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Исследовано воздействие повышенной температуры и яркого солнечного света на генетическое
разнообразие клона Fragaria vesca L., восстановленного из замороженных в жидком азоте меристем.
Показано, что в ходе культивирования in vitro посткриогенного растительного материала доля по-
лиморфных ДНК-маркеров, которая сразу после криосохранения снизилась вдвое (4.5%), в течение
2 лет вернулась к исходному значению (9%). Установлено, что показатель генетического разнообра-
зия – информационный индекс Шеннона исследованного клона – незначительно увеличился за
это время. Отмечено, что стрессовые воздействия повышенной температуры и яркого солнечного
света на растения клона через 2 года после криосохранения не вызвали появления новых поли-
морфных фрагментов и достоверного изменения индекса Шеннона.
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Стремительное внедрение в производство со-
временных высокопродуктивных сортов сокра-
щает разнообразие культивируемых растений
(Govindaraj et al., 2015). Сохранение коллекций
растительного материала в биобанках может про-
тиводействовать стремительному исчезновению
“традиционных” сортов. Известно, что наиболее
перспективными способами долговременного
сохранения живого растительного материала счи-
таются методы культивирования in vitro и криосо-
хранение.

Процесс криосохранения растительного мате-
риала и некоторые технологии культивирования
растительного материала in vitro имеют свои осо-
бенности, которые могут приводить к генетиче-
ским изменениям клеток растений (Akdemir et al.,
2013; Markovic et al., 2015; Gonzales-Benito et al.,
2016). Возникновение подобных изменений может
быть связано с экстремальным осмотическим воз-
действием на клетки растений в ходе подготовки к
замораживанию и в процессе восстановления рас-
тительного материала in vitro (Aronen et al., 1999;
Соловьева и др., 2011; Kaity et al., 2013; Markovic
et al., 2015). Кроме того, в ходе использования
технологий криосохранения и культивирования
in vitro клетки могут получать повреждения, не
совместимые с жизнью, и в результате часть рас-
тительного материала неизбежно будет потеряна.

Это приводит к отбору устойчивых к заморажива-
нию форм. В связи с этим нет достаточных осно-
ваний отрицать, что образцы, восстановленные
после криосохранения, могут отличаться от ис-
ходного материала. Так, в нашем предыдущем ис-
следовании у растений земляники Fragaria vesca,
регенерированных in vitro из дегидратированных
апексов, после замораживания в жидком азоте
было обнаружено сокращение доли полиморф-
ных фрагментов ДНК от 9.0 до 4.5% (Соловьева
и др., 2016).

Опубликованная информация позволяет
предполагать, что использование метода in vitro в
протоколах криосохранения при культивирова-
нии растительного материала на питательных
средах с биологически активными веществами
может вызывать появление измененных форм
растительного материала с генетическими отклоне-
ниями (De Verno et al., 1999; Kaity et al., 2013). В связи
с этим мы исследовали генетическое разнообразие
внутри клона F. vesca как до, так и после различных
воздействий на растительный материал.

Мы полагаем, что после криосохранения и
восстановления in vitro растительный материал при
культивировании в естественных условиях может
испытать такие стрессовые воздействия, которые
также могут приводить к изменениям последова-
тельности ДНК. Так, в одном из проведенных ранее
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исследований генетической стабильности расте-
ний папайи, восстановленных после криосохра-
нения, было показано, что после этапов культи-
вирования in vitro и акклиматизации в теплице у
регенерантов не было отмечено отклонений по
RAF-маркерам. Однако после перемещения этих
растений в полевые условия были выявлены изме-
нения генома по 0.45–4.15% маркеров (Kaity et al.,
2009). Обратный эффект наблюдали две другие
группы исследователей. Полиморфизм некото-
рых маркеров ДНК, обнаруженный сразу после
криосохранения Picea glauca и Rubus grabowskii,
через 1 год после высаживания растений-регене-
рантов в полевые условия не был зарегистриро-
ван (De Verno et al., 1999; Castillo et al., 2010).

Современные изменения климата на нашей
планете приводят к тому, что культивируемые в
открытом грунте растения могут подвергаться по-
вреждающему действию температуры и/или яркого
солнечного света. Исследования последействия та-
ких факторов становятся весьма актуальными.

Цель работы – изучение генетического разнооб-
разия клона F. vesca, восстановленного из меристем
после криосохранения и 2 лет культивирования рас-
тительного материала in vitro, а также после стрессо-
вого воздействия на посткриогенные растения
F. vesca природных факторов: повышенной тем-
пературы и яркого солнечного света.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Исследования были проведены с помощью

растения земляники F. vesca L., var. alpina сорта
Reine des Vallees из клона, который был восстанов-
лен из апикальных меристем после криосохранения
в соответствии с протоколом (Высоцкая и др.
2007), использованным в предыдущем исследова-
нии (Соловьева и др., 2016). Данный раститель-
ный материал культивировали in vitro на средах
Мурасиге–Скуга (MS), дополненных 30 г/л сахаро-
зы, 1 мг/л бензиламинопурина (БАП) и 0.05 мг/л
индолилмасляной кислоты (ИМК) (Sigma Aldrich,
США) в течение 2 лет. Растения пересаживали на
свежие питательные среды 1 раз в 3 мес. Климатиче-
ская камера фитотрона ИФР РАН обеспечивала ста-
бильные условия культивирования: температура
20 ± 2°С, 16-часовой день (лампы ЛБ-40 OSRAM)
при интенсивности света 180–190 мкмоль/(м2 ∙ с).
Измерения интенсивности света были выполне-
ны на уровне листьев экспериментальных расте-
ний с помощью Quantum sensor Cosine Corrector
LP 471 PAR (Италия).

Параметры солнечного света и температуры,
использованные для достаточно сильного стрес-
сового воздействия на экспериментальные расте-
ния, определяли на основании предварительных
тестов. Для этого использовали растительный ма-

териал земляники, выращенный на 20 мл агари-
зованной MS-среды с 30 г/л сахарозы, 1 мг/л БАП
и 0.05 мг/л ИМК в стеклянных сосудах (100 мл),
которые изолировали от внешней среды тремя
слоями прозрачной пищевой стрейч-пленки
(20 мкм). Влияние повышенной температуры
(42°C) на растительный материал исследовали с
использованием термостата ТС-1/80 (Россия) при
непрерывном искусственном освещении (интен-
сивность света 70 мкмоль/(м2 ∙ с)) в течение 12, 24,
36 и 48 ч. Изучение влияния прямого солнечного
света на растения землянки in vitro проводили в
ясную погоду (интенсивность света на уровне
экспериментального материала варьировала от
1000 до 2400 мкмоль/(м2 ∙ с)) при температуре воз-
духа от 25°C (в тени) до 32°С (на свету) в течение
1, 2, 3 и 4 ч. После соответствующего воздействия
через 1 сут регистрировали внешние признаки
повреждения, а через 4 нед – число выживших
растений (доля исходного числа растений в про-
центах). В каждом варианте данного эксперимен-
та использовали по 7–10 растений. Опыт повто-
ряли трижды.

Для анализа генетического разнообразия в
посткриогенном клоне земляники альпийской
использовали растительный материал после 2 лет
культивирования in vitro. От каждого из 16 экспе-
риментальных растений были отобраны отдель-
ные пробы листьев для выделения ДНК.

При анализе стабильности ДНК-маркеров по-
сле воздействия изучаемых факторов листовой
материал от каждого из выбранных растений так-
же изучали индивидуально. Пробы листьев отби-
рали до стрессовых воздействий на растения и че-
рез 1 мес. после них. В каждом варианте также
анализировали по 16 растений.

Выделение ДНК и ПЦР-анализ проводили по
методике, описанной ранее (Соловьева и др.,
2016). ДНК из листьев выделяли по модифициро-
ванной методике с помощью бромистого цетилтри-
метиламмония (CTAB) (Nunes et al., 2011). Реакци-
онная смесь для ПЦР объемом 25 мкл содержала
2.5 мкл 10× Taq буфера (TermoScientific, Латвия),
по 0.12 мМ каждого dNTP, 0.2–0.5 пМ праймера
(табл. 1), 50 нг ДНК и 2 ед. Taq ДНК-пoлимеразы
(TermoScientific). RAPD-, ISSR- и LTR-прайме-
ры, которые использовали для ПЦР-анализа, бы-
ли синтезированы (Литех, Россия) (табл. 1). Тем-
пература отжига зависела от последовательности
олигонуклеотидов и составляла для RAPD-прай-
меров 36, для ISSR-праймеров 48–52, для сочета-
ния LTR- и ISSR-праймеров (REMAP-метод) 54–
56°C. В реакционную смесь для амплификации
объемом 25 мкл вносили 50 нг ДНК. Амплифика-
цию проводили в программируемом термоциклере
MC2 (ДНК-Технология, Россия). Продукты реак-
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ции разделяли электрофорезом в 2%-ном агароз-
ном геле в трис-боратном буфере с последующим
окрашиванием бромистым этидием. Анализ по-
вторяли дважды, а в случае выявления полиморф-
ных фрагментов – 5 раз.

Для того чтобы оценить влияние использован-
ных нами стрессовых факторов в каждой группе
растений, были рассчитаны доля полиморфных
фрагментов в общем числе амплифицированных
фрагментов и генетическое расстояние между
контрольными и опытными группами (Nei, 1972).
Кроме того, для оценки генетического разнооб-
разия в вариантах опытов был использован ин-
формационный индекс Шеннона (Chalmers et al.,
1992).

Оценку статистической значимости разницы
между долями полиморфных ампликонов в раз-
ных вариантах проводили с использованием кри-
терия Фишера при 95%-ном уровне достоверно-
сти (Лакин, 1990).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Определение параметров стрессовых воздей-

ствий повышенной температурой и ярким солнеч-
ным светом. Необходимые для проведения запла-
нированных исследований параметры температу-
ры и света были определены экспериментально, а
также на основании опубликованной информа-
ции о стрессовых значениях этих факторов для
растений F. vesca в естественном ареале обитания.
Основанием для определения параметров иссле-

дуемых факторов, необходимых для стрессовых
воздействий, были визуальные признаки повре-
ждения растений, которые проявлялись в течение
1 мес. после стресса. После пребывания на ярком
естественном дневном свету растения увядали.
Сначала на кромках крайних листьев этих расте-
ний появлялись ожоги, а в течение последующего
месяца культивирования такие листья отмирали.
Светло-зеленые черешки внутренних листьев ро-
зетки становились после светового воздействия
буро-красными. После температурного воздей-
ствия наблюдали частичное обесцвечивание ли-
стьев (хлороз) и потемнение корней.

Данные о выживании растений через 1 мес. по-
сле стрессовых воздействий различной длительно-
сти (рис. 1) были использованы для планирования
предстоящих экспериментов. Так, в дальнейших
тестах использовали 3-часовое воздействие яркого
солнечного света или 24-часовое температурное
воздействие (42°С). Именно при таких параметрах
стрессовых воздействий происходила гибель 20%
растений, что аналогично значению этого пока-
зателя, приведенному ранее (Соловьева и др.,
2016).

Генетическое разнообразие внутри клона F. vesca
через 2 года после криосохранения. В результате
анализа генетической вариабельности растений,
культивируемых в течение 2 лет после криосохра-
нения, с помощью RAPD-, ISSR- и REMAP-мар-
керов было выявлено разнообразие по ДНК-мар-
керам той же молекулярной массы, что и у исход-
ных растений исследуемого клона (табл. 2)

Таблица 1. Праймеры, использованные для генетического анализа

Праймер Нуклеотидная последовательность (5'–3') Температура отжига, °С

RAPD-праймеры

474 Agg-Cgg-gAA-C 36

389 Cgg-AgA-gCC-C 36

ISSR-праймеры

A1 (Ag)8T 52

A2 (AC)8g 48

A6 (gCT)4CT 48

A8 (CA)6Ag 48

LTR- и ISSR-праймеры

Wis + M1 CTA-ggg-CAT-AAT-TCC-AAC-AА + (CA)8AC 55

Wis + M2 CTA-ggg-CAT-AAT-TCC-AAC-AА + (Ag)8CA 55

Wis + M7 CTA-ggg-CAT-AAT-TCC-AAC-AА + (gA)8CAG 56

Tar + M1 CTC-CCA-gTT-gAC-CAA-CAA + (CA)8AC 54
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(Соловьева и др., 2016). Доля таких фрагментов
составила 9%. Индекс генетического сходства
между данными опытными группами составил
0.9933, т.е. свидетельствует о том, что они были
практически идентичны друг другу. Значение ин-
формационного индекса Шеннона у группы рас-
тений, проанализированных через 2 года пост-
криогенного культивирования, было выше, чем в
группе исходных растений клона и чем у расте-
ний, восстановленных после криосохранения за 2
мес. культивирования in vitro, однако эти отличия
не были статистически значимы (табл. 2).

Генетическое разнообразие после действия по-
вышенной температурой и ярким солнечным све-
том. При сравнении профилей ДНК-маркеров
листьев растений до и после воздействия природ-
ных стрессовых факторов не было зарегистриро-
вано появление дополнительных ампликонов.
Тем не менее после стрессовых воздействий у не-
которых растений были выявлены минимальные
изменения, выражавшиеся в отсутствии некото-

рых ДНК-фрагментов, амплифицированных с
различными праймерами. Например, в пробе од-
ного из растений через месяц после воздействия
на него прямого солнечного света не наблюдали
REMAP-фрагмент размером ~350 п. н., амплифи-
цированный с праймерами Wis + M2 (рис. 2).

После воздействия на растения повышенной
температуры анализ проб листьев с другой ком-
бинацией праймеров Tar + M1 показал, что фраг-
мент размером ~450 п. н., который присутствовал
в ДНК-профиле листьев того же растения до
стресса, не был зарегистрирован (рис. 3). Выбор-
ка растений анализируемого клона до стрессовых
воздействий была полиморфна по тем же фраг-
ментам. Кроме того, уровень полиморфизма рас-
тений клона не изменялся в результате стрессово-
го воздействия исследованных факторов, причем
доля полиморфных фрагментов соответствовала
данному показателю в контроле (табл. 2). Индек-
сы генетического сходства между группами расте-
ний, анализированных до и после воздействий
повышенной температуры и яркого солнечного
света, были минимальными (0.9995 и 0.9989 соот-
ветственно). Изменения информационного ин-
декса Шеннона у данных групп растений также
были недостоверны.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Общепринятая система культивирования и
размножения растительного материала in vitro
предусматривает возможное появление уклоняю-
щихся форм в связи с использованием биологи-
чески активных веществ в составе питательных
сред (Bairu at el., 2011). Современные протоколы
криосохранения, разработанные для различных ве-
гетативно размножаемых растений, как правило,
предполагают обязательное использование техно-
логии культивирования in vitro, особенно на стадии
восстановления роста и последующего размноже-
ния растительного материала. Следствием этого
может стать изменение уровня генетического раз-
нообразия. В рамках нашего исследования через
2 года культивирования и размножения растений,
полученных после замораживания в жидком азоте,
было зарегистрировано восстановление исходного
уровня генетической изменчивости, снижение ко-
торого было отмечено непосредственно после
криосохранения растительного материала. В рабо-
те канадских исследователей было показано появ-
ление сомаклональной вариабельности у некото-
рых клонов эмбриогенной культуры P. glauca как
через 2, так и через 12 мес. после криосохранения,
которая впоследствии не наблюдалась после вы-
ращивания регенерированных растений в поле-
вых условиях (De Verno et al., 1999).

Рис. 1. Выживание растений Fragaria vesca через 1 мес.
культивирования in vitro после воздействия ярким
солнечным светом (а) и повышенной температурой
(б) в течение различных периодов времени.
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Таблица 2. Общее число ДНК-фрагментов, амплифицированных с разными праймерами, число и доля поли-
морфных фрагментов, индекс Шеннона для in vitro растений клона Fragaria vesca в опытных вариантах

Примечание. К – растения до криосохранения; Кр1 – растения, восстановленные после криосохранения через 2 мес. культи-
вирования in vitro; Кр2 – растения через 2 года культивирования in vitro после криосохранения; Т – растения через 2 года куль-
тивирования in vitro после криосохранения, подверженные воздействию повышенной температурой; С – растения через 2 го-
да культивирования in vitro после криосохранения, подверженные интенсивному освещению; N – общее число фрагментов;
H – доля полиморфных ДНК-маркеров; H0 – информационный индекс Шеннона. Достоверно различающиеся между собой
значения отмечены разными буквами (p < 0.05).
* (Соловьева и др., 2016).

Праймер
Число

амплифицированных 
фрагментов

Число полиморфных фрагментов

К* Кр1* Кр2 Т С

474 10 1 0 1 1 1

389 7 0 0 0 0 0

A1 7 0 0 0 0 0

A2 9 0 0 0 0 0

А6 15 0 0 0 0 0

A8 14 2 1 2 2 2

Wis + M1 13 1 1 1 1 1

Wis + M2 10 3 2 3 3 3

Wis + M7 11 1 1 1 1 1

Tar + M1 15 2 1 2 2 2

N 111 10 6 10 10 10

H, % – 9.0a 4.5b 9.0a 9.0a 9.0a

H0 – 2.0140 1.9479 2.3226 2.6383 2.5307

В связи с изменениями климата Земли,
обусловленными увеличением среднегодовой
температуры и инсоляции поверхности, приобре-
тают все большее значение исследования влия-
ния таких стрессовых факторов, как повышенная
температура и свет. Воздействия этих факторов на
генетический аппарат растений исследовали в ос-
новном на трансгенных линиях арабидопсиса и та-
бака, в которые был встроен дефектный ген gus,
восстанавливающий активность при определенных
изменениях генома. Данная экспериментальная
модель позволила обнаружить увеличение частоты
гомологичной рекомбинации (Ries et al., 2000;
Boyko et al., 2006), частоты точечных мутаций и
нестабильность микросателлитов после соответ-
ствующих стрессовых воздействий (Yao, Koval-
chuk, 2011). Кроме того, ранее при исследовании
влияния повышенной температуры на генетиче-
скую стабильность каллусной ткани Arabidopsis
thaliana, которую культивировали в течение 7 лет,

изменения в RAPD- и ISSR-профилях отмечено
не было, но с помощью AFLP-метода было зареги-
стрировано сокращение числа полиморфных
фрагментов с 4.6 до 1.6% (Долгих и др., 2017). Од-
нако влияние данных стрессоров на интактные
нетрансгенные растения исследовали крайне ма-
ло. Были опубликованы результаты эксперимен-
тов, свидетельствующие о полном совпадении
RAPD-профилей клонированных растений таба-
ка в контрольных условиях и после инкубирова-
ния при 42°C (Cvjetko et al., 2014). В нашем иссле-
довании генетической стабильности посткрио-
генных растений F. vesca после действия
повышенной температуры также не было зареги-
стрировано каких-либо изменений в RAPD- и
ISSR-профилях.

Неоднократно было показано, что ультрафио-
летовый (УФ) компонент солнечного света может
быть триггером мутагенеза как у животных, так и
у растений. Ранее были опубликованы данные
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исследования мутагенного эффекта УФ и быст-
рых нейтронов на проростки Vicia faba, в котором
были обнаружены некоторые изменения в числе
RAPD-фрагментов после воздействия УФ в тече-
ние 1 и 3 ч (Haliem et al., 2013). До воздействия УФ
было зарегистрировано 46 фрагментов, а после –
50 (1 ч УФ) и 45 (3 ч УФ). Исследование воздействия

яркого солнечного света на регенеранты земляники
в наших экспериментах показало, что только в ДНК
одного из растений (2 года культивирования in vitro
посткриогенных клонов растительного материала)
было зарегистрировано отсутствие единичного
REMAP-фрагмента. Аналогичные результаты бы-
ли получены американскими исследователями,

Рис. 3. REMAP-профили проб ДНК листьев in vitro растений Fragaria vesca, полученные при амплификации с прайме-
рами Tar + M1. К – пробы листьев, отобранные с отдельных растений (1–4) до стресса; Т – пробы с тех же растений
через 1 мес. после температурного воздействия (42°С) в течение 24 ч.
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Рис. 2. REMAP-профили проб ДНК листьев in vitro растений Fragaria vesca, полученные при амплификации с прайме-
рами Wis + M2. К – пробы листьев, отобранные с отдельных растений (1–4) до стресса; С – пробы с тех же растений
через 1 мес. после воздействия ярким солнечным светом в течение 3 ч; М – маркер молекулярной массы; К– – отри-
цательный контроль; стрелкой указан полиморфный фрагмент; для рис. 2 и 3.
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которые также анализировали стабильность ге-
нома посткриогенного растительного материала.
Сразу после криосохранения у регенерантов
Prunus авторы данной публикации обнаружили
отличия по AFLP-маркерам. Однако эти отличия
через 1 год после высадки экспериментальных
растений в полевые условия зарегистрировать
больше не удалось (Castillo et al., 2010).

Таким образом, показано, что культивирова-
ние in vitro растений земляники альпийской в те-
чение 2 лет, а также повышенная температура и
интенсивное освещение не приводили к появле-
нию новых полиморфных фрагментов у данного
растительного материала.

Работа выполнена при финансовой поддержке
Российского фонда фундаментальных исследова-
ний (грант 14-04-31615).
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Genetic Diversity of Postcryogenic Clone of Fragaria vesca L.
After Long-Term Cultivation in vitro and Influence of Abiotic Factor

A. I. Solov’eva1, # and O. N. Vysotskaya1

1Timiryazev Institute of Plant Physiology, Russian Academy of Sciences, ul. Botanicheskya 35, Moscow, 127276 Russia
#e-mail: slvjova.aleksandra@rambler.ru

The effect of bright light and high temperature stress on genetic diversity of Fragaria vesca L. clone recovered
from meristems frozen in liquid nitrogen after two years cultivation plant material in vitro was analyzed. It was
shown during in vitro cultivation of postcryogenic plant material the percentage of polymorphic DNA mark-
ers which was halved less (4.5%) immediately after cryopreservation returned to its initial value (9%) after
2 years cultivation in vitro. In addition the Shannon information index increased insignificantly during this
time. The stress effects of high temperature or bright sunlight on plantlets of post-cryogenic clone after 2 years
liquid nitrogen freezing did not caused of additional polymorphic fragments and significant change of the
Shannon index.
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