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В связи с глобальным изменением климата в последние десятилетия отмечается учащение и усиление засух. 
Не все растительные организмы способны адаптироваться к изменяющимся условиям окружающей среды. 
Поэтому вопрос отбора стрессоустойчивых (засухоустойчивых) генотипов, перспективных для проведения 
селекционных работ, стоит достаточно остро. Проблема касается и лесных древесных растений, в том чис-
ле сосны обыкновенной, являющейся одним из основных лесообразователей на территории Воронежской 
области. В настоящем исследовании приведены результаты анализа вегетативной и генеративной сферы 
отдельных деревьев сосны обыкновенной с помощью биотехнологического, молекулярно-генетического и 
цитогенетического методов. Возможность применения метода культуры ткани in vitro с целью тестирования 
исходных растений на стрессоустойчивость, в том числе и засухоустойчивость, объясняется взаимосвязью 
свойств клеток, тканей и целого растения. Показано, что у различающихся генотипов цитогенетические ха-
рактеристики семенного потомства и показатели каллусогенных реакций не всегда совпадают: у одних энер-
гетические ресурсы тратятся на защиту онтогенеза, у других – на поддержание репродуктивной функции. 
Выделены деревья, состояние генеративной сферы которых в засушливые годы находится на уровне опти-
мальных лет и реакция их каллусных культур остается неизменной даже в моделируемых условиях засухи. 
На основе полученных результатов для отбора засухоустойчивых генотипов сосны обыкновенной предлага-
ем использовать систему критериев, характеризующих как способность вегетативной сферы к выживанию 
в условиях засухи на основе метода культуры ткани in vitro (скорость формирования каллусной ткани, ее 
жизнеспособность, частота каллусогенезов), так и состояние генеративной сферы с помощью цитогенети-
ческого анализа семенного потомства (частота патологий митоза, доля клеток с микроядрами, митотическая 
активность). Целесообразность применения биотехнологического подхода была доказана с помощью ана-
лиза уровня экспрессии генов стрессовых белков: между уровнем экспрессии гена AbaH и показателем жиз-
неспособности каллусных культур установлена сильная корреляционная связь, в том числе и на питатель-
ной среде с дополнительным стрессовым агентом (NaCl). Деревья, которые по результатам анализа можно 
отнести к засухоустойчивым, следует рекомендовать для использования в работах по селекции.
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There was an increase and intensification of droughts in connection with global climate change in recent decades. 
Not all plant organisms are able to adapt to changing environmental conditions. Therefore, the question of stress-
resistant (drought-resistant) genotypes selection for breeding is quite urgent. This problem also concerns forest 
tree plants, including Scots pine, which is one of the main foresters in the Voronezh region. The results of vegetative 
and generative sphere analysis of individual Scotch pine trees with the help of biotechnology, molecular-genetic 
and cytogenetic method are given in this study. The possibility of applying the tissue culture method in vitro for 
testing initial plants for stress resistance, including drought resistance, is explained by the interconnection of cells, 
tissues and the whole plant properties. It is shown that the cytogenetic characteristics of the seed progeny and the 
indicators of callusogenic reactions do not always coincide in different genotypes: in some cases energy resources 
are spent on ontogeny protection, while, in other cases, to reproductive function maintain. There are trees, in which 
the state the generative sphere in arid years is at the level of optimal years, and their callus cultures reaction remains 
unchanged even under simulated conditions of drought. Based on the results obtained for the selection of Scots 
pine drought-resistant genotypes we suggest applying a system of criteria characterizing both the ability of the 
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vegetative sphere to survive in drought conditions on the basis of the tissue culture method in vitro (callus tissue 
formation speed, its viability, frequency of callusogenesis), and the state of the generative sphere with the help of 
cytogenetic analysis of seed progeny (frequency of mitosis pathologies, the proportion of cells with micronuclei, 
mitotic activity). The expediency of applying the biotechnological approach was proved by analysis of the gene 
expression level of stress proteins: the level of AbaH gene expression correlates greatly with the indicator of the 
viability of callus cultures, including ones on a nutrient medium with an additional stress agent (NaCl). Trees that 
can be assigned to drought-resistant ones, according to the results of the analysis, should be recommended for use 
in breeding. 
Key words: Pinus sylvestris L.; drought; drought-resistance; callus; gene expression; viability of callus cultures; mitosis.
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Введение
Засухой называют неблагоприятное сочетание метеороло­
гических условий, характеризующихся длительным и зна­
чительным недостатком осадков, повышенной температу­
рой и пониженной влажностью воздуха (Пахомова, 1999). 
На долю засух среди всех аномальных природно­клима­
тических явлений приходится около 26 % случаев (Tugce, 
Yasemin, 2005). Засухоустойчивыми считают растения, 
способные переносить длительные засушливые периоды, 
водный дефицит, обезвоживание клеток, тканей, органов 
с наименьшим снижением вегетативной и генеративной 
продуктивности. В первую очередь, засухоустойчивость 
обусловлена генетическими особенностями организма и 
зависит от местообитания растения (Генкель, 1982).

Сосна обыкновенная (Pinus sylvestris L.) относится к по­
родам высокой хозяйственной ценности, обладает генети­
ческой гетерогенностью и экологической пластич ностью, 
может произрастать в разнообразных природно­клима­
тических условиях, на почвах, возникших из различных 
геологических пород, которые отличаются по химическо­
му составу, увлажнению и плодородию (Прав дин, 1964; 
Миркин и др., 2000; Кузнецова, 2010, 2012). На терри­
тории Воронежской области сосна – одна из основных 
лесообразующих пород (Чернодубов, Смогунова, 1998).

Несмотря на то, что P. sylvestris L. относят к засухо­
ус тойчивым породам, степень ее толерантности к этому 
стрессовому фактору ограничена. Она определяется нор­
мой реакции вида, которая в каждом  регионе имеет свои 
внутрипопуляционные границы (Тимофеев­Ресовский и 
др., 1973). Свидетельством тому служит массовое усы­
хание сосен на территории Воронежской области весной 
2011 г., наступившее после сильнейшей летней засухи 
2010 г. (Кузнецова, 2012). Нужно отметить, что часть 
деревьев выжила. В связи с этим возникает вопрос об от­
боре засухоустойчивых генотипов сосны обыкновенной, 
перспективных в качестве источников семян для лесного 
хозяйства. Учитывая тот факт, что засухоустойчивыми 
считают не только выжившие в условиях засухи, но и 
способные к половой репродукции при дефиците влаги 
растительные организмы (Генкель, 1982; Tardieu, 2005), 
в своих исследованиях мы использовали биотехнологи­
ческий, цитогенетический и молекулярно­генетический 
методы для оценки состояния вегетативной и генератив­
ной сферы сосны обыкновенной. 

Цель работы – выявить генотипическую изменчивость 
сосны обыкновенной по признаку засухоустойчивости 
на территории Воронежской области с использованием 

различных подходов, рекомендовать критерии для отбора 
засухоустойчивых форм сосны.

Материалы и методы
Исследования проводились на шести отдельных деревьях 
сосны обыкновенной (д. 1, 3, 6, 8, 9, 12) из сорта­попу­
ляции сосна Острогожская (Кузнецова, Машкина, 2017) 
возрастом 33–35 лет, II класса бонитета (Кузнецова, 2010, 
2012).

Для получения первичных каллусных культур in vitro 
сосны обыкновенной в апреле­мае собирали ветви с мо­
лодыми зелеными побегами, сегменты которых служи ли 
эксплантами. Использовали питательную среду Мурасиге 
и Скуга (Murashige, Skoog, 1962) с половинным содержа­
нием макросолей (1/2 MS), 3 % сахарозой, регуляторами 
роста: 6­бензиламинопурин (6­БАП – 0.5 мг/л), нафтилук­
сусная кислота (НУК – 2 мг/л), 2.4­дихлорфеноксиуксус­
ная кислота (2.4­Д – 1 мг/л). Получение и выращивание 
каллусных культур осуществляли в условиях культураль­
ной комнаты: 2 000 люкс, 16­часовой фотопериод, темпе­
ратура 25–26 °С. Каждый отдельный опыт проводили в 
трехкратной повторности (не менее 10–20 асептических 
культур для каждого дерева). Первичную каллусную 
ткань изолировали и переносили на свежие питательные 
среды через 20–25 сут от начала культивирования. Кал­
лусы анализировали по признакам: частота каллусогенеза 
(ЧК, %); отношение количества эксплантов со сформи­
ровавшимся каллусом относительно общего количества 
эксплантов; скорость формирования каллусной ткани 
(СК, сут) – время образования первых следов каллуса на 
экспланте; жизнеспособность (ЖК, сут) – скорость рас­
пространения мертвой каллусной ткани, окрашенной в 
темно­коричневый цвет. 

Для усиления стрессовой нагрузки в питательную среду 
добавляли NaCl (1 %) (Аминева и др., 2017), позволяю­
щий моделировать не только солевой, но и осмотический 
стресс, схожий по механизму действия с засухой (Игна­
това, 2011). 

Тотальную РНК выделяли из 50 мг ткани первичного 
кал луса с использованием коммерческого набора ZR­Duet 
DNA/RNA MiniPrep (Zymo Research, США), согласно 
при лагаемому протоколу. Реакцию обратной транскрип­
ции проводили с применением обратной транскриптазы 
M­MuLV (Evrogen, Россия) (40 ед.). Анализировали экс­
прессию четырех генов первичных каллусных культур: 
AbaH, LEA, ADC, GapC1. Использовали следующие 
праймеры: AbaH (abscisic acid and water­stress induced 
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protein): F­5ʹ­AGGACAACGTTAATTCTGGCTC­3ʹ, 
R­5ʹ­AATCGGCCTTATAACCAGTGTCG­3ʹ (Voronova 
et al., 2011); LEA (late embryogenesis abundant pro­
tein): F­5ʹ­TCCGCAGAGGTTACAGACATCG­3ʹ, R­5ʹ­
CTATTTGCGCTCAGGAGTCGAA­3ʹ (Vorono va et al., 
2011); ADC (arginine  decarboxylase): F­5ʹ­AGAAATTG 
GGGATGCTGGAT­3ʹ, R­5ʹ­GCCATCACGATTGTATT 
CACC­3ʹ (Vuosku et al., 2006). В качестве референсного 
гена рассматривали GapC1 (glyceraldehyde­3­phosphate 
dehydrogenase): F­5ʹ­ACGGTTTTGGTCGAATTG­3ʹ, R­5ʹ­
CCCACGAGCTCGATATCAT­3ʹ (Voronova et al., 2011). 
К настоящему времени геном сосны обыкновенной пол­
ностью не изучен. Для исследования были взяты именно 
эти гены, так как известно, что в условиях стресса, в том 
числе и при засухе, отмечается изменение их активности 
(Vuosku et al., 2006; Voronova et al., 2011).

В ходе цитогенетических исследований анализировали 
семенное потомство сосны обыкновенной от свободного 
опыления. Семена заготавливали в годы, контрастные по 
погодным условиям: 2011, 2015 – благоприятные; 2010, 
2012, 2014 – различающиеся по типам засух и степени их 
воздействия на генеративную сферу сосны обыкновенной. 
В 2010 г. на территории всего Центрально­Черноземного 
района (ЦЧР) наблюдались весенняя и летняя засухи (Ша­
кина, 2011), сдвинувшие репродуктивные процессы сосны 
на более ранние сроки (Кузнецова, 2012). Засуха 2012 г. 
(весенняя) привела к опаду шишек второго года развития 
на всей территории Воронежской области. В 2014 г. на­
блюдалась поздняя осенняя засуха, в основном оказавшая 
воздействие на вегетативную сферу сосны (пожелтение 
и опад хвои), также способствовавшая раннему раскры­
ванию шишек (Кузнецова, 2015).

Проростки длиной 0.5–1 см фиксировали в спиртово­
уксусной смеси (3:1) в утренние часы. Давленые микро­
препараты изготавливали по методике Л.А. Топильской 
с коллегами (1975), в нашей модификации. Их анализ 
проводили на микроскопе Микмед­5 при увеличении 
40 × 1.5 × 10. Микрофотосъемку осуществляли с помощью 
цифровой камеры окуляра DCM500. Цитогенетический 
анализ семенного потомства проводился для каждого 
дерева отдельно. Просматривали не менее 10 корешков 
проростков с генотипа. Анализировали не менее 100 де­
лящихся клеток корневой меристемы с каждого препарата 
по следующим параметрам: частота и спектр патологий 
митоза (ПМ, %), частота встречаемости клеток с микро­
ядрами (%), митотическая активность (МА, %). Митоти­
ческую активность определяли в 9–10 ч утра (Буторина и 
др., 2002). Для средней полосы России в норме значение 
показателя МА колеблется от 6.0 до 8.7 % (Буторина и 
др., 2001). 

Статистическую обработку данных проводили с по­
мощью программ Statistica и Stadia. Для сравнения вы­
борок по каллусогенной эффективности, экспрессии ге­
нов, а также по МА использовали t­критерий Стьюден­ 
 та. Сравнение выборок по патологиям митоза осуществля­
ли с помощью критерия Ван­дер­Вардена. Разницу между 
сравниваемыми показателями считали достоверной при 
р < 0.05; р < 0.01; р < 0.001. Связь показателей каллусо­
генных реакций и уровня экспрессии генов определяли 
на основе коэффициента корреляции Спирмена (rs). Кор­

реляцию считали отличной от нуля при р < 0.05. Силу 
корреляционной связи выявляли по следующим интерва­
лам значений коэффициента корреляции: от 0.6 до 1.0 – 
высокая, от 0.3 до 0.59 – средняя, от 0 до 0.29 – низкая.

Результаты
В ходе анализа реакции каллусных культур на условия 
культивирования для эксплантов д. 5, 7, 8, 11, 14 форми­
рование каллусной ткани отмечалось на 4–7­е сут, в то 
время как у д. 2, 6, 9, 10, 12 сроки смещены на 10–14­е 
сут (табл. 1). Разница по признаку СК проиллюстриро­
ва на на рис. 1: к 15­м сут культивирования на экспланте 

Table 1. Assessment of callus formation in Scots pine  
stem tissue with regard to source tree genotypes

Tree 
No.

Time of callus 
formation,  
days

Callus forma-
tion frequency, 
%

Callus tissue life, 
days

   1    9.7 ± 0.8 40.0 ± 4.5 12.0 ± 0.6

   2 10.3 ± 0.6 58.3 ± 2.9 12.3 ± 0.7

   3    8.7 ± 0.3 66.5 ± 2.9 15.7 ± 0.3

   4    9.3 ± 0.5 78.3 ± 2.3 11.7 ± 1.5

   5    6.7 ± 0.6 80.0 ± 5.0 17.0 ± 0.9

   6 13.3 ± 0.6 33.3 ± 2.8 11.0 ± 1.0

   7    7.0 ± 0.8 50.0 ± 4.2 10.9 ± 0.9

   8    4.7 ± 0.4 91.8 ± 3.1 23.3 ± 1.5

   9 11.7 ± 0.3 68.9 ± 6.9 11.5 ± 0.3

10 10.3 ± 1.2 33.3 ± 5.6 10.7 ± 0.4

11    5.2 ± 0.9 81.2 ± 6.8 19.8 ± 0.6

12    8.6 ± 0.6 86.3 ± 4.5 16.7 ± 0.3

13 13.6 ± 1.3 41.6 ± 3.2    9.4 ± 0.7

14    5.1 ± 0.4 64.2 ± 3.4    8.8 ± 0.5

Fig.  1. Differences in the speed of in vitro callus tissue formation  
on explants of various Scots pine genotypes (day 15 of cultivation).

tree 6 tree 8
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Fig. 3. Gene expression rates (AbaH, LEA, and ADC) in primary callus tissue 
samples of Scots pine genotypes. 
Difference from tree 6 significant at *р < 0.05.

д. 6  отмечаются лишь следы каллусной ткани, в то время 
как на экспланте д. 8 каллусные клетки активно проли­
ферируют.

Достоверная разница ( р < 0.05) наблюдалась и по при­
знаку ЧК (см. табл. 1). Так, д. 5, 8, 11, 12 имели самые 

высокие значения ЧК, более 80 %: 80.0 ± 5.0; 91.8 ± 3.1; 
81.2 ± 6.8; 86.3 ± 4.5 % соответственно. Для д. 1, 6, 10, 
13 уровень ЧК не превышал значения 50 %: 40.0 ± 4.5; 
33.3 ± 2.8; 33.3 ± 5.6; 41.6 ± 3.2 % соответственно.

Для д. 1, 3, 6, 8, 9, 12 проводили эксперименты в модели­
руемых условиях стресса, определяли уровень экспрессии 
генов стрессовых белков, а также анализировали состо­
яние генеративной сферы в динамике лет (см. табл. 1).

На следующем этапе осуществлялись работы в модели­
руемых условиях засухи, которые обеспечивались за счет 
введения в питательную среду дополнительного стрес­
сового агента – NaCl (1 %). Каллусные культуры трех 
деревьев (д. 3, 8, 12) не реагировали на добавление соли, 
их жизнеспособность оставалась на том же уровне, что и 
в контрольном варианте. Для каллусов д. 1, 6, 9 к 15­м сут 
культивирования отмечалась 100 % некротизация (табл. 2). 
На рис. 2 показана разница в реакции каллусных культур 
д. 8 и д. 9 по признаку жизнеспособности в ответ на за­
соление питательной среды: к 10­м сут культивирования 
каллус д. 8 остается жизнеспособным, каллусная ткань 
д. 9 характеризуется обширными очагами мертвой ткани.

Анализ активности генов показал: уровень экспрессии 
гена AbaH в каллусных культурах деревьев с низкими 
показателями каллусогенной активности был ниже по 
сравнению с остальными (рис. 3). Так, для д. 6 это зна­
чение составило 0.05, тогда как для д. 9 с высокой каллу­
согенной активностью – 1.0. Между уровнем экспрессии 
данного гена и показателем жизнеспособности каллусных 
культур установлена сильная корреляционная связь, в 
том числе и на питательной среде с NaCl (rs = 0.75 и 0.65 
соответственно).

Экспрессия гена LEA повышена у каллусных культур 
д. 1, 6, 9: 0.83 ± 0.07; 1.13 ± 0.06; 1.0 ± 0.5 соответственно. 
Снижение экспрессии гена ADC отмечается для культур 
д. 3 и 8: 0.53 ± 0.6 и 0.22 ± 0.1 соответственно.

Однако данные по уровню экспрессии этих двух генов 
не совпадают с общей тенденцией показателей каллусо­
генных реакций. Между уровнем экспрессии исследуемых 
генов выявили положительную сильную корреляцию 
между LEA и ADC (rs = 0.7). Между генами AbaH и LEA, 
а также AbaH и ADC слабая отрицательная корреляция 
(rs = –0.1 в обоих случаях).

В ходе цитогенетического анализа семенного потом­
ства сосны обыкновенной по частоте патологий митоза 
ни в один год исследования значительных превышений 
нормы не отмечено, только в 2012 г. для потомства д. 6 – 
5.1 ± 2.3 % (табл. 3).

Микроядра (рис. 4) в клетках могут приводить к ци­
тогенетической нестабильности клеточных популяций 
(Ильинских и др., 1988; Буторина и др., 2005). Так, для 
д. 6, частота ПМ которого в 2012 г. составила 5.1 ± 2.3 %, 
доля клеток с микроядрами в эти годы была 0.1 ± 0.07 %. 
Однако для потомства деревьев, чьи показатели частоты 
ПМ были менее 3 % или превышали эту цифру незначи­
тельно, отмечался низкий уровень содержания микроядер: 
д. 3, 8, 12.

За все годы исследований было обнаружено 9 типов 
ПМ: 1 – отставание хромосом в метакинезе; 2 – обособле­
ние хромосом и групп хромосом в метафазе (рис. 5, а); 3 – 
фрагменты хромосом в метафазе и анафазе (см. рис. 5, б ); 

Fig.  2. Reaction of callus cultures of various Scots pine genotypes  
to salination of the nutrient medium with 1 % NaCl (day 10 of cultivation).
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Table 2. Viability of callus cultures from various Scots pine  
genotypes under additional stress load (1 % NaCl)

Genotype Control 1 % NaCl 

   1 11.7 ± 1.2 0

   3 16.4 ± 2.3 15.9 ± 1.8

   6    9.7 ± 1.1 0

   8   22.5 ± 3.1 22.3 ± 2.2

   9 10.7 ± 1.3 0

12 15.5 ± 2.1 14.9 ± 1.6
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Fig. 4. Frequency of cells with micronuclei in Scots pine progeny in weather-contrasting years.
Difference from tree 6 significant at *р < 0.05; **p < 0.001.

а b c d e

Fig. 5.  Mitosis aberration types occurring in root meristem cells of Scots pine: a, separation of a chromosome group in metaphase; 
b, fragments of chromosomes in metaphase; c, d, bridges in anaphase (c, broken bridge) and telophase (d, multiple bridges);  
e, complex aberrations (chromosome fragment + ring chromosome). 

4 – отставание в анафазе; 5 – забегание в анафазе и ме­
та­анафазе; 6 – неравноценное расхождение хромосом в 
анафазе; 7 – мосты в анафазе и телофазе (см. рис. 5, в и 
5, г); 8 – сложные нарушения (см. рис. 5, д); 9 – кольца в 
мета­, ана­, мета­анафазе.

Все типы нарушений митоза были условно разделены 
на группы: хромосомные (тип 3, 7, 9), геномные (тип 1, 2, 

4, 5, 6), сложные (тип 8). Из диаграммы на рис. 6 следует, 
что после осенней засухи 2014 г. уровень хромосомных 
патологий постепенно снижается. Если в потомстве 2010 г. 
уровень структурных нарушений был самый низкий – 
32.2 %, то в 2011 г. (оптимальный по погодным услови­
ям) значение данного показателя возрастает до 83.4 %. 
В последующие годы также наблюдается преобладание 

Table 3. Percentages of abnormal mitoses in the seed progeny of Ostrogozhskaya Scots pine population  
in years contrasting in weather conditions 

Tree  
No.

2010,  
spring  
and summer 
droughts

2011,  
favorable

2012,  
spring  
drought

2014,  
autumn  
drought

2015,  
favorable 

   1 3.8 ± 0.3 1.5 ± 0.4 3.8 ± 0.3 2.5 ± 0.6 1.6 ± 0.6

   3 2.6 ± 0.3 1.5 ± 0.3 2.3 ± 1.6 2.4 ± 0.4 1.2 ± 0.4

   6 3.5 ± 0.4 2.5 ± 0.5 5.1 ± 2.3 3.3 s± 0.9 3.1 ± 1.1

   8 2.7 ± 0.1 0.5 ± 0.3 2.5 ± 1.8 1.7 ± 0.6 1.4 ± 0.5

   9 3.7 ± 0.2 1.9 ± 0.6 3.0 ± 1.3 2.1 ± 0.6 2.4 ± 0.8

12 2.2 ± 0.2 1.4 ± 0.9 3.2 ± 1.4 3.1 ± 0.8 1.5 ± 0.5



E.Yu. Amineva, A.P. Gureev, T.M. Tabatskaya 
O.S. Mashkina, V.N. Popov

20 Вавиловский журнал генетики и селекции / Vavilov Journal of Genetics and Breeding • 2019 • 23 • 1

Genotypic variability of Pinus sylvestris L. 
on the drought-resistance attribute 

хромосомных аберраций: 2012 г. – 70.5 %, 2014 г. – 72.3 %. 
И лишь с 2015 г. отмечается снижение уровня данного 
показателя – 65.6 %. 

В год аномальной летней засухи (2010) наблюдалось 
многократное превышение по показателю МА, причем 
для потомства некоторых деревьев более чем в два раза: 
д. 1, 6, 9 (табл. 4). В 2012 г., оказавшем сильнейшее воз­
действие на генеративную сферу сосны обыкновенной 
по всему ЦЧР, наблюдалось незначительное угнетение 
митотической активности для д. 6 (5.8 ± 1.5 %) и также 
превышение для д. 9 (9.0 ± 1.5 %). В целом в этот и по­
следующие годы показатель МА был в норме (см. табл. 4).

Обсуждение
Эффективность каллусогенеза, в первую очередь, зависит 
от генотипических особенностей исходных растений 
(Murashige, 1962; Лутова, 2010; Кунах, 2011). В связи с 
этим уже на протяжении многих лет ведутся исследова­
ния, свидетельствующие о целесообразности применения 
метода культуры ткани in vitro для изучения устойчивости 
растений к различным стрессовым факторам, в том числе 
и к засухе (Терлецкая и др., 2008; Россеев и др., 2010, 
2016; Егорова, 2011).

Показано, что различия можно наблюдать уже на на­
чальных этапах формирования каллусной ткани (Шести­
братов и др., 2008; Соболева, 2013). Данный факт под­
твержден и нами: сроки появления первых следов каллуса 
в зависимости от исходного генотипа разнятся от 4.7 (д. 8) 
до 13.6 (д. 13) сут. Установлено, что больший уровень ЧК 
характерен для каллусных культур, период формирования 

каллусной ткани которых сдвинут на более ранние сроки,  
и наоборот – деревья, у которых процесс каллусогенеза 
шел позже, характеризовались низким уровнем ЧК. Меж­
ду ЖК и другими показателями существует взаимосвязь: 
экспланты, на которых формирование каллуса происходит 
раньше, характеризуются и более высокими значениями 
по параметрам ЧК, ЖК и наоборот – экспланты, позже 
других формирующие каллусную ткань, имеют низкий 
уровень ЧК и ЖК, что было доказано с помощью корреля­
ционного анализа полученных значений. Выявлена отри­
цательная корреляция средней силы между показателями 
СК и ЖК (rs = –0.57), сильная отрицательная связь – между 
СК и ЧК (rs = –0.64). Сильная положительная корреляция 
отмечалась между ЧК – ЖК (rs = 0.79). 

Одним из индикаторов стрессового состояния растений 
является повышение уровня абсцизовой кислоты (АБК), 
которая, в свою очередь, изменяет экспрессию генетиче­
ских программ в клетках (Яковец, 2009). Известно, что экс­  
прессия гена AbaH в тканях сосны обыкновенной повыша­
ется в результате воздействия на организм обез воживания 
либо высоких концентраций АБК (Voronova et al., 2011). 
Была установлена сильная корреляционная связь между 
уровнем экспрессии данного гена и показателем жиз­
неспособности каллусных культур (rs = 0.75 и rs = 0.65 
в условиях дополнительной стрессовой нагрузки), что 
свидетельствует о целесообразности применения метода 
культуры ткани для индикации стрессоустойчивости де­
ревьев сосны обыкновенной.

Белки­дегидрины семейства LEA при нормальном во­
доснабжении растений обычно синтезируются в заро­
дышах на стадиях позднего эмбриогенеза. В листьях в 
нормальных условиях эти белки не обнаружены, их на­
копление индуцирует АБК, синтезирующаяся в ответ на 
воздействие засухи. Ген ADC отвечает за работу аргинин 
декарбоксилазы, определяющей процесс перехода арги­
нина в полиамины (Yang et al., 2010). Уровень экспрессии 
этих двух генов (LEA и ADC) не совпадает с общей тен­
денцией по показателям каллусогенных реакций исследу­
емых деревьев, причем между AbaH и LEA, а также AbaH 
и ADC отмечается слабая корреляция (rs = –0.1 в обоих  
случаях).

Частота ПМ достоверно отражает уровень повреждений 
ДНК и степень воздействия стрессового фактора на со­
стояние генеративной сферы сосны (Пардаева и др., 2013). 
Рядом исследователей установлено, что в средней полосе 
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Fig. 6. Ranges of mitosis aberrations in Scots pine seed progeny in years 
contrasting in weather conditions. 

Table 4. Mitotic activity (%) in the seed progeny of Scots pine trees in years contrasting in weather conditions

Tree No. 2010, 
spring and summer 
droughts

2011,  
favorable

2012,  
spring drought

2014,  
autumn drought

2015,  
favorable 

   1 18.9 ± 9.8 8.7 ± 0.7 8.7 ± 1.5 6.7 ± 0.4 7.5 ± 0.4

   3 15.5 ± 3.6 8.4 ± 0.6 8.0 ± 1.2 6.4 ± 0.5 7.1 ± 2.1

   6 20.2 ± 4.5 9.4 ± 1.0 5.8 ± 1.5 7.0 ± 0.5 5.8 ± 0.3

   8 11.5 ± 5.5 8.0 ± 0.4 8.1 ± 2.7 6.5 ± 0.3 8.3 ± 1.4

   9 18.7 ± 5.3 8.9 ± 2.1 9.0 ± 1.5 6.6 ± 0.4 8.2 ± 0.6

12 16.7 ± 4.0 8.0 ± 0.4 8.5 ± 2.1 7.2 ± 0.4 6.9 ± 0.4
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России для сосны обыкновенной уровень частоты ПМ в 
норме не должен превышать 5 % (Буторина и др., 2005). 
Ни в один год исследования превышений нормы не отме­
чено. Что касается частоты встречаемости клеток с микро­
ядрами, то их повышенное содержание было характерно 
для потомства деревьев с наибольшим значением частоты 
ПМ: д. 1, 6, 9. Преобладание хромосомных нарушений в 
потомстве 2014 г. можно объяснить действием осенней 
засухи. С 2015 г. отмечается постепенное снижение уровня 
структурных аберраций в потомстве исследуемых деревь­
ев ввиду отсутствия засухи. 

Митотическая активность обусловлена генетическими 
особенностями организма. Кроме того, на ее проявление 
могут оказывать значительное влияние и факторы внеш­
ней среды, причем не всегда происходит снижение уровня 
клеточного деления. В некоторых случаях наблюдается 
его активация (Митрофанов, 1969). Так, в год аномальной 
засухи (2010 г.) наблюдалось многократное превышение 
по данному показателю, причем для потомства некото­
рых деревьев более чем в два раза – 18.9 ± 9.8 % (д. 1), 
20.2 ± 4.5 % (д. 6), 18.7 ± 5.3 % (д. 9). В остальные годы 
ис следова ния значительных нарушений отмечено не было.

Часто стресс приводит к перераспределению энерге­
тических затрат между вегетативной и генеративной сфе­
рами растений (Spiess, 1989; Усманов и др., 2001), т. е. в 
первом случае большая часть ресурсов тратится на защиту 
онтогенеза, а во втором – на поддержание репродуктивной 
функции растения. Результаты проведенных исследований 
подтверждают этот факт.

Часть исследуемых деревьев имела высокие показа те­
ли, согласно результатам, полученным на основе исполь­
зованных методик (д. 3, 8, 12). Так, например, семенное 
потомство д. 8 в год аномальной засухи (2010 г.) характе­
ризуется низким уровнем частоты ПМ (2.7 ± 0.1 %). Доля 
клеток с микроядрами также невысока – 0.05 ± 0.01 %. Что 
касается каллусогенной способности эксплантов данного 
дерева и реакции каллусов на условия культивирования, то 
для него также отмечаются высокие показатели. Первые 
следы каллусной ткани стали появляться уже к 4–5­м сут 
культивирования, показатель частоты каллусогенеза со­
ставил 91.8 ± 3.1 %. Жизнеспособность каллусов д. 8 была 
высокой не только на среде без усиленной стрессовой 
нагрузки (22.5 ± 3.1 сут), но и в моделируемых условиях 
засухи на среде с добавлением NaCl (1 %) – 22.3 ± 2.2 сут.

Для других деревьев (д. 1, 6) были характерны низкие 
показатели цитогенетических параметров и каллусоген­
ных реакций. Так, для д. 6 в 2012 г. (весенняя засуха) 
отмечался высокий уровень ПМ, незначительно превы­
шающий норму в 5 %, – 5.1 ± 2.3 %, доля клеток с микро­
ядрами была также завышенной: 0.1 ± 0.07 %. Формиро­
вание каллуса пришлось на 13­е сут культивирования, 
частота каллусогенеза – 33.3 ± 2.8 %, жизнеспособность 
культур – 11.0 ± 1.0 сут, что в два раза меньше, чем у д. 8. 
В условиях моделируемой засухи, на питательной среде 
с добавлением NaCl (1 %), рост каллусной ткани д. 6 пол­
ностью прекращался, и к 10–15­м сут культивирова ния 
наблюдалась ее 100 % некротизация.

Присутствуют деревья и с высокими показателями 
каллусогенных реакций, но с повышенной частотой ПМ 
и клеток с микроядрами. Например, в семенном потомстве 

д. 9 при частоте каллусогенеза 68.9 ± 6.9 % отмечалась 
высокая частота встречаемости клеток с микроядрами 
(2010 г.) – 0.10 ± 0.01 %.

Заключение
Исходя из вышесказанного, можно сделать вывод, что 
отбор засухоустойчивых растений необходимо вести не 
только по показателям, характеризующим состояние веге­
тативной сферы в условиях засухи, но и учитывая состо­
яние генеративной. С этой целью предлагаем применять 
систему критериев, характеризующих как способность 
самого дерева к выживанию в засушливых условиях на 
основе метода культуры ткани in vitro (скорость форми­
рования и жизнеспособность каллусной ткани, частота 
каллусогенеза), так и состояние его репродуктивной 
системы с помощью цитогенетического анализа семен­
ного потомства (частота патологий митоза, доля клеток с 
микроядрами, митотическая активность). 
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