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Методом клеточной селекции получены каллусные линии мягкой пшеницы с перекрестной устойчивостью к 
метаболитам возбудителя офиоболлезной корневой гнили и водному дефициту. В процессе отбора проведен 
цитологический анализ и проанализирован уровень полиморфизма участков ДНК, фланкированных инвер- 
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В условиях глобальных изменений климата, ко- 

гда на растительный организм действует ряд био- 
тических и абиотических стрессовых факторов, от- 
бор на комплексную устойчивость является осо- 
бенно актуальной и важной частью селекционного 
процесса. Одним из таких методов является кле- 
точная селекция, т.е. отбор желаемых генотипов с 
новыми наследственными признаками на уровне 
культивируемых in vitro клеток в специфических 
условиях. На основе применения методов клеточ- 
ной селекции у пшеницы уже получены растения, 
устойчивые к болезням и различным абиотиче- 
ским стрессам [1-3]. Благодаря общим неспецифи- 
ческим механизмам устойчивости, резистентность 
к одному неблагоприятному фактору может приво- 
дить к повышению устойчивости и к другому [4]. 
Отобранные клеточные линии и растения- 
регенеранты могут проявлять устойчивость к двум 
и более типам стресса, иногда даже не похожих по 
физико-химической природе и за мишенями дейст- 
вия [5]. Следует отметить, что биотехнологические 
подходы получения растений пшеницы с перекре- 
стной и комплексной устойчивостью практически 
не исследованы. 

Нами впервые биотехнологическим путем полу- 
чены сомаклональные линии мягкой пшеницы, ус- 
тойчивые к офиоболлезной корневой гнили (возбу- 
дитель - Gaeumannomyces graminis var. tritici) [6]. 
Для разработки эффективной системы методов, на- 
правленной на получение новых форм пшеницы с 
комплексной устойчивостью к стрессам, у каллус- 
ных линий, резистентных к метаболитам возбуди- 
теля офиоболлеза, была изучена реакция на моде- 
лируемый водный дефицит [7]. Показано, что се- 
лективная система с маннитом более эффективна, 
поскольку обеспечила полную элиминацию чувст- 
вительных клеток и более высокую жизнеспособ- 
ность регенерантов. 

 
Установлено, что стрессовые факторы индуци- 

руют изменчивость и нестабильность генома в 
культуре in vitro, которая проявляются на различ- 
ных уровнях исследований [8]. Особенности цито- 
генетической изменчивости каллусных культур 
пшеницы в процессе получения форм, устойчивых 
к стрессовым факторам, исследованы недостаточ- 
но. Однако цитогенетическая нестабильность при 
культивировании in vitro может приводить как к 
потере устойчивости к стрессорам, так и к сниже- 
нию морфогенетического потенциала [9]. Для по- 
вышения эффективности селекции in vitro и реше- 
ния проблемы управления сомаклональной вариа- 
бельностью, важно понять причины ее возникнове- 
ния и размах. Для этого все шире используют мо- 
лекулярные маркеры, позволяющие выявить гене- 
тические изменения как у клеточных форм, так и 
индуцированных из них растений. Одним из таких 
методов является IRAP ПЦР, который дает воз- 
можность одновременного анализа многих локусов 
в различных участках генома, что особенно важно 
при культивировании in vitro. 

В связи с этим, целью работы было проведение 
селекции in vitro для получения клеточных линий и 
растений-регенерантов мягкой пшеницы, устойчи- 
вых к комплексу стрессовых факторов, в частности 
метаболитам возбудителя офиоболлеза и водному 
дефициту, а также цитологический и молекулярно- 
генетический анализ полученных форм. 

 

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ 
 

Для введения в культуру in vitro использовали 
зрелые семена мягкой пшеницы сорта Зимоярка 
(контроль), а также семена растений R2 регенеран- 
тов, устойчивых к метаболитам возбудителя офио- 
боллеза. Семена проращивали на модифицирован- 
ной питательной среде МС [10] без фитогормонов. 
Культура каллусной ткани была получена из апи- 
кальной меристемы 3-суточных проростков, пред- 

   варительно выращенных в условиях in vitro. Для 
индукции каллуса использовали среду МС, допол- 
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ненную 2,4-Д в концентрации 2,0 мг/л. Экспланты 
культивировали при 26°С в темноте в течение двух 
недель. Затем их переносили на свет и далее выра- 
щивали  при  освещении  3-4  клк,  относительной 
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влажности воздуха 70% и 16-часовом фотопериоде 
еще в течение трех недель. Как селективный агент 
применяли маннит в различных концентрациях – 
0,4, 0,6; 0,8; и 1,0 М, который добавляли к моди- 
фицированной среде МС. Для того чтобы все клет- 
ки подлежали действию осмотика, использовали 
маленькие инокулюмы (не более 10 мг). Каллус 
высаживали в чашки Петри (по 40 в каждой) в 10- 
ти повторностях. После 3 недель культивирования 
оценивали долю живых каллусов. Для индукции 
морфогенеза каллусы переносили на регенераци- 
онную среду МС, дополненную 1 мг/л БАП и 0,5 
мг/л ИУК. После 3 недель культивирования проро- 
стки переносили на модифицированную среду для 
укоренения. Укорененные растения высаживали в 
грунт для получения семенного поколения. 

Цитологический анализ проводили с использо- 
ванием методики давленых препаратов и окраши- 
ванием 2% ацетоорсеином [11]. Цитогенетический 
эффект действия маннита на культуру тканей пше- 
ницы определяли изменением соотношения клеток 
разного уровня плоидности, а также частотой 
структурных перестроек хромосом и аномалий ми- 
тоза. Для изучения уровня плоидности растений- 
регенерантов использовали автоматический анали- 
затор "Partec" (Германия). 

Экстракцию ДНК проводили с помощью СТАБ- 
метода [12] из проростков, листьев растений- 
регенерантов и каллусных тканей. Амплификацию 
осуществляли на приборе «Терцик» фирмы «ДНК- 
Технология». Конечный объем реакционной смеси 
составлял 25 мкл: 10mM TRIS-HCl, 50 mM KCl, 
1,5-2,0 mM хлорида магния, 2 mM каждого дезок- 
синуклеотидтрифосфата (dNTP), 0,2 мкл праймера, 
1 ед. акт. Taq полимеразы и 100 -120 нг исследуе- 
мой ДНК. Амплификация проводилась по следую- 
щей программе: начальная денатурация при 94 °С 5 
мин, 37 циклов (денатурация 94 °С - 30 с, отжиг 55 
°С - 1 мин, элонгация 72 °С - 1,5 мин) и финальная 
элонгация 72 °С 7 мин. В исследованиях были ис- 
пользованы IRAP-праймеры к инвертированным 
LTR-повторам ретротранспозона Cassandra: 5- 
GGTGTGTCCGGGGCGTTACA-3' и 5'- 
ССGGGAGCCCATTCGAAС-3’ [13]. Продукты ам- 
плификации разделяли методом электрофореза в 
2% агарозном геле с добавлением бромистого эти- 
дия. Для оценки размеров продуктов амплифика- 
ции использовали маркер Step Ladder DNA S7025 
(SIGMA). 

Экспериментально полученные данные обраба- 
тывали с помощью методов статистического анали- 
за [14]. 

 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 
 

Для отбора резистентных клеточных линий про- 
водили прямую и ступенчатую клеточную селек- 
цию. Прямую по схеме: 0,8 М маннит (3 пассажа) 
→ основная среда МС (1 пассаж) → 0,8 М маннит 

. 

(2 пассажа) → регенерация и укоренение побегов 
(2 пассажа). Ступенчатая селекция проводилась по 
схеме: 0,4М маннит (1 пассаж) → 0,6 М маннит (1 
пассаж) → 0,8 М маннит (1 пасаж) → основная 
среда МС (1 пассаж) → 0,8 М маннит (2 пассажа) 
→ регенерация и укоренение побегов (2 пассажа). 
Поскольку многие клетки каллуса непосредственно 
не контактируют с селективным агентом, отобран- 
ные формы могут быть смесью измененных клеток 
и клеток дикого типа. Поэтому в своей работе мы 
использовали несколько циклов отбора при кле- 
точной селекции. 

При прямом отборе на средах с сублетальной 
дозой маннита (0,8 М) к концу первого пассажа 
выжило до 42% каллусов, а после трех – от 12,8 до 
31%. После пассажа на контрольной среде без се- 
лективного фактора и проверки роста в селектив- 
ных условиях было выделено от 3 до 11,8% живых 
клонов. Из них получено 12 вариантов, которые ха- 
рактеризовались приростом массы на селективной 
среде и стабильно сохраняли признак устойчивости 
в течение 2 пассажей. 

Наряду с экспериментами по прямому отбору 
каллусов, проводили селекцию на средах с посте- 
пенным повышением концентрации стрессового 
фактора (ступенчатую селекцию). В таблице 1 при- 
ведены данные о динамике выживания каллусов на 
селективных средах с 0,4–1,0 М маннита. Выявле- 
но, что в отличие от контроля, концентрация осмо- 
тика 1М не оказывает летального действия на кал- 
лусные линии, устойчивые к метаболитам возбуди- 
теля офиоболлеза – выживало от 1,3 до 2,8% каллу- 
сов. В целом, при ступенчатом отборе жизнеспо- 
собность клеточных культур оказалась сравнитель- 
но высокой - выжило от 8,8 до 17% культур. В ре- 
зультате селекции выделено 23 варианта, которые 
характеризовались способностью к росту на селек- 
тивной среде с осмотически активным веществом и 
стабильно сохраняли признак устойчивости в тече- 
ние 2 пассажей. Таким образом, ступенчатый отбор 
оказался эффективнее, поскольку в результате его 
применения выделено больше устойчивых каллус- 
ных форм. 

Из выделенных вариантов, способных расти на 
селективных средах с 0,8 М маннита, было получе- 
но 6 устойчивых линий (№ 1см - 6см), которые со- 
храняли морфогенетический потенциал. Следует 
отметить, что из каллусов, полученных путем пря- 
мой селекции, было индуцировано меньше регене- 
рантов,  кроме  того,  часто  наблюдался  ризогенез 
или образовывались побеги, постепенно прекра- 
щающие свой рост. Частота регенерации из устой- 
чивых клеточных линий, полученных путем сту- 
пенчатого отбора, была на уровне 3-9%. Нами  мо- 
дифицирована среда МС, что позволило повысить 
регенерацию до 6-17% (табл. 2). 



1612 

Известия Самарского  научного  центра  Российской  академии  наук.  2013.  Т.  15,  № 3   (5)    

 

 

Таблица 1. Динамика выживания каллусов на селективных средах при ступенчатом отборе 
 

Количество живых калллусов по пассажам, %  
 

Генотип 

 
Количество 
высаженных 
каллусов, шт. 

 
1 

(0,4 М маннита) 

 
3 

(0,8М маннита ) 

6 
(0,8М маннита ) 

7 
(1М маннита ) 

контроль 400 50,0±2,5 24,5±2,1 6,8±1,3 - 
линия 2/9 400 54,0±2,5 37,5±2,4 13,3±1,7 2,0±0,7 
линия 2/13 400 50,5±2,5 28,8±2,3 17,0±1,9 2,8±0,8 
линия 19/6 400 48,5±2,5 23,8±2,0 12,0±1,6 1,5±0,6 
линия 19/7 400 40,8±2,5 18,3±1,9 8,8±1,4 1,3±0,6 

 
Таблица 2. Частота регенерации побегов из устойчивых каллусных линий на среде МС-3/7 

 
 

Каллусная линия Частота 
регенерации, % 

Всего получено 
растений-регенерантов, шт. 

Контроль 33,0±4,7 42 
Линия 1см 11,0± 3,2 11 
Линия  2см 17,0± 3,8 15 
Линия  3см 7,6±3,6 6 
Линия  4см 14,0± 3,2 10 
Линия  5см 8,6±3,6 6 
Линия  6см 6,3±3,3 5 

 

Для стимуляции процессов ризогенеза и массо- 
вого укоренения побегов нами было проанализиро- 
вано несколько вариантов сред с различными регу- 
ляторами роста. В частности, с этой целью была 
испытана среда МС с половинным и полным со- 
держанием макроэлементов, дополненная НУК и 
2,4-Д в концентрации 0,5-3 мг/л. Лучшие результа- 
ты получены на среде МС с половинным содержа- 
нием макроэлементов и НУК в концентрации 1 
мг/л.  Через  15-20  дней  в  такой  среде  получали 
≈50% растений-регенерантов с полноценной кор- 
невой системой. 

Определение стабильности признака устойчиво- 
сти к комплексу стрессовых факторов у получен- 
ных линий проводили, используя разработанную 
нами систему пересадок на питательные среды со 
стрессовыми факторами и без них. Селективные 
среды содержали сублетальные дозы культураль- 
ного фильтрата возбудителя офиоболлеза (50%) и 
маннита 0,8М. Общая схема проверки стабильно- 
сти признака устойчивости была следующей: ус- 
тойчивая каллусная линия → среда МС (1 пассаж) 
→ селективная среда (2 пассажа) → среда МС (1 
пассаж)→ селективная среда (2 пассажа) → среда 
МС. Стабильность проявления признака рези- 
стентности к комплексу стрессовых факторов у по- 
лученных клеточных линий была достаточно высо- 
кой и составляла 57-70%. Признак устойчивости у 
регенерантов был на уровне 46-78%. 

У растений-регенерантов получено первое се- 
менное поколение R1. Для проверки стабильности 
признака устойчивости у растений R1 семена сте- 
рилизовали и проращивали в чашках Петри, со- 
держащих водные растворы 0,8 М маннита и 50% 
КФ  G. graminis  var. tritici.  Контрольный  вариант 

 

содержал дистиллированную воду. Все варианты 
выдерживали трое суток в темноте в  термостате 
при температуре 24-25°С, после чего подсчитывали 
количество проросших семян. Затем чашки перено- 
сили для выращивания в условиях 16-часового фо- 
топериода и температурой 22-24°С. На десятый 
день проводили подсчет сформировавшийся про- 
ростков. Наши исследования показали достаточно 
высокую частоту прорастания семян. У разных ли- 
ний она составляла от 57 до 84% на 3 сутки и от 71 
до 92% на десятые. 

Нами исследован цитологический эффект дей- 
ствия маннита на каллусные линии, устойчивые и 
неустойчивые к метаболитам возбудителя офио- 
боллеза. Показано, что осмотик в низкой концен- 
трации (0,4М) не оказывает выраженного цитоге- 
нетического эффекта на клеточные культуры. В ус- 
ловиях осмотического стресса (0,8М) выявлено: 
конденсацию и фрагментацию ядер, хромосомные 
аберрации в виде хроматидных мостов, слипание 
отдельных хромосом и их клампинг, а также нару- 
шения  веретена  деления  в  виде  многополюсных 
митозов, отставание хромосом, образование микро- 
ядер. Установлено, что при действии сублетальной 
дозы маннита (0,8 М) у неустойчивых линий часто- 
та  аберраций хромосом  увеличивалась почти в 4 
раза (15%), в то время как у устойчивых – только в 
2 раза – до 9%. То есть высокие концентрации 
стрессора имеют выраженный кластогенный эф- 
фект на хромосомный аппарат пшеницы. Наиболее 
выраженным цитогенетическим эффектом действия 
маннита был клампинг хромосом – множественное 
их слипание в виде комков, что делает невозмож- 
ным нормальный цитокинез, приводя к апоптозу. В 
целом,   устойчивые   к   метаболитам   возбудителя 
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офиоболлеза каллусные линии характеризуются 
достоверно более низкой частотой цитологических 
нарушений. Это может быть результатом того, что 
клетки, устойчивы к одному стрессовому фактору, 
проявляют резистентность и к другому стрессору. 

Анализ уровня плоидности 53 регенерантов вы- 
явил среди гексаплоидных растений (2n=42) 9 
анеуплоидных форм. 

Поскольку при относительно длительной адап- 
тации к стрессовому фактору (ступенчатая селек- 
ция) и относительно быстром экстремальном воз- 
действии (прямая  селекция) могут быть задейство- 

ваны разные механизмы формирования адаптации, 
то в нашей работе мы отдельно исследовали поли- 
морфизм ДНК при различных схемах отбора. При 
ступенчатом отборе анализировали каллусы на 
ранних и поздних этапах отбора. Контролем слу- 
жил первичный каллус и каллус 6-го пассажа, ко- 
торый культивировался на среде без селективного 
фактора. 

Полученные результаты (рис. 1) показывают, 
что при ступенчатой селекции в спектрах продук- 
тов амплификации ДНК каллуса наблюдается ис- 
чезновение отдельных амликонов. 

 

 
 

Рис. 1. Спектр продуктов амплификации ДНК при ступенчатой селекции: М – маркер м.м. (Step Ladder DNA 
S7025), 1 – растение-регенерант; 2 – растение R2 сомаклональной линии; 3 – первичный каллус; 4 – каллус 1-го 
пассажа (0,4 М маннита); 5 – каллус 3-го пассажа (0,8 М маннита); 6 – каллус 4-го пассажа на контрольной сре- 
де; 7 – каллус 6-го пассажа (0,8 М манита); 8 – каллус 6-го пассажа на контрольной среде 

 

В частности, на среде с 0,4 М маннита у одной 
из линий отмечено отсутствие ампликона длиной 
581 п.н. На более поздних этапах клеточной селек- 
ции (среда с 0,8 М маннита) наблюдали еще боль- 
шие изменения. Так, у линии № 4 отмечено потерю 
ампликонов длиной 154, 334, 347 и 362 п.н. (рис.1, 
дорожка 7). Отсутствие определенных фрагментов 
в спектрах амплификации было отмечено и у реге- 
нерантов. Так, обнаружено растение, у которого 
отсутствовали ампликоны размером 334 и 347 п.н. 
(рис. 1, дорожка 1). 

 
Следующим этапом исследований было выявле- 

ние полиморфизма ДНК при прямой клеточной се- 
лекции. Для этого анализировали образцы ДНК 
каллуса на ранних (1 пассаж) и поздних (4 пассаж) 
этапах отбора. Показано, что в спектрах продуктов 
амплификации (рис. 2), могут происходить как по- 
тери ампликонов, в частности длиной 221, 552 и 
571 п.н., так и появление нового уникального ам- 
пликона, размером 455 п.н. Следует отметить, что 
данный ампликон обнаружен только в ДНК кал- 
лусных линий, полученных при прямой селекции. 

 

 
 

Рис. 2. Спектр продуктов амплификации ДНК при прямой селекции: М - маркер м. м. (Step Ladder DNA S7025); 
1 – растение-регенерант; 2 - растение R2 сомаклональной линии; 3 - первичный каллус; 4 - контрольный каллус 
4-го пассажа; 5 - каллус 1-го пассажа (0,8 М маннита); 6 - каллус 4-го пассажа (0,8 М маннита) 
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Кроме специфических изменений в спектрах 
продуктов амплификации ДНК, обращает на себя 
внимание тот факт, что при культивировании in 
vitro у всех исследуемых объектов отмечено появ- 
ление относительно высокомолекулярного 
аvпликона длиной около 638 п.н. (рис 1, 2). Это 
может свидетельствовать об активации, и, соответ- 
ственно транспозиции ретротранспозона Сassandra 
в условиях культивирования in vitro. 

Существует мнение, что в культуре in vitro 
клетки, в которых присутствуют активные мобиль- 
ные генетические элементы, генетически более не- 
стабильны чем те, в которых эти участки генома 
неактивны [15]. Согласно полученным данным, мы 
предполагаем, что одним из механизмов адаптации 
к стрессовым условиям является увеличение гене- 
тической нестабильности и соответственно расши- 
рения генетического разнообразия, что в данных 
конкретных условиях проявляется на уровне попу- 
ляций клеток. При клеточной селекции могут про- 
исходить множественные точковые мутации или 
делеции, в частности в сайтах связывания с прай- 
мерами к LTR-повторам ретротранспозона 
Cassandra, которые приводят к исчезновению от- 
дельных ампликонов в спектрах продуктов ампли- 
фикации. 
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ANALYSIS OF OBTAINED FORM 
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Callus lines of wheat with cross-resistance to the pathogen metabolites of ophiobolus root rot and water deficit have 
been received by in vitro selection method. The cytological analysis was carried out during the selection process. The 
polymorphism of DNA loci, flanked by inverted repeats of LTR retrotransposon Cassandra, in cell lines of bread 
wheat, resistant to the metabolites of ophiobolus root rot (G. graminis var. tritici), under osmotic stress and induced 
from them plant-regenerants was analyzed using IRAP-method. 
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