
14

DOI 10.21178/2079-6080.2017.1.14
УДК 58.085

Оценка засухоустойчивости отдельных 
генотипов Pinus sylvestris L. на основе 
метода культуры ткани in vitro 
в моделируемых стрессовых условиях

© Е.Ю. Аминева1, Т.М. Табацкая1, О.С. Машкина1,2, В.Н. Попов2

Assessment of drought resistance of individual genotypes of Pinus sylvestris L. on the basis 
of in vitro tissue culture method in simulated stress conditions
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institute of Forest Genetics; Voronezh State University)
Against the backdrop of global climate change plants, leading attached lifestyle, have to adapt 
to new environmental conditions. For the purpose of indication stress resistance of tree species, 
including Pinus sylvestris L., we have attempted to use the features of growth and development 
of callus cultures in vitro. Although that Scots pine is drought resistant, the degree of tolerance 
to this stress factor is limited.
The possibility of using the features callusogenesis in response to a simulated culture conditions 
to determine stress resistance test trees. Established the most informative, reliable and 
reproducible Indicative indicators such as the speed of formation of callus tissue, the frequency 
and intensity callusogenesis, callus cultures viability.
The viability of callus tissue was determined visually by the appearance of areas of dark brown 
cloth, demonstrating the necrotic processes. Using calluses cytological analysis confirmed the 
usefulness of this option. It was found that the cells of living tissue have a nucleus, located in the 
center. At the cells of dead tissue nucleusis absent.
During the of the study revealed unequal response of callus in vitro cultures on the culture 
conditions, depending on the genotype of the source tree. Established that the degree drought 
tolerance test Scots pine can be determined by modeling stress conditions, in this case - drought 
by adding to medium in 1% NaCl concentration. Been developed bioassay system for estimation 
of drought resistance of the intact  trees, indicating the key points, “derived” algorithm, possible 
limitations and unequal reactions callus cultures in vitro.
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Оценка засухоустойчивости отдельных генотипов Pinus sylvestris L. на основе метода 
культуры ткани in vitro в моделируемых стрессовых условиях 
Е.Ю. Аминева, Т.М. Табацкая, О.С. Машкина, В.Н. Попов
На фоне глобального изменения климата растениям, ведущим прикрепленный образ 
жизни, приходится приспосабливаться к новым условиям окружающей среды. С целью 
индикации стрессоустойчивости древесных пород, в том числе Pinus sylvestris L. к засухе, 
нами предпринята попытка использовать особенности роста и развития каллусных 
культур in vitro. Несмотря на то, что сосна обыкновенная является засухоустойчивой 
породой, степень ее толерантности к данному стрессовому фактору ограничена.
Показана возможность использования особенностей каллусогенеза в ответ на модели-
руемые условия культивирования с целью определения стрессоустойчивости тестируе-
мых деревьев. Установлены наиболее информативные, достоверные и воспроизводи-
мые индикационные показатели, такие как скорость формирования каллусной ткани, 
частота и интенсивность случаев каллусогенеза, жизнеспособность каллусных культур.
Снижение жизнеспособности каллусной ткани определяли визуально, по появлению 
очагов темно-коричневой ткани, свидетельствующих о процессах некротизации. С 
помощью цитологического анализа каллусов подтверждена целесообразность исполь-
зования данного признака. Было выявлено, что клетки живой ткани имеют ядро, рас-
положенное по центру. В клетках мертвой ткани ядро отсутствует.
В ходе проведенного исследования выявлена неодинаковая реакция каллусных культур 
in vitro на условия культивирования в зависимости от генотипа исходного дерева. Уста-
новлено, что степень засухоустойчивости тестируемых деревьев сосны обыкновенной 
можно определить с помощью моделирования стрессовых условий, в данном случае 
засухи, путем добавления в питательную среду NaCl в 1% концентрации. Разработана 
биотест-система по оценке засухоустойчивости интактных деревьев с указанием клю-
чевых моментов, «выведенного» алгоритма, возможных ограничений и неодинаковых 
реакций каллусных культур in vitro.

Ключевые слова: сосна обыкновенная, стресс, устойчивость, каллус, индикация, 
засуха, жизнеспособность каллусных культур
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Введение
Засуха является одной из актуальных про-

блем современности, среди всех существую-
щих природных катаклизмов на ее долю при-
ходится около 26% [25]. Стоит отметить, что 
распространение влияния этого фактора на 
новые территории ежегодно растет. В связи 
с этим организмам, живущим на нашей пла-
нете, приходится постоянно приспосабли-
ваться к изменяющимся условиям окружаю-
щей среды.

С целью ранней диагностики устойчиво-
сти растений к различным стрессорам уже на 
протяжении нескольких лет исследователями 
применяется биотехнологический метод 
культуры ткани in vitro. Так, например, полу-
чены линии огурца и редиса, толерантные к 
действию тяжелых металлов [5]; формы яро-
вого ячменя, резистентные к корневой гнили 
[17], лаванды – к NaCl [4]. Однако по древес-
ным растениям подобные работы немного-
численны и затрагивают в основном плодо-
во-ягодные культуры. Что касается лесных 
пород, то исследования в данном направле-
нии практически отсутствуют [6, 23, 17, 21].

Возможность использования каллусной 
ткани in vitro с целью индикации стрессо-
устойчивости растительных организмов к 
тому или иному фактору объясняется, тем, 
что каллусогенная реакция обусловлена, в 
первую очередь, генотипическими особен-
ностями материнского растения. Кроме того, 
характер каллусогенеза может зависеть и от 
условий культивирования [9, 11].

Цель настоящей работы – изучить осо-
бенности каллусогенных реакций отдель-
ных генотипов сосны обыкновенной в ответ 
на засоление питательной среды NaCl, что 
позволит моделировать условия засухи [7, 
10, 12].

Объекты и методы
В качестве объекта исследования взята 

сосна обыкновенная – Pinus sylvestris L., 
поскольку она является одним из основ-
ных видов-лесообразователей на террито-
рии Воронежской области наряду с дубом 
черешчатым [22]. Сосна – засухоустойчивая 
порода, однако степень ее толерантности к 
данному стрессовому фактору ограничена и 
определяется нормой реакции вида, которая 

в каждом регионе имеет свои внутрипопуля-
ционные границы [20].

В работе использовали деревья сосны 
обыкновенной из Ступинского модельного 
объекта (Воронежская область, с. Ступино). 
Насаждение II класса бонитета произрастает 
в лесостепной зоне, на территории  видового 
оптимума, в экологически благоприятных 
условиях. Все анализируемые деревья (д. 12, 
д. 83, д. 94, д. 96, д. 98) относятся к категории 
«нормальные» – хорошие и средние по росту, 
качеству и состоянию. Данные экземпляры 
были отобраны Н.Ф. Кузнецовой и на основе 
многолетнего анализа показателей семен-
ной продуктивности разделены на 2 группы 
по отношению к засухе: устойчивые (д. 83 и 
д. 94) и чувствительные (д. 12, д. 96 и д. 98) [8].

В апреле-мае 2014-2016 гг. собирали рас-
тительный материал в виде ветвей с моло-
дыми зелеными побегами, сегменты которых 
использовали в качестве эксплантов. Техника 
получения первичных асептических жиз-
неспособных каллусных культур определя-
лась общепринятыми в биотехнологической 
практике in vitro методиками [3, 19].

Опыты проводили в условиях культу-
ральной комнаты (2000 люкс, 16-часовой 
фотопериод, температура 25-26 °С). В каче-
стве основы использовали питательную 
среду Мурасиге и Скуга [24] с половинным 
составом макросолей. Углеводное питание 
обеспечили 3% сахарозой. Формирование 
каллусной ткани индуцировали добавле-
нием в питательную среду гормонов: 6-БАП 
(0,5 мг/л), НУК (2 мг/л), 2,4-Д (1 мг/л).

Для имитации засухи в питательную среду 
добавляли осмотик NaCl. Ранее нами было 
установлено, что 1% концентрация NaCl в 
питательной среде позволяет выявить раз-
ницу в реакции каллусных культур различных 
генотипов на условия культивирования [13].

Каждый опыт, учет и анализ каллусо-
генных ответов проводили в трехкратной 
повторности (не менее 10-20 культур) для 
каждого дерева. Каллусогенез анализировали 
по 4-м признакам, три из которых (СК, ЧК, 
ЖК) ранее нами были отобраны как наибо-
лее информативные и простые в применении 
[14]: 1) СК (скорость инициации каллусной 
ткани) – время образования первых следов 
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каллуса на экспланте (сут.); 2) ЧК (частота 
случаев каллусогенеза) – число эксплан-
тов, сформировавших каллус, относительно 
общего количества эксплантов (%); 3) ЖК 
(жизнеспособность) – появление и скорость 
распространения поврежденной каллусной 
ткани (сут.); 4) ИК (интенсивность каллу-
согенеза): 1 балл – объем каллусной ткани 
меньше объема экспланта, 2 балла – объем 
каллусной ткани примерно равен объему 
экспланта, 3 балла – объем каллусной ткани 
больше объема экспланта. Оценку по дан-
ному параметру вели в завершающей фазе 
каллусогенеза (на 20-25 сутки).

При статистической обработке результа-
тов использовали программу Stadia.

Результаты и обсуждения
На первом этапе исследования проводи-

лась оценка параметров каллусогенеза в зави-
симости от генотипа исходных деревьев. На 
эксплантах д. 94 и д. 83 первые следы каллуса 
стали появляться уже на 6-7 сутки, в то время 
как у д. 12, д. 98 и д. 96 процесс каллусообра-
зования начался только через 10-12 дней 
(рис. 1а). Для деревьев, чьи экспланты отли-
чались более ранними сроками каллусоге-
неза, характерны более высокие значения и 
всех других показателей (рис. 1 – б, в, г).
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а – скорость инициации каллусной ткани                                         б – частота случаев каллусогенеза

в – интенсивность каллусогенеза                                             г – жизнеспособность каллусной ткани

Рис. 1. Характеристикикаллусных культур in vitro различных генотипов сосны обыкновенной

Так, у д. 94 объем первичной каллус-
ной ткани во много раз превышал размеры 
экспланта (рис. 2а) в то время как для д. 98 
наблюдалась слабая каллусогенная актив-

ность, и к 17-м суткам культивирования кал-
лусная ткань очень слабо разрасталась по 
экспланту (рис. 2б).

Оценка засухоустойчивости отдельных генотипов Pinus sylvestris L. на основе метода культуры ткани... 
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                       а)                                         б)

Рис. 2. Интенсивность каллусогенеза культур in 
vitro различных генотипов сосны обыкновенной 

на 17-е сутки культивирования: а) д. 94 – 3 балла; 
б) д. 98 – 1 балл

Каллусные культуры д. 83 и д. 94 оста-
вались живыми в течение более чем 21 сут. 
(рис. 1г), в других случаях этот срок не превы-
шал 13,7 сут. (д. 12). При визуальной оценке 
жизнеспособности каллусных культур уста-
новлено, что живые имеют светло-зеленую 
или светло-желтую окраску, мертвые ткани, 
как правило, приобретают темно-коричне-
вый цвет (рис. 3). 

Целесообразность применения показа-
теля жизнеспособности была подтверждена 
нами с помощью цитологического анализа 
живых и мертвых каллусных культур. Для 
этого вначале фиксировали каллусную ткань 
в уксусном алкоголе, затем окрашивали ее 
метиленовым синим по методике Паушевой 
[15] в нашей модификации (500 мг красителя 
на 100 мл воды). Окрашивание проводили в 
течение 1-1,5 ч.

Установлено, что каллусы, определяемые 
как живые, состояли из клеток, содержащих 
крупное ядро, расположенное по центру 
(рис. 4а). По мнению многих авторов, такие 
клетки относятся к меристематическим, то 
есть активно делящимся и обеспечивающим 
нарастание массы ткани растения [1, 2, 19]. В 
клетках же мертвой ткани ядро отсутствовало 
[19] (рис. 4б). 

                           а)                                 б)

Рис. 3. Жизнеспособность каллусной ткани:  
а) жизнеспособная; б) мертвая 

                           а)                                 б)

Рис. 4. Клетки жизнеспособной (а) и мертвой (б) 
каллусной ткани сосны обыкновенной

На следующем этапе исследования кал-
лусы 2-й и 3-й рекультивации были пере-
несены на селективную питательную среду 
с добавлением 1% NaCl – осмотика, ими-
тирующего условия засухи (рис. 5). Данная 
концентрация была взята не случайно: ранее 
нами было показано, что добавление соли в 
концентрации 0,2% является неэффектив-
ным, так как никаких изменений в реакции 
каллусных культур на используемой пита-
тельной среде не наблюдалось [13]. На среде 
с 1,5% содержанием осмотика отмечали 100% 
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гибель каллусных культур всех исследуемых 
генотипов. В качестве контроля использо-
вали питательную среду без внесения NaCl.

Опыты показали, что для каллусов д. 83 
и д. 94, которые характеризовались высо-
кими исходными значениями СК, ЧК, ИК 
и ЖК, никаких изменений в реакции кал-
лусных культур на селективной питательной 
среде c добавлением 1% NaCl не отмечено, то 
есть все показатели оставались на прежнем 
уровне. Для каллусных культур с низкими 
значениями параметров (д. 12, д. 96, д. 98) в 
ответ на добавление осмотика в питательную 
среду наблюдалось прекращение роста новой 
каллусной ткани, уже на 4-5 сутки появились 
первые участки мертвой ткани, а к 10-15 сут-
кам каллусная ткань отмирала полностью. На 
рисунке 6 видно, что к 10-м суткам культи-
вирования каллусы д. 94 имеют светлую жел-
то-зеленую окраску, то есть жизнеспособны, 
отмечается прирост новой ткани, в то время 
как каллусная культура д. 96 остановила свой 
рост и приобрела почти 100% темно-корич-
невую окраску.

Выводы
1. На основании проведенного исследо-

вания можно утверждать, что применение 
каллусных культур in vitro сосны обыкновен-

ной с целью индикации стрессоустойчиво-
сти деревьев возможно, так как результаты, 
полученные в ходе анализа каллусогенной 
способности эксплантов исходных деревьев, 
показали соответствие семенной продук-
тивности этих деревьев. Так, экспланты 
деревьев, характеризующихся высоким уров-

                           а)                                 б)

Рис. 5. Технологическая схема биотест-системы, основанной на оценке жизнеспособности  
каллусных культур сосны обыкновенной

Рис. 6. Реакция каллусных культур различных гено-
типов сосны обыкновенной в ответ на «засоление» 
питательной среды 1% NaCl, имитирующим засуху, 
на 10-е сутки культивирования: а) д. 94 – жизнеспо-

собная ткань, б) д. 96 – мертвая ткань

Оценка засухоустойчивости отдельных генотипов Pinus sylvestris L. на основе метода культуры ткани... 
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нем семенной продуктивности (д. 83 и д. 94), 
имеют высокие показатели образования 
новой ткани, в то время как каллусогенные 
реакции эксплантов д. 12, д. 96, д. 98 отли-
чаются низкими значениями, что совпадает 
с данными анализа их семенной продуктив-
ности.

2. Показана информативность использо-
ванных нами в работе параметров СК, ЧК, 
ЖК, и ИК для оценки каллусогенных реак-
ций. Стоит отметить, что данное исследова-
ние является достаточно простым в выполне-
нии и непродолжительным по времени.

3. Установлено, что биотест-система на 
основе каллусогенеза может быть исполь-
зована в комплексной оценке и отборе 
устойчивых к стрессам генотипов взрослых 
деревьев. Моделирование условий засухи с 
помощью «засоления» питательной среды 
NaCl (1%) позволяет прогнозировать устой-
чивость к этому фактору исследуемых исход-
ных деревьев сосны обыкновенной. Однако, 
в связи с тем, что выполненная нами работа 
носит поисковый характер, рекомендуем 
использовать данный метод в комплексе с 
другими.
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