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На селективных средах, содержащих летальные для клеточных культур дозы ка-
тионов Ва2+, отобраны устойчивые линии пшеницы. Барийустойчивые клеточ-
ные линии тестировали в условиях прямого воздействия сульфатно-хлоридного
и сульфатного засолений. Отобранные линии характеризовались комплексной
устойчивостью к обоим типам солевого стресса.
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Потребность в растениях с повышенным уровнем устойчивости к засо-
лению определяет необходимость выдвижения новых идеологий и совер-
шенствования способов их получения. Только такой комплексный под-
ход может обеспечить серьезный прорыв в решении этой научной
задачи.

Среди биотехнологических методов клеточная селекция является
наиболее экологически приоритетной по ряду причин. Во-первых, толь-
ко таким способом на сегодня можно получить некоторые генетически
измененные формы. Во-вторых, замкнутая система in vitro предполагает
контроль над всеми своими составляющими, что исключает непреднаме-
ренное выделение вовне отдельных компонентов либо образующихся
продуктов. В-третьих, клеточные культуры, отобранные таким способом,
могут иметь широкий спектр (комплекс) характеристик, улучшающих
показатели. Растения, регенерированные из них, не будут вызывать не-
доверия.

В то же время как любой научный метод клеточная селекция
имеет ряд ограничений. Особенно это касается ее использования при
отборе форм с повышенным уровнем устойчивости к осмотическим
стрессам [8]. Ранее нами была выдвинута и реализована на практике
идея возможности использования ионов тяжелого металла Ва2+ в кле-
точной селекции для получения солеустойчивых форм растений [4].
Солеустойчивость растений табака, полученных таким способом, бы-
ла сопоставима с уровнем устойчивости природных галофитов [2].
Универсальность подхода доказана с помощью клеточных культур дру-
гих гликофитов.

Повышение уровня солеустойчивости любой сельскохозяйствен-
ной культуры увеличит не только биологическую ценность генотипа, но
и поднимет ее экономическую конкурентоспособность. Особенно это
касается пшеницы. 
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Целью настоящей работы было исследование возможности ис-
пользования метода клеточной селекции пшеницы с катионами бария
для отбора солеустойчивых клеточных линий пшеницы.

Методика

Объектом исследования были клеточные культуры пшеницы сортов Зо-
лотоколосая и Володарка (селекции Института физиологии растений и
генетики НАН Украины). Культуры были инициированы и до момента
исследования выращивались на агаризованной среде В5 Гамборга [10].
Селективные условия создавали, прибавляя катионы Ва2+ в концентра-
ции, летальной для клеточных культур дикого типа [4]. Устойчивые кле-
точные линии получали в результате клеточной селекции с использова-
нием «плейтинга» оптимизированной суспензионной культуры клеток в
селективные условия. Такой подход является классическим способом от-
бора генетически измененных единичных клеток [1, 5, 6]. Устойчивые
клетки формировали микроколонии, прораставшие через поверхност-
ный слой среды. Этот процесс длился в течение 45—55 сут. Частота вы-
деления колоний не превышала 10-6, что соответствовало частоте гене-
тически измененных форм [1, 3, 5]. Образовавшиеся колонии
переносили на свежую селективную среду, на которой продолжали пас-
сирование в течение 2—3 пассажей для наращивания биомассы каллю-
са; продолжительность отдельного пассажа составляла 30—35 сут. (В ка-
честве альтернативы для ускорения клеточного роста барийустойчивые
варианты культивировали на контрольной среде В5.). Для определения
солеустойчивости каллюсную массу пассировали на среды с добавле-
нием 20 г/л солей морской воды либо сульфата натрия. Активность жиз-
недеятельности оценивали, определяя относительный прирост свежей
биомассы (m):

m = (mк — mи)/mи,

где mи — исходная масса культуры в начале пассажа; mк — масса куль-
туры в конце пассажа.

Этот показатель традиционно используется в клеточной селекции
[1, 3, 11].

Результаты и обсуждение

Методом клеточной селекции с использованием катионов бария были
получены устойчивые клеточные линии пшеницы. Клеточной линией
принято считать потомство единичной генетически измененной клетки
[3, 11]. На рис. 1 изображены микроколонии, каждая из которых пред-
ставляет собой отдельную клеточную линию. Всего было получено шесть
клеточных линий генотипа Золотоколосая и три относящихся к геноти-
пу Володарка. Все они оказались устойчивыми к летальной дозе катио-
нов бария. Более того, несколько линий генотипа Золотоколосая отли-
чалось устойчивостью к 1,5-кратной летальной дозе стрессора. Этот
факт дополнительно подтвердил генетический базис их характеристик.

Известно, что токсичность катионов Ва2+ сопряжена с их действи-
ем на перемещение катионов К+ [9, 12]. В отдельных случаях при нали-
чии катионов Ва2+ уменьшались поглощение Na+ и выброс K+ [13]. В то
же время отрицательное действие засоления проявляется в критической
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утере катионов К+, вызывающей
ингибирование роста клеточных
культур [6]. Поэтому барийус-
тойчивые клеточные линии тес-
тировали в условиях прямого
действия сульфатно-хлоридного
(соли морской воды) и сульфат-
ного засолений.

Отобранные на среде с
катионами тяжелого металла ба-
рия линии демонстрировали ус-
тойчивый рост при засолении
любого типа. На рис. 2 зафикси-
рованы результаты культивиро-
вания барийустойчивой линии
на селективных средах, содержа-
щих катионы Ва2+ (см. рис. 2, а)
и соли морской воды (см. рис. 2,
б). Аналогичные показатели по-
лучены в случае выращивания
культур при наличии сульфата натрия. При этом внешний вид нараста-
ющей каллюсной массы устойчивых линий соответствовал стандартным
показателям нормы, т.е. не образовывал потемневших участков, обычно
указывающих на аккумуляцию полифенолов вследствие солевого стрес-
са [1, 7].

В то же время темп роста барийустойчивых клеточных линий на
солевом фоне был различным. В одном случае варианты росли активнее
в условиях действия комплекса солей (соли морской воды), в другом —
наблюдали большее нарастание при наличии Na2SO4. Мы не склонны
относить эти события на счет токсического воздействия. По нашему
мнению, таким образом могли проявляться индивидуальные особеннос-
ти метаболизма, возможно одновременная реализация нескольких за-
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Рис. 1. Микроколонии (клеточные линии)
пшеницы после выделения 

Рис. 2. Барийустойчивая клеточная линия пшеницы, растущая на селективных средах с до-
бавлением катионов Ва2+ (а) и солей морской воды (б)

а б



щитных механизмов [2]. Реальность такого события при клеточной се-
лекции отмечал Малига еще в 1984 г. [11]. О стабильном развитии куль-
туры свидетельствовал относительный прирост массы сырого вещества
(m), представленный в таблице. Однако следует отметить, что параметр
m при его объективности отражает физиологическое состояние клеточ-
ной культуры на момент анализа и может варьировать со временем.
Именно поэтому после ротации сред культивирования мы регулярно
проводили данные измерения.

Таким образом, барийустойчивые клеточные линии пшеницы про-
являли комплексную стрессоустойчивость к обоим типам солевого
стресса. Клеточная селекция с использованием катионов тяжелого ме-
талла бария может служить надежным базисом при отборе клеточных
линий пшеницы, устойчивых к летальному засолению.
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линия (УКЛ) Нормальные
условия, среда

В5

В5 + Ва2+ В5 + соли
морской воды

В5 + сульфат
натрия

Золотоколосая

УКЛ № 2 1,53±0,09 1,39±0,18 0,34±0,07 0,09±0,01

УКЛ № 3 0,73±0,15 0,54±0,10 0,22±0,02 0,33±0,02

Володарка

УКЛ № 2 0,44±0,09 0,36±0,03 0,12±0,04 0,15±0,02



12. Rubio F., Nieves-Cordones M., Aleman F., Martinez V. Relative contribution of AtHAK5 and
AtHAK1 to K+ uptake in the high affinity range of concentrations // Physiol. Plant. — 2008. —
134. — P. 598—608.

13. Wang D.-M., Zhang J.-L., Flowers T.J. Low affinity Na+ uptake in the halophyte Suaeda mari-
tima // Plant Physiol. — 2007. — 145. — P. 559—571.

Получено 20.01.2017

КЛІТИННА СЕЛЕКЦІЯ З ВИКОРИСТАННЯМ КАТІОНІВ Ва2+ ДЛЯ ДОБОРУ
СОЛЕСТІЙКИХ ЛІНІЙ ПШЕНИЦІ
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На селективних середовищах, які містили летальні для клітинних культур дози катіонів
Ва2+, відібрані стійкі лінії пшениці. Барійстійкі клітинні лінії тестували за умов прямої дії
сульфатно-хлоридного та сульфатного засолень. Відібрані лінії характеризувались ком-
плексною стійкістю до обох типів сольового стресу.

CELL SELECTION WITH Ba2+ CATIONS FOR OBTAINING SALT RESISTANT WHEAT
LINES

L.E. Sergeeva, L.I. Bronnikova

Institute of Plant Physiology and Genetics, National Academy of Sciences of Ukraine
31/17 Vasylkivska St., Kyiv, 03022, Ukraine

Ba-resistant wheat cell lines were obtained on selective media with the addition Ba2+ cations at
lethal for cell cultures doses. Those variants were tested under stress pressure of sulfate-chloride
and sulfate salinities. Cell lines challenged both types of salt stresses.

Key words: wheat, cell selection, Ba2+ cations, salt resistance.
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