноженными in vitro установлена для 
Thymus persicus [33] с использованием 8 RAPD прай-
мерами, Capparis spinosa L. и Lavandula dentata L. – с 
15 RAPD праймерами [34].

Анализ дендрограммы, построенной с использова-
нием бинарной матрицы и отражающей взаимоотно-
шения между растениями лаванды исходных сортов 
и размноженными in vitro свидетельсвует, что внутри 
каждой группы, получаемой в результате разделения 
объектов на кластеры, объекты более сходны между 
собой, чем с объектами из других групп (рис. 3). Ис-
ходные сорта Вдала, Синева и Степная не отделены 
на дендрограмме от образцов, полученных методом 
микроразмножения in vitro (представлены одной ли-
нией), что подтверждает их идентичность. Это еще 
раз наглядно отображает надежность разработанной 
методики клонального микроразмножения [8, 9].

Выводы. Используемые в работе доминантные 
многокомпонентные маркерные системы RAPD и ISSR 
надежно идентифицировали сорта лаванды крымской 
селекции. В результате исследования для изученных 
сортов (Вдала Степная и Синева) не установлены 
какие либо генетические изменения в ходе продол-
жительного микроразмножения in vitro. 

Результаты исследований свидетельствуют о 
возможности длительного (как минимум, в течение 
16 субкультивирований) клонального микроразм-
ножения сортов лаванды узколистной. При этом в 
процессе размножения in vitro не происходило суще-

Дендрограмма для 9 наблюдений
Невзвешенное попарное среднее

Евклидово расстояние

0 1 2 3 4 5 6
Расстояние объединения

Степная 16 субкультивирований

Степная 6 субкультивирований

Степная исходный

Синева 16 субкультивирований

Синева 6 субкультивирований

Синева исходный

Вдала 16 субкультивирований

Вдала 6 субкультивирований

Вдала исходный

Рис. 3. Дедрограмма 9 образцов лаванды на основе данных, полученных в ходе ПЦР-анализа.
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ственных изменений морфометрических параметров 
эксплантов и сохранялась генетическая стабильность 
изученных сортов. 
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