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Аннотация.Lagochilus inebrians Bunge (зайцегуб опьяняющий) – ценное 

лекарственное растение, биотехнология которого активно развивается. Культуры 

тканей in vitro являются перспективным источником стандартизованного сырья, что 

требует надежного контроля их генетической целостности и подлинности. В данном 

обзоре систематизированы и проанализированы хлоропластные (rbcL, matK, trnH-psbA, 

trnL-trnF) и ядерные (ITS1-5.8S-ITS2, ISSR, iPBS) генетические маркеры, применяемые 

или потенциально применимые для молекулярно-генетического анализа L. inebrians в 

условиях in vitro. Рассмотрена их эффективность для решения двух ключевых задач: 1) 

достоверной видовой идентификации и филогенетического позиционирования 

эксплантов и регенерантов; 2) мониторинга соматической генетической изменчивости 

(сомаклональных вариаций) в процессе микроклонального размножения и 

каллусогенеза. На основе анализа литературных данных сделан вывод, что 

мультилокусный подход, сочетающий секвенирование консервативных маркеров 

пластидной и ядерной ДНК (баркодинг) с полиморфным анализом ISSR, является 

оптимальной стратегией для комплексного контроля качества биотехнологических 

линий L. inebrians. 

Ключевые слова: Lagochilus inebrians, зайцегуб опьяняющий, культура тканей in 

vitro, микроклональное размножение, хлоропластные маркеры, ядерные маркеры, ДНК-

баркодинг, ISSR, генетическая стабильность, сомаклональные вариации. 

 

Введение.Lagochilus inebrians Bunge (семейство Lamiaceae) – эндемичное 

растение Средней Азии, обладающее выраженной гемостатической, седативной и 

гипотензивной активностью, обусловленной главным образом дитерпеноидом 

лагохилином [1, 2]. Интенсивная эксплуатация природных популяций и трудности 

агрокультивирования стимулировали развитие биотехнологических подходов, в 
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частности, методов культуры тканей и органов in vitro, для получения биомассы и 

целевых метаболитов [3, 4]. 

Успешное внедрение in vitro технологий для L. inebrians сопряжено с 

необходимостью решения двух фундаментальных молекулярно-генетических задач. Во-

первых, требуется точная видовая идентификация и генетическая паспортизация 

исходного растительного материала (эксплантов) и полученных регенерантов, что 

исключает пересортицу и обеспечивает воспроизводимость исследований [5]. Во-

вторых, критически важен мониторинг генетической стабильности культур in vitro. 

Процессы каллусогенеза, органогенеза и длительного пассирования могут 

индуцировать эпигенетические и генетические изменения – сомаклональные вариации, 

способные влиять на морфогенетический потенциал, скорость роста и, что наиболее 

важно, на спектр и продуктивность биосинтеза вторичных метаболитов [6, 7]. 

Решение этих задач невозможно без применения адекватных генетических 

маркеров. Наиболее информативным является комплексный анализ как консервативных 

последовательностей хлоропластной ДНК (cpDNA), так и высокополиморфных 

участков ядерной ДНК (nDNA) [8]. Целью данного обзора является анализ и 

систематизация имеющихся в литературе данных о хлоропластных и ядерных 

генетических маркерах, применимых для всесторонней молекулярно-генетической 

характеристики L. inebrians, выращиваемого в условиях in vitro. 

Хлоропластные маркеры: основа для идентификации и филогении 

Хлоропластный геном характеризуется относительно низкой скоростью мутаций, 

структурной консервативностью и унипарентным (чаще материнским) наследованием у 

большинства покрытосеменных, что делает его идеальным инструментом для видовой 

идентификации (ДНК-баркодинга) и филогенетических построений [9]. Для растений 

семейства Lamiaceae, к которому относится L. inebrians, международным консорциумом 

CBOL (Consortium for the Barcode of Life) рекомендована комбинация двух кодирующих 

маркеров cpDNA: rbcL и matK [10]. 

· rbcL (рибулозо-1,5-бисфосфаткарбоксилаза/оксигеназа, большой субъединица): 

Консервативный ген длиной около 1400 п.н., легко амплифицируется универсальными 

праймерами. Его последовательности широко используются для установления 

филогенетических связей на уровне родов и семейств. Для L. inebrians полные 

последовательности rbcL депонированы в международных базах данных (GenBank), что 

позволяет проводить точную молекулярную идентификацию эксплантов путем 

сравнения с референтными последовательностями [11]. 

· matK (матуразa K): Более вариабельный ген (~1500 п.н.), расположенный в 

интроне trnK. Обладает высокой дискриминационной способностью на видовом уровне 

у многих родов растений [10]. Несмотря на возможные трудности с амплификацией у 

некоторых таксонов, его применение в паре с rbcL значительно повышает надежность 
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баркодинга L. inebrians и позволяет отличать его от других видов рода Lagochilus 

(например, L. hirtus, L. platyacanthus) [12]. 

· Интергенные спейсеры cpDNA: Для увеличения разрешающей способности 

часто используют некодирующие межгенные регионы, такие как trnH-psbA и trnL-trnF. 

Спейсер trnH-psbA является одним из наиболее коротких и вариабельных, что полезно 

для внутривидового анализа [13]. Регион trnL-trnF (включающий интрон trnL и спейсер 

trnL-F) также обладает значительной вариабельностью и успешно применяется в 

филогенетических исследованиях Lamiaceae [14]. Эти маркеры могут быть 

использованы для более тонкого анализа генетического полиморфизма внутри вида L. 

inebrians и выявления возможных гаплотипов в культуре in vitro. 

Ядерные маркеры: от видовой диагностики до оценки стабильности 

Ядерный геном предоставляет маркеры как для идентификации, так и для 

высокоточного анализа генетической однородности. 

· ITS (Internal Transcribed Spacer): Некодирующий регион ядерной рибосомальной 

ДНК, включающий спейсеры ITS1 и ITS2 и расположенную между ними 

консервативную последовательность гена 5.8S рРНК. Регион ITS характеризуется 

высокой скоростью эволюции и является золотым стандартом для молекулярной 

филогенетики и идентификации растений на видовом и иногда внутривидовом уровне 

[15]. Его использование критически важно для независимой (от cpDNA) проверки 

видовой принадлежности линий L. inebrians in vitro, так как ядерный геном наследуется 

бипарентально [16]. 

· ISSR (Inter-Simple Sequence Repeat): Это доминирующий тип маркеров для 

оценки генетической стабильности культур in vitro у лекарственных растений [7]. 

Метод основан на амплификации участков ДНК между микросателлитными повторами 

с помощью одноцепочечных праймеров, комплементарных этим повторам. ISSR-

маркеры высокополиморфны, репродуцируемы и не требуют знания 

последовательностей генома. В контексте in vitro культур L. inebrians ISSR-анализ 

позволяет выявлять сомаклональные вариации, возникающие в результате длительного 

культивирования, действия фитогормонов или стрессовых условий [17, 18]. Отсутствие 

полиморфизма в ISSR-профилях между регенерантами и материнским растением 

является ключевым доказательством генетической стабильности протокола 

микроклонального размножения. 

· iPBS (Inter-Primer Binding Site): Новая перспективная система ретротранспозон-

базированных маркеров. Метод использует консервативные участки PBS (primer binding 

site) ретротранспозонов LTR-типа, которые широко представлены в растительных 

геномах [19]. iPBS-маркеры демонстрируют высокий уровень полиморфизма и успешно 

применяются для анализа генетического разнообразия и стабильности у различных 

культур [20]. Их применение для L. inebrians может открыть дополнительные 

возможности для мониторинга геномной изменчивости в условиях in vitro. 
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Результаты и обсуждение 

Анализ литературных данных позволяет сформулировать стратегию применения 

маркеров для L. inebrians in vitro. 

1. Комбинация маркеров для надежной паспортизации. Для безошибочной 

идентификации исходного материала и подтверждения видовой принадлежности 

регенерантов рекомендовано комбинированное секвенирование пластидных 

(rbcL+matK или rbcL+trnH-psbA) и ядерного (ITS) баркодинг-маркеров. 

Это особенно актуально для рода Lagochilus, включающего морфологически 

сходные виды. Исследование [12] на примере центральноазиатских видов подчеркивает 

эффективность такой мультилокусной схемы. Последовательности, полученные для in 

vitro линий, должны быть депонированы в открытые базы данных (GenBank, EMBL). 

2. Мониторинг сомаклональных вариаций: приоритет ISSR. Имеющиеся данные 

по другим представителям Lamiaceae (Mentha spp., Thymus spp., Salvia spp.) однозначно 

указывают на ISSR-анализ как на наиболее удобный и информативный метод для 

рутинной оценки генетической стабильности [7, 21]. Оптимизированный набор из 8-12 

ISSR-праймеров позволяет генерировать четкие и воспроизводимые спектры 

амплификатов. Отсутствие новых или утерянных фрагментов в профилях регенерантов 

по сравнению с донорным растением свидетельствует об отсутствии значимых 

геномных перестроек. Исследования, подобные работе [17], где с помощью ISSR 

подтверждена стабильность микроклонов L. inebrians, являются образцом для 

валидации биотехнологических протоколов. 

3. Перспективы высокопроизводительных методов. Для углубленного анализа 

можно рассматривать использование методов на основе высокопроизводительного 

секвенирования (NGS). Неполногеномное секвенирование (RAD-Seq, GBS) или 

транскриптомный анализ (RNA-Seq) позволяют выявить вариации на уровне 

однонуклеотидных полиморфизмов (SNP) и оценить экспрессию генов, что выводит 

контроль за пределы структурной геномной стабильности к функциональной 

целостности метаболических путей in vitro [22]. Однако эти методы пока остаются 

затратными для рутинного скрининга. 

Заключение 

Внедрение методов культуры тканей in vitro для Lagochilus inebrians требует 

обязательного молекулярно-генетического сопровождения. Предложена двухуровневая 

система маркеров: 

1. Уровень видовой идентификации: Комбинация консервативных хлоропластных 

(rbcL, matK) и ядерного (ITS) маркеров для ДНК-баркодинга, обеспечивающая 

достоверную паспортизацию биотехнологических линий. 

2. Уровень генетической стабильности: Высокополиморфные доминантные ISSR-

маркеры как основной инструмент для мониторинга сомаклональных вариаций на 

протяжении всех этапов микроклонального размножения и культивирования. 
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Использование этой стратегии позволит стандартизировать исследования, 

гарантировать генетическую аутентичность и стабильность биомассы L. inebrians, 

производимой в условиях in vitro, что является фундаментом для ее последующего 

фармацевтического или нутрицевтического применения. Перспективным направлением 

является разработка видов-специфичных SSR- (микросателлитных) или SNP-маркеров 

на основе данных NGS для еще более точного анализа. 
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