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введение

Процесс культивирования растительной 
ткани in vitro на искусственных питательных 
средах служит источником разного рода из-
менений, многие из которых наследуются в 
потомстве растений-регенерантов, т. е. ведут 
к появлению новых форм – сомаклонов. На-
личие полезных мутаций среди сомаклонов 
позволяет использовать сомаклональную 
изменчивость для создания новых сортов рас-
тений, в том числе устойчивых к стрессовым 
факторам [1]. Для отбора устойчивых форм 
используются селективные среды, которые, 
имитируя естественные стрессовые условия, 
обеспечивают экспрессию признака устойчи-
вости и дают возможность отбирать нужные 
варианты с последующей регенерацией фер-
тильных растений. Сомаклональная изменчи-
вость находит всё более широкое применение 
в селекции зерновых культур [2, 3].

Известно, что частота сомаклональных 
вариантов среди растений-регенерантов из 
каллусных тканей возрастает с увеличением 
продолжительности культивирования [1, 3]. 
Однако с увеличением периода культивирова-
ния каллусная ткань теряет свою способность 
к морфогенезу и регенерации, благодаря чему 
возможность получить ценные в селекционном 
отношении растения-регенеранты сводится  
к минимуму. Для увеличения выхода растений-
регенерантов в результате клеточной селекции 
необходимы исследования, направленные на 
повышение морфогенетического потенциала 
каллусной ткани, в том числе в стрессовых 
условиях селективных систем. 

К числу специфических сигналов, способ-
ных индуцировать начало морфогенетических 
превращений в культуре in vitro, относятся 
фитогормоны, возможности применения кото-
рых могут быть расширены за счет вовлечения  
в процесс регенерации растений микробного 
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потенциала фитогормональных воздействий. 
К настоящему времени в литературе накопле-
но немало фактов, свидетельствующих о вли-
янии на формирование морфогенетических 
структур in vitro как микробных метаболи-
тов, так и непосредственно микробных кле-
ток. Так, в ряде работ, посвящённых вопросам 
клеточной селекции злаков на устойчивость  
к фитотоксинам, отмечалось, что добавление 
в культуральные среды в низких дозах неочи-
щенных фильтратов культуральной жидкости 
(КЖ) фитопатогенных грибов B. sorokiniana 
[2, 4], Septoria tritici, Pseudocelcos polella her-
potrichoides [5], сопровождалось морфорегу-
ляторными эффектами. Инфицирование кал-
лусов мягкой пшеницы возбудителем твёрдой 
головни Tilletia caries инициировало у них ри-
зогенез [6], что авторы связывают со способ-
ностью гриба продуцировать ауксины. Сти-
мулирующее действие на регенерационные 
процессы культуры ткани табака и пшеницы 
были способны оказывать представители са-
протрофных бактерий рода Klebsiella (K. tetti-
gena и K. planticola), а также отдельные штам-
мы условно патогенных бактерий (K. ozaenae, 
K. pneumonitae, K. oxytoca, K. rhinoscleromatis) 
[7]. Неспецифический токсин, выделенный 
из Pseudomonas syringae, стимулировал про-
цесс закладки корней и побегов у эмбриои-
дов пшеницы и тем самым увеличивал выход 
числа растений-регенерантов [8]. В послед-
нее десятилетие было показано, что стимуля-
ции роста и морфогенеза растений in vitro мо-
гут способствовать облигатные метилотрофные 
бактерии Methylovorus mays [9] и метанотроф 
Methylomonas methanica [10], имеющие с рас-
тениями тесные симбиотические отношения, 
благодаря функционированию «метанольного 
цикла», т. е. образованию и выделению расте-
ниями метанола, который используется аэроб-
ными метилобактериями как источник угле-
рода и энергии [11].

Данные о влиянии факультативных 
метилотрофов – бактерий рода Methylobacte-
rium на рост и регенерацию растений in vitro 
в доступной нам литературе отсутствуют, хотя 
сообщалось об обнаружении у представителей 
этого рода способности к синтезу цитокини-
нов [12], а у вида M. mesophylicum показано 
образование зеатина/зеатинрибозида [13]  
и ауксинов [14]. 

Целью данной работы было изучение вли-
яния искусственной бактеризации каллусов 
ячменя факультативными метилотрофными 
бактериями на морфогенетические процессы 
в условиях стресса, обусловленного токсично-

стью ионов алюминия, а также на биохимиче-
ские показатели полученных в ассоциациях  
с бактериями растений-регенерантов. 

Методика

Каллусные культуры. Объектом для экс-
плантации служили сорта ячменя (Hordeum 
vulgare L.) 1457-96, 781-04, 999-93 и гибрид-
ная комбинации Дуэт×Биос, выращенные 
в полевых условиях. В качестве эксплантов 
для индукции каллуса использовали незрелые 
зародыши на 12-15-е сутки после цветения, 
помещая их на питательную среду MС [15], 
содержащую 30 г/л сахарозы. Для получения 
каллусной ткани в питательную среду вводи-
ли 2 мг/л дихлорфеноксиуксусной кислоты 
(2,4-Д), для пролиферации полученного кал-
луса содержание 2,4-D в среде снижали до  
1 мг/л, для регенерации из каллуса растений  
в среду добавляли 0,1 мг/л гибберелловой кис-
лоты (ГК), 1 мг/л кинетина, 0,5 мг/л индолил-
3-уксусной кислоты (ИУК). 

При отборе линий, устойчивых к токси-
ческому действию алюминия, селективные 
условия создавали добавлением в питатель-
ную среду сульфата алюминия в количестве, 
обеспечивающем концентрации 20 и 40 мг/л 
ионов А13+, рН 3,8-4,0. Каллус выращивали 
при температуре 20–24°С, 16-часовом фото-
периоде и освещенности 8000 лк.

Морфологические характеристики каллу-
сов (наличие морфогенных очагов, ризоидов 
и пр.) и их совместных культур с метилотроф-
ными бактериями оценивали на 21 сутки после 
бактеризации. 

Бактериальные культуры. Для бактериза-
ции каллуса использовали природные изоляты 
розовоокрашенных факультативных метило-
трофных (РОФМ) бактерий, выделенные из 
растений тритикале (шт. Тр 4, Тр 2), овса (шт. 
3-536, 3-543) и ячменя (шт. 2-549) на агари-
зованной среде Канеда, содержащей (г/л): 
KH

2
PO

4
 – 2; (NH

4
)SО

4 
– 2; MgSO

4
 7H

2
O – 

0,125; NaCl – 0,5; FeSO
4
 7H

2
O – 0,002; дрож-

жевой автолизат – 0.1; метанол 1% (об./об.). 
По совокупности общепринятых фенотипи-
ческих показателей и данных о нуклеотидных 
последовательностях генов 16S рРНК и mxaF, 
(кодирующего большую субъединицу мета-
нолдегидрогеназы) [16], все культуры были 
идентифицированы как Methylobacterium 
mesophylicum. 

Количественное определение индоли-
луксусной кислоты (ИУК) в жидких метабо-
литах бактерий проводили методом высоко-
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эффективной жидкостной хроматографии 
(ВЭЖХ) на приборе фирмы Shimadzu (модель 
LC- 20AD), снабжённом ультрафиолетовым 
детектором, при 280 нм. В качестве элюента ис-
пользовали смесь вода-ацетонитрил-уксусная 
кислота в соотношении 83:17:0.2 (об) [17]. 
Скорость подачи элюента 0.9 мл/мин, темпе-
ратура колонки 33°. В качестве стандарта ис-
пользовали ИУК («Fluca», Швейцария). 

Цитокининовую активность разбавлен-
ных водой (1:200) культуральных жидкостей 
бактерий определяли с помощью биотеста, 
основанного на сохранении хлорофилла  
в листовых сегментах 10-суточных пророст-
ков ячменя (сорт Фермер) под действием 
цитокининов [18]. Гиббереллиновую актив-
ность – с использованием биотеста, осно-
ванного на определении величины прироста 
гипокотиля проросших семян салата (Lactuca 
sativa L.) сорта Московский парниковый под 
действием ГК [19].

Бактерии для инокуляции выращивали 
в жидкой среде приведённого выше состава 
в течение 5 суток на качалке (180 об/мин) до 
плотности суспензии 107 кл./мл. Инокулиро-
вали каллусы ячменя, нанося культуру бакте-
рий стерильной кисточкой на всю поверхность 
каллуса. Опыты проводили в 20-кратной по-
вторности. 

Для количественной оценки колониза-
ции метилобактериями каллусной ткани и 
интактных растений ячменя использовали 
спонтанный антибиотикорезистентный мутант 
M. mesophylicum Тр4 str+.

Условия выращивания растений-ре-
генерантов. Полученные в ассоциациях 
с метилотрофными бактериями в контроль-
ных и селективных условиях растения-
регенеранты высаживали в вегетационные 
сосуды, наполненные смесью из почвы, песка 
и торфа в равных объёмах и выращивали до 
получения семенного потомства в климатиче-
ской камере «Ilka» (Германия) со следующим 
режимом: температура днем 20–22°С, ночью 
16–18°С, фотопериод 16 часов. Контролем 
служили одновозрастные растения, полу-
ченные из каллуса ячменя, не подвергнутого 
бактеризации.

Определение биохимических показате-
лей проводили, отбирая смешанные пробы 
листьев от 2-3 растений в фазы трубкования, 
цветения и молочной спелости. Интенсив-
ность перекисного окисления липидов (ПОЛ) 
анализировали по цветной реакции тиобарби-
туровой кислоты с малоновым диальдегидом 
(МДА), образующимся в процессе ПОЛ [20]. 

Антоцианы экстрагировали из листьев 1% 
раствором соляной кислоты. Количественное 
определение антоцианов проводили в соот-
ветствии с методикой [21] при 510 и 657 нм. 
Аскорбиновую кислоту выделяли из расти-
тельных тканей растворами метафосфорной 
кислоты и ортофосфата натрия. Содержание 
аскорбиновой кислоты в центрифугате опреде-
ляли спектрофотометрически при длине волны 
265 нм [22].

Статистическую обработку данных про-
водили стандартными методами с помощью 
встроенного статистического пакета EXEL 
(MS Office 2007).

Результаты и обсуждение

Регенерационные процессы начинались  
в каллусной ткани ячменя после первого пас-
сажа, когда в составе питательной среды вдвое 
снижали содержание 2,4-Д – дедифференци-
рующего фактора. В неорганизованной массе 
клеток появлялись организованные структу- 
ры – морфогенные очаги, частота возникно-
вения которых сильно варьировала в зависи-
мости от генотипа донорного растения. Чаще 
всего это были монополярные структуры, раз-
вивающиеся в последующих пассажах по ти- 
пу стеблевого или корневого морфогенеза  
(рис. 1 а и б). Если в первом случае за стебле-
вым морфогенезом следовал корневой, и фор-
мировались растения-регенеранты, то во вто-
ром случае получить растения-регенеранты, 
как правило, не удавалось. Реже в каллусной 
ткани наблюдали формирование биполярных 
зародышеподобных структур, из которых 
одновременно развивались побеги и корни  
(рис. 1 в). Часть регенерантов, получаемых от 
различных исходных генотипов, представляла 
собой полностью или частично бесхлорофиль-
ные растения (рис. 1 г), которые, как сооб-
щалось в литературе, появляются в культуре 
ткани злаков вследствие делеции части хлоро-
пластной ДНК [23] или её инактивации транс-
позонами [24]. Вторичная дифференцировка 
каллусных клеток не всегда заканчивалась 
морфогенезом и регенерацией растений. Ино-
гда каллусная ткань претерпевала нормальный 
цикл развития, старела и некротизировалась 
без признаков морфогенеза (рис. 1 д). В отдель-
ных случаях каллусная ткань сильно разраста-
лась, увеличиваясь в объёме, но не переходила  
к вторичной дифференцировке, по-видимому, 
превращаясь в опухолевую (рис. 1 е). 

Непредсказуемость направления и ре-
зультатов морфогенеза in vitro осложнялась 
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при увеличении общей продолжительности 
культивирования снижением морфогенети-
ческой компетентности каллусных клеток. 
Утрата клетками компетентности в процессе 
старения каллуса цитологически проявляется 
в увеличении степени конденсации хроматина 
в ядрах, перераспределением в нём транскрип-
ционной активности [25], сопровождаемой по-
терей синтеза рибосомальной РНК в ядрышках  
[2, 26]. Однако компетентность клетки не свя-
зана с изменениями базовой структуры ДНК, 
и поэтому может быть необходимым образом 
модифицирована, например, путём изменения 
количественного соотношения эндогенных 
ауксинов и цитокининов. 

Для выяснения возможности ассоцииро-
ванных с растениями РОФМ бактерий высту-
пать в качестве продуцентов и поставщиков  
в каллусную ткань фитогормонов из различ-
ных растительных субстратов были выделены 
в чистую культуру более 30 штаммов. После-
дующий скрининг изолятов по способности к 
биосинтезу фитогормонов позволил выявить 
перспективные в этом отношении культуры 
M. mesophilicum из растений тритикале (шт. 

Тр 4, Тр 2), овса (шт. 3-536, 3-543) и ячменя 
(шт. 2-549). Методом ВЭЖХ установлена 
способность этих бактерий к биосинтезу  
из триптофана ИУК, в количествах 1,45– 
8,63 мкг/мл (табл. 1). Наряду с биосинтезом 
ауксинов у изолятов M. mesophilicum 3-543, 
3-536, Тр4 и 2-549 методом биотестов уста-
новлена цитокининовая активность, а у изо-
лятов M. mesophilicum 2-549, 3-536, 3-543 – 
гиббереллиновая активность культуральной 
жидкости. 

Экспериментальные бактериально-рас-
тительные ассоциации для выяснения воз-
можности повышения регенерационной 
способности ячменного каллуса в кислых 
селективных системах с 40 мг/л ионов алю-
миния, были созданы на основе генотипов яч-
меня 1457-96 и 781-04. Количество растений-
регенерантов, индуцированных генотипами 
1457-96 и 781-04 в селективных условиях при 
бактеризации каллусной культуры штаммами 
M. mesophylicum 2-549, 3-543, Тр 2, существен-
но превышало частоту регенерации растений  
в контроле без бактеризации, тогда как в опти-
мальных по кислотности условиях, положи-

Рис. 1. Различные типы морфогенеза в каллусной культуре ячменя 781-04: а – стеблевой морфогенез, 
б – корневой морфогенез (ризогенез), в – стеблевой и корневой морфогенез одновременно,

г – альбино-вариант стеблевого морфогенеза, д – каллусная культура в стационарной фазе роста 
(неморфогенный каллус), е – превращение каллуса в опухолевую ткань (способна расти на среде

без гормонов).
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тельный эффект от бактеризации наблюдался 
только для штаммов 3-543 и Тр 2 и только в 
отношении одного сорта 1457-96 (рис. 2).

Положительные результаты тестирова-
ния на наличие метилотрофных бактерий в 
клетках каллуса (107–108 КОЕ/г), а также 
в листьях растений – регенерантов (102–
104 КОЕ/г), позволяют говорить о формирова-
нии устойчивых ассоциаций M. mesophylicum 
с растениями ячменя и о возможном влиянии 
на рост и морфогенез растений посредством 
микробных метаболитов.

Под воздействием бактеризации изменя-
лось также соотношение количества каллус-

ных линий, реализующих в процессе вторич-
ной дифференцировки стеблевой, корневой 
и одновременно стеблевой и корневой типы 
морфогенеза. Так, в результате бактеризации 
штаммами M. mesophylicum Тр 2, 3-543, 2-549 
каллусных культур, индуцированных тремя 
различными генотипами ячменя на кислых се-
лективных средах с 20 мг/л ионов алюминия, 
доля морфогенных каллусов в селективных 
условиях была в большинстве случаев выше, 
чем в контроле без бактерий (табл. 2).

От генотипов ячменей Дуэт×Биос и 781-04 
количество каллусов, реализующих одновре-
менно стеблевой и корневой тип морфогенеза, 
под влиянием M. mesophylicum 3-543 увеличи-
лось на 20% по сравнению с контролем без ино-
куляции. При этом сократилось на 19 и 11% 
соответственно количество каллусных культур 
с полным отсутствием морфогенных очагов. 
Бактеризация штаммом M. mesophylicum 2-549 
привела к возрастанию частоты морфогенеза 
по стеблевому (на 7%) и стеблевому и корне-
вому типу одновременно (на 18%) в каллусной 
культуре ячменя 999-93. 

Из плотных морфогенных участков бак-
теризированных и исходных каллусов раз-
вивались зелёные листообразные структуры 
(инициалии), а спустя 2-3 недели формиро-
вались растения-регенеранты, которые были 
высажены в почву для дальнейшего сравни-
тельного изучения. В условиях искусственно-
го климата у растений-регенерантов опреде-
ляли некоторые биохимические показатели, 
тестирующие степень проявления симптомов 
окислительного стресса. 

Оценка степени окислительных повреж-
дений по накоплению в листьях МДА пока-
зала, что ассоциированные с M. mesophylicum 
3-543 регенерантные линии ячменя 781-04 
характеризовались более низкой (33,8± 
1,51 нмоль МДА/г) интенсивностью ПОЛ 
по сравнению с исходными регенерантными 
линиями (53,06±5,25 нмоль МДА/г) без бак-
теризации (рис. 3). На первом этапе развития 

Таблица 1
Продуцирование регуляторов роста растений природными изолятами метилотрофных бактерий

Источник 
выделения

Штамм
Биосинтез, мкг/мл

ИУК Цитокинины
Гибберелловая 

кислота
Листья ячменя 2-549 8,63 0,50 0,15

Листья овса
3-536 5,68 0,39 0,11
3-543 6,45 0,55 0,14

Листья тритикале
Тр 4 1,45 0,08 0
Тр 2 6,50 0 0

Рис. 2. Количество растений-регенерантов, 
индуцированных в каллусной культуре 

ячменя сортами 1457-96 (1) и 781-04 (2), 
при инокуляции различными штаммами 

метилотрофных бактерий в контрольных (А)  
и селективных (Б) условиях.
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растений (до наступления фазы цветения) 
содержание МДА в листьях ассоциированных 
с бактериями регенерантов, подвергнутых 
стрессовым воздействиям в селективных си-
стемах (33,6±1,57 и 39,3±0,75 нмоль МДА/г), 
превосходило содержание МДА в листьях 
регенерантов, полученных в контрольных 
условиях (30,7±0,67 нмоль МДА/г), а в даль-
нейшем – достоверно ему уступало (рис. 4 А). 
Более низкий уровень накопления МДА (от 
14,3±1,02 до 28,6±0,68 нмоль МДА/г) на по-
следующих этапах развития стрессированных 
в культуре ткани растений может свидетель-
ствовать в пользу меньшей интенсивности 
окислительного стресса, испытываемого реге-
нерантами, ассоциированными с бактериями и 
позволяет говорить об антистрессовом эффекте 
микробно-растительного взаимодействия. 

Содержание в листьях аскорбиновой кис-
лоты – многофункционального соединения с 
антиоксидантным действием – у регенерантов, 

индуцированных бактеризированным каллу-
сом в контрольных условиях, напротив, было, 
существенно выше (3,83±0,129 мг/г), чем у ре-
генерантов без бактеризации (2,40±0,18 мг/г) 
(рис. 3). А у регенерантов, ассоциированных 
с бактериями in vitro в селективных условиях, 
содержание аскорбиновой кислоты в листьях 
(2,21±0,104 и 2,61±0,116 мг/г мг/г) уступало 
контролю почти на всём протяжении вегета-
ции (рис. 4 В), но практически не отличалось 
от исходного уровня аскорбиновой кислоты, 
обнаруженного в листьях не ассоциированных 
с бактериями растений (рис. 3).

Определение содержания в листьях ан-
тоцианов – пигментов группы флавоноидов, 
также играющих роль низкомолекулярных 
антиоксидантов [27], показало, что их содер-
жание у растений-регенерантов при бактери-
зации каллуса в контрольных условиях су-
щественно ниже (0,083±0,013%), чем в ли-
стьях исходных небактеризированных расте-
ний (0,120±0,04%). Содержание антоцианов 
в листьях растений, полученных из каллуса, 
бактеризированного в условиях стресса, обу-
словленного токсичностью 20 мг/л ионов алю-
миния (0,119±0,021%), достигало в процессе 
вегетации уровня исходных растений (рис. 3).  
В случае бактеризации каллуса, подвергнуто-
го алюминиевому стрессу более высокой ин-
тенсивности – 40 мг/л, повышения уровня 
антоцианов в листьях индуцированных им 
растений-регенерантов на протяжении все-
го периода вегетации не выявлено (рис.4 Б).

Таким образом, в результате проведённых 
исследований показано, что в кислых селек-
тивных системах с алюминием искусствен-
ные микробно-растительные ассоциации на 
основе природных изолятов M. mesophylicum 
не только морфогенетически более активны, 
чем каллусные культуры, лишённые микроб-
ного компонента, но и способствуют регене-
рации растений, у которых симптомы окис-
лительного стресса, тестируемые по интен-
сивности ПОЛ и содержанию в листьях низ-
комолекулярных антиоксидантов, выраже-
ны в меньшей степени, чем у исходных расте-
ний. Совместное культивирование каллусной 
ткани с бактериями M. mesophylicum, способ-
ными продуцировать регуляторы роста расте-
ний, может стать одним из возможных путей 
управления морфогенезом и процессами ре-
генерации ячменя in vitro, что позволит полу-
чать растения-регенеранты с целевыми при-
знаками в количествах, соответствующих за-
дачам практической селекции. Дополнитель-
ным преимуществом искусственной бактери-
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Рис. 3. Содержание МДА и низкомолекулярных 
антиоксидантов в листьях растений-

регенерантов, индуцированных в каллусной 
культуре ячменя 781-04 в контроле без 

бактеризации (1), при бактеризации M. meso-
phylicum 3-543: на среде без селективных агентов 
(2), на среде с 40 мг/л Аl (3), на среде с 20 мг/л 

Аl (4).
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зации каллусной ткани может явиться повы-
шение стрессоустойчивости ассоциированных  
с M. mesophylicum растений-регенерантов за 
счёт положительных микробно-растительных 
эффектов взаимодействия.
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Рис. 4. Содержание МДА (А), антоцианов 
(Б) и аскорбиновой кислоты (В) в листьях 

растений-регенерантов, индуцированных при 
бактеризации M. mesophylicum 3-543 в каллусной 

культуре ячменя 781-04 на контрольной среде 
(а), на среде с 40 мг/л ионов алюминия (б),  
на среде с 20 мг/л ионов алюминия (в) по 

фазам развития растений: 1 – трубкование, 2 – 
цветение 3 – молочная спелость.
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АГРОЭКОЛОГИЯ

Генетически модифицированные расте-
ния давно перешагнули из области научных 
экспериментов в область промышленно-
коммерческого использования, что вызыва-
ет озабоченность органов, контролирующих 
безопасность продуктов питания [1 – 3]. Ши-
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рокое распространение получили трансген-
ные сельскохозяйственные культуры расте-
ний, обладающие различными признаками, 
отсутствовавшими у данных культур в приро-
де. Помимо высокоурожайных сортов устой-
чивых к неблагоприятным условиям среды, 


