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Введение
В условиях изменений климата 

и ухудшения окружающей среды 
создание растений с комплекс-
ной устойчивостью к абиотиче-
ским стрессам является особенно 
актуальной и важной частью се-
лекционного процесса. Для по-
вышения стрессоустойчивости 
растений активное применение 
нашли биотехнологические мето-
ды [4, 3]. Разработка методов на 
основе селективных систем in vitro 
позволила проводить испытание 
и  отбор устойчивых форм на кле-
точном уровне. Это дало возмож-
ность создавать новый селекци-
онный материал в более короткий 
период, тем самым сокращая сро-
ки создания высокопродуктивных 
сортов, приспособленных к воз-
делыванию в стрессовых услови-
ях [5]. Использование в качестве 
селективных факторов абиотиче-
ских стрессоров, отличающихся 
широким спектром токсического 
воздействия, позволяет отбирать 
варианты растений с комплекс-
ной стрессоустойчивостью. В этом 
случае данная характеристика мо-
жет оказаться следствием генети-
ческих изменений, но не физиоло-
гической адаптацией. Указанному 
условию отвечают ионы тяжёлых 
металлов (ИТМ), токсичные в сле-
довых количествах, характеризую-
щиеся широким спектром патоло-
гического действия. Однако, как 
правило, ИТМ, действуя совмест-
но с неблагоприятными абиоти-
ческими факторами, усиливают 
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стрессовое давление окружающей 
среды, и тем самым расширяется 
спектр стрессовых поражений рас-
тения. С другой стороны, устой-
чивость к ИТМ может сочетаться 
с устойчивостью к абиотическим 
стрессам, где наиболее агрессив-
ным считается влияние осмоти-
ческого фактора [6, 2]. Поэтому 
целесообразно использовать их 
взаимодействие для отбора устой-
чивых клеточных вариантов. 

Исследования по проведению 
отбора форм сахарной свёклы 
с  устойчивостью к совместно-
му действию ионной токсикации 
и  осмотического стресса отсут-
ствуют. В связи с этим разработка 
условий для построения эффек-
тивных систем in vitro, направлен-
ных на отбор форм, толерантных 
к комплексу стрессовых факторов, 
для использования их в селекции 
является одним из перспективных 
и важных направлений биотехно-
логии растений.

Цель исследований – разрабо-
тать селективные условия in vitro 
для получения форм сахарной 
свёклы с комплексной устойчиво-
стью к ионной токсичности и ос-
мотическому стрессу.

Материалы и методы
Научные исследования вы-

полнены на базе лаборатории 
культуры тканей и молекуляр-
ной биологии ФГБНУ ВНИИСС 
им. А.Л. Мазлумова c использова-
нием биотехнологических методов 
культуры in vitro [9]. В качестве ис-

ходного материала в опытах были 
использованы генотипы сахарной 
свёклы Рамонской селекции.

Культивирование микроклонов 
проводили при 16-часовом фото-
периоде, температуре 23–26 оС, 
освещённости 5 тыс. люкс и влаж-
ности воздуха 70 %. В качестве экс-
плантов использовали микрокло-
ны – зрелые зародыши сахарной 
свёклы. В качестве селективного 
агента к основной среде добавляли 
ацетат кадмия Cd(CH3CO2)2 в раз-
личной концентрации (1–30 мМ), 
маннит (0,25–0,60 M). Ризогенез 
проводили на питательной среде 
с добавлением кадмия и маннита. 

Результаты исследований
Изучение реакции микроклонов 

сахарной свёклы на совместное 
воздействие ионов кадмия и ман-
нита позволило выявить оптималь-
ные дозы селективных агентов для 
отбора устойчивых регенерантов. 
Исследования показали, что при 
невысоких концентрациях манни-
та (0,25 М) и содержании кадмия 
(1–2 мМ) проявлялось действие 
стрессового фактора: у микро-
клонов желтели боковые листья, 	
варьировал прирост высоты от 
14,7 до 22,5 %. Выживаемость при 
этом составила 45–51,2 % (рис. 1).

Количество маннита 0,30 М 
и 1 мМ ионов кадмия вызывало уг-
нетение роста, некрозы, хлорозы 
микроклонов при выживаемости 
25,6–27,1 %. Дальнейшее повыше-
ние содержания как маннита, так 
и кадмия приводило к полной ги-
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бели микроклонов. Вероятно, од-
новременное присутствие стрес-
совых факторов в среде повышало 
жёсткость селективных условий. 
В  основе действия на растения 
токсических свойств кадмия ле-
жит его высокое сродство с клеточ-
ными белками сульфгидрильных 
групп [7]. Это позволило предпо-
ложить, что кадмий, встраиваясь 
в молекулу структурного белка 
или фермента, вызывает замед-
ление клеточного деления, изме-
няет структуру и  проницаемость 
мембран, снижает активность 
ферментов. В результате при взаи
модействии с маннитом усилива-
ются многочисленные изменения 
физиологических процессов, что 
приводит к торможению роста 
и  развития растений, в  конечном 
счёте – к значительному сниже-
нию их продуктивности, а  в  от-
дельных случаях даже к гибели. 

Исследования показали, что оп-
тимальная концентрация селек-
тивной питательной среды для от-
бора микроклонов сахарной свёк
лы к комплексу стрессовых фак-
торов содержит 0,25 М маннита + 
+ 1–2 мМ Cd(CH3CO2)2.

Данная селективная система 
позволила отобрать регенеранты 
в  условиях стресса. После размно-
жения регенерантов при проведе-
нии повторного отбора на иден-
тичных селективных средах была 
выявлена их высокая адаптивная 
способность. Количество выжив-
ших экземпляров варьировало от 
46,15 до 63,6 % (рис. 2).

Прирост высоты у регенеран-
тов с устойчивостью варьировал 
от 12,5 до 22,0 %. У контрольных 
растений он был значительно 
меньше, что в течение 10–25 дней 
приводило к пожелтению листьев, 
некрозу точек роста, а в дальней-
шем  – к гибели микроклонов. 
Возможно, это связано с повыше-
нием концентрации кадмия в сре-
де до определённых критических 
величин, когда клеточная обо-
лочка перестаёт сдерживать поток 
токсичных ионов и металл попа-

Рис. 1. Развитие микроклонов сахарной свёклы на питательных средах 
с различным содержанием маннита (М) и Cd(CH3CO2)2 (мМ):  
1 – 0 М + 0 мМ; 2 – 0,25 М + 1 мМ; 3 – 0,25 М + 2 мМ; 4 – 0,30 М + 1 мМ;  
5 – 0,35 М + 2 мМ

0

10

20

30

40

50

60

70

1 2 3 4

МС Oп
Рис. 2. Количество выживших регенерантов сахарной свёклы (%) при повторном 
отборе в селективных условиях (маннита (М) + Cd(CH3CO2)2 (мМ)): 1 – 0,25 М + 
+ 1 мМ; 2 – 0,25 М + 2 мМ; 3 – 0,30 М + 1 мМ; 4 –0,30 М + 2 мМ

дает в цитозоль клетки [1]. В ци-
тозоле ионы кадмия связываются 
различными хелатирующими со-
единениями, часть из которых в со-
ставе комплексов затем удаляется 
в вакуоль. Ионы кадмия оказывают 
воздействие на белки дегидрины. 
Защитная роль дегидринов состоит 
в предупреждении коагуляции мо-
лекул и поддержании целостности 
клеточных мембран, что становит-
ся особенно актуальным в услови-
ях осмотического стресса. В  связи 
с  этим регенеранты с  устойчиво-
стью к ионам кадмия после повтор-
ного отбора испытывали в услови-
ях моделирования засухи.

Как показали результаты иссле-
дований, устойчивые к ионам кад-
мия регенеранты росли в условиях 
осмотического стресса, проде-

монстрировав высокую толерант-
ность. Выживаемость варьировала 
от 65 до 70 %, что позволило вы-
сказать предположение о систем-
ности адаптационных процессов, 
поддерживающих рост клеток при 
водном стрессе. Для этого исполь-
зовали сублетальные концентра-
ции маннита (0,45 М), которые 
были отобраны нами ранее [8]. 

Отбор регенерантов в селектив-
ных условиях при корнеобразо-
вании показал, что ионы кадмия 
и  маннита оказывают более вы-
раженное ингибирующее дей-
ствие в отношении роста корней, 
чем в  отношении роста надзем-
ных органов. Снижение ацетата 
кадмия до 0,5 мМ, а маннита до 
0,30–0,25  М позволило активизи-
ровать процесс корнеобразования 	

%

%
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до 56–70 % (см. табл.). Контроль-
ные регенеранты корней не имели, 	
но точка роста оставалось зелёной, 
где иногда появлялись мелкие 
единичные корни (рис. 3).

В результате опытов были выяв-
лены оптимальные концентрации 
селективных агентов, содержащих 
ацетатат кадмия – 0,5  мМ, ман-
нит  – 0,25  М, что обеспечивало 
эффективный ризогенез микро-
клонов сахарной свёклы. Это по-
зволило отобрать регенеранты 
сахарной свёклы с устойчивостью 
к осмотическому и ионному стрес-
сам.

Созданный материал хорошо 
адаптировался в условиях закры-
того грунта, показав приживае-
мость 85,2–90,7 % в зависимости 
от генотипа. Растения активно 
развивались и за два-три месяца 
формировали штеклинги (корне-
плоды), масса которых варьирова-
ла от 12,5 до 50,1 г (рис. 4). 

В итоге проделанной работы 
выделен наиболее морфологи-
чески выравненный и устойчи-
вый материал для селекционного 	

Влияние селективных условий на эффективность ризогенеза микроклонов 
сахарной свёклы

Условия отбора
Корнеобразование, %

Контроль МС-2113 О-10

нормальные 80,0 79,0 81,0

0,5 мМ ацетат кадмия 0 60,0 56,0

0,30–0,25 М маннит 0 70,0 68,0

использования. Это свидетель-
ствует о возможности примене-
ния селективной системы in vitro 
при отборе регенерантов сахарной 
свёклы, толерантных к комплексу 
стрессовых факторов.

Заключение
Проведённые исследования поз

волили оптимизировать состав	
селективной питательной сре-
ды для получения регенерантов 
сахарной свёклы с комплекс-
ной устойчивостью к стрессо-
вым факторам в условиях in vitro. 	
Выявлены оптимальные дозы 
совместного действия маннита 
0,25–0,30 М и 1–2 мМ кадмия для 
микроклонов. Двукратный отбор 
в селективных условиях повы-
сил толерантность регенерантов 

к ионному стрессу до 34,7–74,8 %. 
Определены селективные кон-
центрации ацетата кадмия 0,5 мМ 
и маннита 0,25  М для эффектив-
ного ризогенеза микроклонов. 
Отобраны растения сахарной 
свёклы, устойчивые и к осмотиче-
скому стрессу, и к ионной токсич-
ности. Получены штеклинги для 
использования в селекционном 
процессе. Проведение отборов 
в культуре клеток с использова-
нием селективных систем in vitro 
позволит повысить устойчивость 
материала и ускорить селекцион-
ный процесс.
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Аннотация. Выявлены оптимальные дозы совместного действия маннита и кадмия 
для создания регенерантов сахарной свёклы с комплексной устойчивостью 
к стрессовым факторам в условиях in vitro. Двукратный отбор в селективных 
условиях повысил толерантность регенерантов к стрессам. Отобраны регенеранты 
для создания линий с устойчивостью к осмотическому стрессу и ионной 
токсичности.
Ключевые слова: маннит, ацетат кадмия, засуха, стресс, селективная питательная 
среда, сахарная свёкла, микроклоны.
Summary. The optimal doses of the combined action of mannitol and cadmium for 
the creation of sugar beet regenerants with complex resistance to stress factors under 
in vitro conditions have been identified. Double selection under selective conditions 
increased the tolerance of regenerants to stress. Regenerants were selected to create 
lines with resistance to osmotic stress and ionic toxicity.
Keywords: mannitol, cadmium acetate, drought, stress, selective nutrient medium, sugar 
beet, microclones.
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