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Реферат. Создание новых генотипов, резистентных к абиотическим 

стрессовым факторам, является важнейшей задачей селекции эфиромасличных 

растений. Цель работы – изучить влияние осмотического и 

низкотемпературного стрессов на развитие зиготических зародышей шалфея 

мускатного для разработки селективной системы создания устойчивых к этим 

стрессовым факторам форм in vitro. В исследованиях использовали три сорта и 

10 образцов Salvia sclarea L., различающихся по засухоустойчивости. 

Одновременно испытывали действие осмотического и низкотемпературного 

стрессов in vitro. При осмотическом стрессе зародыши культивировали на среде 

Мурасиге и Скуга, содержащей 3–5 % сорбита. Моделирование холодового 

стресса проводили в три этапа с разной продолжительностью: закаливание при 

0…4 °С; промораживание при снижении температуры от 0 до –12…–14 °С; 

оттаивание при 2…4 °С. После низкотемпературного стресса зародыши 

пересаживали на среду с той же концентрацией сорбита и культивировали при 

26 °С и освещенности 2–3 клк. Установлено, что по мере повышения 

концентрации сорбита до 5 % и снижения температуры до –8…–14 °С все 

анализируемые параметры (частота прорастания зародышей, частота 

развившихся проростков, длина побега и корня) снижались по сравнению с 

контролем. У генотипов с высокими коэффициентами засухоустойчивости 

угнетение развития проростков при действии двух стрессоров было меньше, чем 

у неустойчивых генотипов. Максимальные коэффициенты корреляции (от 0,696 

до 0,870) установлены между полевой засухоустойчивостью генотипов и 

частотой прорастания зародышей или частотой развившихся проростков. 

Разработана селективная система, которую можно использовать для отбора 

или косвенной оценки in vitro форм S. sclarea с комплексной устойчивостью к 

осмотику и низкой температуре.  
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Введение 

Глобальное изменение климата и усиливающееся негативное 

антропогенное воздействие на природу в последние десятилетия способствуют 

тому, что в растениеводстве одним из важных приоритетов становится создание 
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устойчивых к действию различных стрессовых факторов систем. Одними из 

широко распространенных абиотических стрессоров в нашей стране являются 

экстремальные температуры, засуха, засоление почв и другие. Поэтому создание 

новых генотипов, резистентных к данным неблагоприятным факторам 

окружающей среды, является важнейшей задачей селекции 

сельскохозяйственных культур, в том числе и эфиромасличных растений. 

Устойчивость к основным абиотическим стрессам и болезням – одно из основных 

требований, которые предъявляют к современным сортам растений. Получение 

исходного селекционного материала, отвечающего таким критериям, возможно 

не только с использованием традиционных методов на основе мутаций и 

рекомбинаций, но и с применением приемов клеточной инженерии [1, 2]. Такой 

подход с применением изолированных органов и тканей растений в 

контролируемых условиях in vitro с меньшими затратами времени и ресурсов 

имеет высокий потенциал не только для создания доноров ценных признаков у 

экономически важных культур, но и для понимания физиологических и 

биохимических механизмов формирования устойчивости к стрессам [3]. 

Клеточная селекция in vitro является одним из наиболее перспективных 

биотехнологических подходов, который позволяет осуществлять отбор генотипов 

с заранее заданными конкретными признаками, основываясь на сходных 

механизмах устойчивости на уровне растения и изолированных клеток [1, 3–5]. И 

хотя этот метод имеет ряд ограничений и требует разработки сложных 

селективных систем, тем не менее, он достаточно эффективен при создании 

ценных селекционных форм растений [2, 6, 7]. При выделении устойчивых 

клеточных линий или сомаклонов обычно применяют прямую селекцию, 

отличающуюся от других экспериментальных приемов тем, что на фоне 

моделируемого стрессового фактора отбирают единичные жизнеспособные 

устойчивые к нему клетки или органы.  

Достаточно часто в литературе встречаются исследования, направленные 

на создание засухоустойчивых генотипов, что очень актуально для большинства 

выращиваемых на юге России сельскохозяйственных культур. В этом случае для 

имитации действия засухи в состав питательной среды вводят неионные (маннит, 

сорбит, сахароза, полиэтиленгликоль (ПЭГ)) [8–10] или ионные (NaCl, KCl) [4, 7, 

11–13] осмотики. При этом концентрация и тип осмотически активного вещества 

в значительной степени зависят от вида растений, а также от 

биотехнологического объекта. Так, при отборе форм, устойчивых к низкой 

влагообеспеченности, для каллусных культур у лаванды был использован маннит 

в концентрации 8–10 % [14], а у пшеницы – 8 % ПЭГ [6]. 

Экспериментальных работ по получению форм, устойчивых к низким 

температурам в условиях in vitro, очень мало. При этом в качестве селективного 

фактора применяют как положительные (от 4 до 18 °С), так и отрицательные (до       

–12…–20 °С) температуры [4, 15]. Во втором случае холодовая обработка обычно 

проводится в несколько этапов, включая закаливание, промораживание и 

оттаивание культур [14].    

При создании селективной системы in vitro важно подобрать не только 

оптимальные режимы стрессового фактора, но и биотехнологический объект. Часто 

при отборе форм, резистентных к абиотическим факторам и болезням, используют 

каллусные или суспензионные культуры, в частности, у пшеницы, ячменя, табака, 

люцерны, картофеля, сахарной свеклы и др. [4, 6, 8, 11]. Необходимо учитывать, 

что у отобранных устойчивых каллусных линий нередко наблюдается снижение 

или даже потеря регенерационного потенциала, на что указывают многие 
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исследователи [2, 4, 7, 10]. Эффективным приемом сохранения регенерационной 

способности после снятия стрессовой нагрузки является культивирование 

морфогенных каллусов, что было показано, в частности, для герани и лаванды 

[14]. В ряде исследований в качестве объектов для отбора in vitro успешно 

использовали зиготические зародыши [9, 15, 16], микрочеренки или микрорастения 

[12, 13, 17, 18]. Весьма эффективным для некоторых видов растений оказалось 

последовательное применение различных биотехнологических объектов, например, 

при отборе форм ячменя, устойчивых к засолению [7], или кориандра – к 

низкотемпературному стрессу [14]. 

Одним из перспективных направлений в клеточной селекции является 

получение в селективных системах in vitro каллусных линий или растений, 

обладающих устойчивостью к различным стрессам [10, 19]. Так, у табака в 

процессе селекции на устойчивость к засолению и засухе были отобраны формы, 

обладающие резистентностью не только к этим факторам, но и к черной корневой 

гнили, а у кукурузы при отборе на фоне осмотика получены образцы, устойчивые к 

засухе, низким температурам и засолению [14].  

Среди эфиромасличных растений семейства Lamiaceae одним из наиболее 

ценных и распространенных в южных регионах России является шалфей 

мускатный (Salvia sclarea L.) [20]. Из его растительного сырья получают эфирное 

масло (в состав которого входит до 75 % линалилацетата), конкрет, воски, 

лечебный концентрат «Салмус» и другие биологически активные соединения 

[21]. В соцветиях данного вида шалфея содержится склареол, который 

применяют при получении заменителей натуральной амбры, амбриаля и 

амброксида, необходимых компонентов высококачественных парфюмерных 

изделий. Все это обуславливает активное применение продуктов переработки 

шалфея в парфюмерно-косметической, пищевой и табачной промышленности, а 

также в медицине в качестве противовоспалительного, антибактериального, 

иммуномодулирующего и обезболивающего средства [22]. 

Для повышения эффективности селекционного процесса в последние годы 

в ФГБУН «НИИСХ Крыма» разрабатываются методы клеточной инженерии, в 

частности, индукции сомаклональной вариабельности в каллусной культуре in 

vitro, на основе которой был создан новый сорт шалфея мускатного [14, 23]. Судя 

по данным литературных источников, биотехнологические исследования у видов 

рода Salvia в основном посвящены разработке методик клонального 

микроразмножения с использованием культуры изолированных меристем или 

сегментов стебля [24–27]. В некоторых публикациях освещены вопросы 

индукции каллусогенеза из разных типов эксплантов и оптимизации условий 

регенерации растений у S. sclarea, S. officinalis, S. hispanica, S. nemorosa [14, 28–

30]. Что касается исследований по клеточной селекции на устойчивость к 

абиотическим стрессам, что весьма перспективно для шалфея, то сведения о них 

крайне ограничены. Имеются данные о влиянии сорбита и ПЭГ в составе 

питательной среды на развитие микрорастений S. stenophylla in vitro [31], а также 

о морфогенезе трансгенных растений S. miltiorrhiza на фоне NaCl и ПЭГ [32]. В 

наших предыдущих работах были рассмотрены вопросы оптимизации приемов 

селекции S. sclarea на устойчивость к осмотическому стрессу с использованием 

культуры изолированных зародышей и была показана целесообразность 

дальнейшего изучения действия нескольких стрессовых факторов на развитие 

культур in vitro [14, 33].  

Цель исследований – изучить особенности влияния осмотического и 

низкотемпературного стрессов на развитие зиготических зародышей шалфея 
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мускатного для разработки селективной системы создания устойчивых к этим 

стрессовым факторам форм in vitro. 

Материалы и методы исследований 

В исследованиях использовали сорта шалфея мускатного (Salvia 

sclarea L.) С-785, Ай-Тодор и Тайган, а также ранее полученные из каллусов 

образцы растений-регенерантов (R3-2-1; R3-2; R3-3-1; R3-4-9; R3-5; R3-5-6; R3-2-7; 

R3-7-8; R3-7-9; R3-10), различающиеся по полевой засухоустойчивости (таблица 

1). Коэффициент засухоустойчивости растений (К.З.) у сортов и образцов в 

полевых условиях рассчитывали по показателям водного обмена [34].   

Экспериментальные работы проведены на базе лаборатории 

биотехнологии ФГБУН «НИИСХ Крыма» в 2019–2020 гг. В качестве эксплантов 

при введении в асептическую культуру использовали зиготические зародыши, 

выделенные из зрелых семян. При проведении экспериментов применяли 

общепринятые методы культуры органов и тканей растений [35], а также методы, 

разработанные нами ранее для культивирования шалфея in vitro [14, 36]. 

 

Таблица 1 – Коэффициент полевой засухоустойчивости (%) у сортов и 

образцов шалфея мускатного (2017–2019 гг.) 

Сорт, образец 
Коэффициент 

засухоустойчивости, % 
Сорт, образец 

Коэффициент 

засухоустойчивости, % 

С-785 27,1 ± 3,0 R3-5   20,3 ± 2,7 

Ай-Тодор 41,9 ± 3,5 R3-5-6 64,3 ± 6,4 

Тайган 59,9 ± 5,6 R3-2-7   57,4 ± 6,0 

R3-2-1   39,6 ± 3,5 R3-7-8   37,7 ± 3,5 

R3-2   17,8 ± 2,2 R3-7-9   32,8 ± 3,8 

R3-3-1  35,6 ± 3,2 R3-10   14,5 ± 2,2 

R3-4-9   62,5 ± 5,9   

 

Для стерилизации семена при введении в изолированную культуру 

выдерживали 1 мин в 50,0 % растворе препарата «Брадофен» 10Н (ФЛОРИН АО, 

Венгрия), а затем трижды промывали автоклавированной дистиллированной 

водой. Асептические работы проводили в ламинарном боксе БАВнп-01-

«Ламинар-С»-1,2 (Россия). Зиготические зародыши выделяли под 

стереоскопическим микроскопом МБС-10 (ЛОМО, Россия), а затем помещали на 

питательную среду Мурасиге и Скуга (МС) [37].  

В представляемых экспериментах одновременно испытывали действие 

осмотического и низкотемпературного стресса in vitro.  При осмотическом 

стрессе зародыши культивировали на питательной среде Мурасиге и Скуга (МС), 

содержащей 3,0 (3с), 4,0 (4с) и 5,0 % (5с) сорбита (АО «Вектон», Россия). 

Моделирование холодового стресса в первом эксперименте проводили в три 

этапа: 1) закаливание при температуре от 0 до 4 °С (8 сут.); 2) промораживание – 

при постепенном снижении температуры от 0 до –12…–14 °С с использованием 

двух вариантов (I вариант: от 0 до –8…–10 °С (4 сут.), II вариант: от 0 до –12…–

14 °С (7 сут.); 3) оттаивание при 2…4 °С (4 сут.). Во втором эксперименте 

экспозиции действия низкой температуры были сокращены. Закаливание 

проводили при 0–4 °С (3 сут.); промораживание – II варианта при постепенном 

снижении температуры от 0 до –8…–10 °С (3 сут.) и от 0 до –12…–14 °С (5 сут.); 

оттаивание – при 0–4 °С (2 сут.). После холодового стресса зародыши 

пересаживали на свежую питательную среду МС с такой же концентрацией 

сорбита и переносили в культуральную комнату. 
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В контрольном варианте зародыши культивировали на безгормональной 

среде МС без сорбита в условиях культуральной комнаты при 26 ± 2 °С, 

относительной влажности воздуха 70 %, освещенности – 2–3 клк с 16-часовым 

фотопериодом. Во втором эксперименте использовали дополнительный контроль, в 

котором зародыши культивировали на средах с сорбитом, но без холодовой 

обработки. Культивирование зародышей и развивающихся микрорастений 

проводили в течение 35–40 сут. в пробирках с 10 мл агаризованной питательной 

среды.  

На 10-е сутки культивирования определяли частоту прорастания 

зародышей (ЧПЗ, %), а на 30-е сутки – частоту развившихся проростков (ЧРП, %), 

а также измеряли длину побега и корня. ЧРП определяли как отношение числа 

полноценных проростков к общему числу культивируемых зародышей. Во всех 

опытах анализируемые параметры рассчитывали также и в % к контролю. 

Статистическую обработку данных осуществляли согласно общепринятым 

методам математической статистики при помощи стандартного пакета 

документов Microsoft Office Excel (2010). Достоверность отличий оценивали по 

критерию Стъюдента при р ≤ 0,05. В таблицах и на графиках представлены 

средние значения и их стандартные ошибки. 

Результаты и их обсуждение 

С целью разработки методики селекции in vitro исследовано комплексное 

влияние абиотических стрессов (низкотемпературного и осмотического) на 

развитие изолированных зиготических зародышей шалфея мускатного. Ранее в 

наших исследованиях было показано, что культивирование зародышей сортов и 

образцов шалфея, различающихся по полевой засухоустойчивости, на 

питательных средах с добавлением осмотически активных веществ (маннит, 

сорбит, сахароза, NaCl) позволяло дифференцировать генотипы по устойчивости 

к осмотическому стрессу [33]. При этом были определены эффективные 

осмотики и их сублетальные дозы, поэтому в данном исследовании использовали 

сорбит в концентрации 3–5 %. В предварительных опытах по 

низкотемпературной обработке у S. sclarea показана целесообразность 

использования в качестве эксплантов зрелых зиготических зародышей, а также 

возможность их промораживания при снижении температуры до –12…–14  °С. 

Поэтому в представляемом эксперименте использовали два варианта 

низкотемпературного стресса (с разными температурными режимами и 

экспозицией) и одновременно осмотический стресс, при котором зародыши 

культивировали на среде МС, дополненной сорбитом. В общей сложности 

холодовая обработка в данном эксперименте длилась 19 суток, включая 

закаливание, промораживание и оттаивание культур (варианты описаны в 

предыдущем разделе). В контроле зародыши постоянно культивировали при 

26 °С на среде МС без сорбита. После 10 суток культивирования определяли 

частоту прорастания зародышей (таблица 2), а через месяц – частоту развившихся 

проростков, их высоту и длину корня (таблицы 3–5).  

В исследовании использовали сорта С-785, Ай-Тодор, Тайган и 10 образцов, 

различающихся по полевой засухоустойчивости. Коэффициенты 

засухоустойчивости у изучаемых генотипов варьировали от 14,5 до 64,3 % (см. 

таблицу 1). Как следует из полученных данных, у большинства испытанных 

генотипов культивируемые in vitro зиготические зародыши выдерживали 

одновременное действие двух стрессовых факторов. Вместе с тем, при сравнении 

с контролем наблюдали снижение анализируемых параметров по мере 
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повышения концентрации сорбита в питательной среде и снижения температуры 

холодовой обработки до –8…–14 ° С.  
 

Таблица 2 – Влияние осмотического, низкотемпературного стрессов и 

генотипа на частоту прорастания зародышей шалфея мускатного in vitro, % 

Сорт, 

образец 
Контроль 

I вариант промораживания II вариант промораживания 

3с 4с 5с 3с 4с 5с 

С-785 82,4 ± 7,5 13,3 ± 0,9 11,7 ± 0,9 0,0 7,1 ± 0,5 0,0 0,0 

Ай-Тодор 70,0 ± 8,3 36,8 ± 3,4 27,8 ± 2,6 10,5 ± 1,5 15,8 ± 1,6 6,7 ± 0,9 0 

Тайган 84,2 ± 8,7 50,0 ± 3,7 52,4 ± 4,7 22,2 ± 2,6 26,3 ± 2,8 13,3 ± 1,6 10,5 ± 0,8 

R3-2-1   76,0 ± 6,8 42,1±4,8 38,8 ± 3,2 11,8 ± 0,8 21,4 ± 2,0 6,7 ± 0,7 0,0 

R3-2 78,9 ± 7,5 21,4 ± 2,5 10,0 ± 0,8 0,0 0,0 0,0 0,0 

R3-3-1 75,0 ± 6,9 40,0 ± 3,8 44,4 ± 3,8 16,7 ± 1,3 12,6 ± 1,5 0,0 0,0 

R3-4-9 95,0 ± 8,5 64,3 ± 5,5 47,4 ± 1,9 42,1 ± 3,3 44,4 ± 4,8 26,7 ± 2,4 12,6 ± 1,3 

R3-5  94,7 ± 8,7 33,3 ± 2,9 15,8 ± 1,8 0,0 0,0 0,0 0,0 

R3-5-6 80,0 ± 6,4 48,4 ± 5,6 52,9 ± 5,4 35,3 ± 3,6 46,7 ± 4,7 31,3 ± 3,5 23,5 ± 2,5 

R3-2-7 76,5 ± 6,6 56,3 ± 4,8 31,6 ± 2,7 25,0 ± 1,9 35,3 ± 3,4 21,1 ± 2,4 10,5 ± 1,4 

R3-7-8 60,0 ± 4,3 31,6 ± 3,7 15,8 ± 1,8 20,0 ± 1,6 15,8 ± 1,9 0,0 0,0 

R3-7-9 90,5 ± 8,4 64,3 ± 5,7 46,7 ± 4,2 26,3 ± 2,2 48,4 ± 4,5 31,6 ± 3,6 6,8 ± 0,8 

R3-10 70,0 ± 6,7 6,3 ± 0,5 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 

r 0,138 0,751* 0,798* 0,870* 0,796* 0,706* 0,806* 

rr - 0,785* 0,802* 0,869* 0,825* 0,731* 0,796* 

Примечание. r – коэффициент корреляции между засухоустойчивостью генотипов (К.З.) и ЧПЗ в 

эмбриокультуре; rr – коэффициент корреляции между засухоустойчивостью генотипов (К.З.) и ЧПЗ 

в эмбриокультуре (% к контролю); * – достоверные значения коэффициента корреляции при p ≤ 0,05.  

 

Таблица 3 – Влияние осмотического, низкотемпературного стрессов и генотипа 

на частоту развившихся проростков в эмбриокультуре шалфея мускатного, % 

Сорт, 

образец 
Контроль 

I вариант промораживания II вариант промораживания 

3с 4с 5с 3с 4с 5с 

С-785 59,2 ± 6,0 8,3 ± 1,0 7,8 ± 0,9 0,0 4,7 ± 0,5 0,0 0,0 

Ай-Тодор 43,1 ± 4,2 27,6 ± 2,2 19,9 ± 2,0 5,2 ± 0,7 12,7 ± 1,0 2,2 ± 2,0 0 

Тайган 56,1 ± 5,2 36,8 ± 3,3 34,9 ± 3,8 19,9 ± 2,2 24,1 ± 2,0 11,5 ± 1,2 4,7 ± 0,6 

R3-2-1   44,9 ± 4,1 32,4 ± 4,0 26,2 ± 2,2 5,3 ± 0,7 22,6 ± 2,4 2,1 ± 0,3 0,0 

R3-2 46,8 ± 5,0 15,2 ± 1,5 6,4 ± 0,9 0,0 0,0 0,0 0,0 

R3-3-1 46,4 ± 5,2 25,5 ± 2,0 27,4 ± 3,0 4,8 ± 0,5 10,4 ± 1,0 0,0 0,0 

R3-4-9 72,6 ± 6,8 48,2 ± 4,1 28,1 ± 3,2 29,4 ± 3,0 40,1 ± 3,5 24,2 ± 2,2 3,8 ± 0,5 

R3-5  70,8 ± 7,2 24,8 ± 3,0 5,6 ± 0,5 0,0 0,0 0,0 0,0 

R3-5-6 55,4 ± 5,9 33,2 ± 3,8 33,6 ± 3,8 34,2 ± 3,1 42,4 ± 3,3 35,6 ± 4,0 9,4 ± 1,0 

R3-2-7 47,2 ± 4,3 45,6 ± 4,0 17,2 ± 2,0 21,6 ± 1,8 35,3 ± 2,8 30,2 ± 3,3 4,2 ± 0,5 

R3-7-8 35,4 ± 3,8 23,4 ± 2,2 8,5 ± 1,0 20,2 ± 1,9 11,6 ± 1,2 0,0 0,0 

R3-7-9 65,2 ± 5,5 43,2 ± 3,6 27,4 ± 2,2 24,2 ± 2,1 44,8 ± 4,2 30,4 ± 3,1 3,5 ± 0,4 

R3-10 44,2 ± 3,8 5,4 ± 0,6 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 

r 0,151 0,774* 0,793* 0,826* 0,788* 0,696* 0,774* 

rr - 0,743* 0,739* 0,778* 0,818* 0,703* 0,766* 

Примечание. r – коэффициент корреляции между засухоустойчивостью генотипов (К.З.) и ЧРП 

в эмбриокультуре; rr – коэффициент корреляции между засухоустойчивостью генотипов (К.З.) и 

ЧРП в эмбриокультуре (% к контролю); * – достоверные значения коэффициента корреляции 

при p ≤ 0,05. 
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Следует отметить, что частота прорастания зародышей и развившихся 

проростков у сорта Тайган и образцов R3-2-7, R3-4-9, R3-5-6 (имеющих наиболее 

высокие К.З.) были выше при увеличении содержания сорбита, а также при 

холодовом стрессе по сравнению с генотипами с более низкими К.З. Особенно 

хорошо различия между генотипами проявились при наиболее жестких режимах 

стрессов. Так, при втором режиме промораживания на среде с 5 % сорбита 

проростки (с частотой 3,5–9,4 %) были получены только у Тайгана и R3-4-9, R3-5-

6, R3-2-7, R3-7-9 (имеющих К.З. от 32,8 до 64,3 %). У остальных сортов и 

образцов с более низкими К.З. проростки в этом варианте опыта не 

формировались (см. таблицу 3). Наименее устойчивыми к комплексному 

действию изучаемых стрессов были сорт С-785, образцы R3-2 и R3-10 (К.З. от 14,5 

до 27,1 %), у которых проростков не отмечено даже при первом варианте 

промораживания и введении в питательную среду МС 4–5 % сорбита.  

 

Таблица 4 – Влияние осмотического, низкотемпературного стрессов и 

генотипа на высоту полученных в эмбриокультуре проростков шалфея 

мускатного, см 

Сорт, 

образец 
Контроль 

I вариант промораживания II вариант промораживания 

3с 4с 5с 3с 4с 5с 

С-785 5,2 ± 0,3 0,42 ± 0,05 0,44 ± 0,05 0,0 1,52 ± 0,12 0,0 0,0 

Ай-

Тодор 
9,4 ± 0,6 1,34 ± 0,08 0,43 ± 0,04 0,32 ± 0,04 0,34 ± 0,01 0,35 ± 0,01 0,0 

Тайган 5,4 ± 0,6 1,33 ± 0,07 1,46 ± 0,07 1,02 ± 0,11 0,45 ± 0,05 0,54 ± 0,03 0,46 ± 

0,05 R3-2-1   7,8 ± 0,8 1,82 ± 0,10 1,55 ± 0,10 1,13 ± 0,03 0,62 ± 0,07 0,56 ± 0,05 0,0 

R3-2 7,3 ± 0,9 0,86 ± 0,06 0,54 ± 0,03 0,0 0,0 0,0 0,0 

R3-3-1 7,1 ± 0,8 1,52 ± 0,14 0,92 ± 0,10 0,14 ± 0,03 1,26 ± 0,16 0,0 0,0 

R3-4-9 8,7 ± 0,9 0,91 ± 0,06 0,54 ± 0,03 0,23 ± 0,10 1,18 ± 0,10 1,22 ± 0,16 1,43 ± 

0,07 R3-5  7,2 ± 0,9 0,65 ± 0,04 0,64 ± 0,07 0,0 0,0 0,0 0,0 

R3-5-6 7,4 ± 0,9 0,83 ± 0,07 0,93 ± 0,10 0,57 ± 0,10 0,84 ± 0,07 0,44 ± 0,07 0,86 ± 

0,07 R3-2-7 10,2 ± 0,9 0,87 ± 0,09 0,7 ± 0,04 0,45 ± 0,10 1,15 ± 0,10 0,57 ± 0,08 0,57 ± 

0,09 R3-7-8 7,5 ± 0,6 1,12 ± 0,09 0,53 ± 0,08 0,55 ± 0,03 0,74 ± 0,08 0,0 0,0 

R3-7-9 8,8 ± 0,7 0,74 ± 0,05 0,16 ± 0,01 0,16 ± 0,07 1,14 ± 0,09 0,94 ± 0,08 0,65 ± 

0,05 R3-10 9,5 ± 0,9 0,76 ± 0,04 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 

r 0,056 0,278 0,493 0,573 0,411 0,645 0,723* 

rr - 0,356 0,439 0,549 0,628 0,693* 0,764* 

Примечание. r – коэффициент корреляции между засухоустойчивостью генотипов (К.З.) и 

высотой проростков в эмбриокультуре; rr – коэффициент корреляции между 

засухоустойчивостью генотипов (К.З.) и высотой проростков в эмбриокультуре (% к контролю); 

* – достоверные значения коэффициента корреляции при p ≤ 0,05.  

О наличии связи между полевой засухоустойчивостью растений и 

развитием проростков в эмбриокультуре in vitro свидетельствуют высокие 

коэффициенты корреляции, особенно по признаку «частота развившихся 

проростков» (см. таблицу 3). Коэффициенты корреляции по этому признаку 

достигали 0,774–0,826 при максимальном содержании осмотика в среде и обоих 

вариантах промораживания. Для минимизации разницы между изучаемыми 

сортами и образцами, обусловленной не полевой устойчивостью, а 

генотипическими различиями, все параметры были также рассчитаны и в % к 

контролю. Как видно из полученных данных, коэффициенты корреляции между 

полевой засухоустойчивостью и основными параметрами (в частности, частотой 
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прорастания зародышей и развившихся проростков) в % к контролю были такими 

же или даже выше. 

 

Таблица 5 – Влияние осмотического и низкотемпературного стрессов и генотипа 

на длину корня у проростков в эмбриокультуре шалфея мускатного, см 

Генотип Контроль 
I вариант промораживания II вариант промораживания 

3с 4с 5с 3с 4с 5с 

С-785 10,2 ± 0,8 2,4 ± 0,2 1,6 ± 0,2 0,0 12,5 ± 0,8 0,0 0,0 

Ай-Тодор 10,5 ± 0,6 10,4 ± 1,1 5,7 ± 0,3 3,8 ± 0,5 6,5 ± 0,4 4,5 ± 0,5 0,0 

Тайган 10,4 ± 0,9 8,9 ± 0,7 8,7 ± 0,6 7,1 ± 0,5 9,6 ± 0,8 10,1± 0,8 10,9 ± 1,0 

R3-2-1 14,4 ± 1,8 8,2 ± 0,9 9,9 ± 0,7 4,2 ± 0,5 6,0 ± 0,7 4,5 ± 0,4 0,0 

R3-2 13,4 ± 0,9 4,3 ± 0,5 4,0 ± 0,5 0,0 0,0 0,0 0,0 

R3-3-1 12,8 ± 1,4 6,2 ± 0,7 6,5 ± 0,5 3,9 ± 0,4 1,8 ± 0,2 1,1 ± 0,1 0,0 

R3-4-9 14,3 ± 1,5 6,1 ± 0,7 4,7 ± 0,5 5,2 ± 0,6 8,8 ± 0,6 7,1 ± 0,6 6,5 ± 0,7 

R3-5 14,6 ± 1,3 5,5 ± 0,4 3,7 ± 0,5 0,0 0,0 0,0 0,0 

R3-5-6 12,7 ± 0,8 8,4 ± 0,7 8,0 ± 0,6 7,1 ± 0,6 6,9 ± 0,6 5,2 ± 0,5 3,9 ± 0,4 

R3-2-7 16,9 ± 1,9 9,3 ± 0,8 8,3 ± 0,5 4,2 ± 0,4 4,7 ± 0,5 4,5 ± 0,4 3,9 ± 0,3 

R3-7-8 12,6 ± 0,9 6,8 ± 0,6 7,0 ± 0,7 6,2 ± 0,4 2,1 ± 0,1 0,0 0,0 

R3-7-9 15,0 ± 1,6 11,7 ± 0,9 7,8 ± 0,7 7,0 ± 0,7 10,4 ± 0,9 7,1 ± 0,9 4,5 ± 0,5 

R3-10 16,5 ± 1,7 1,0 ± 0,1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 

r –0,155 0,578 0,648 0,778* 0,503 0,766* 0,716* 

rr - 0,573 0,665 0,768* 0,419 0,731* 0,681* 

Примечание. r – коэффициент корреляции между засухоустойчивостью генотипов (К.З.) и 

длиной корня проростков в эмбриокультуре; rr – коэффициент корреляции между 

засухоустойчивостью генотипов (К.З.) и длиной корня проростков в эмбриокультуре (% к 

контролю); * – достоверные значения коэффициента корреляции при p ≤ 0,05. 

Изучение влияния стрессовых факторов на морфометрические признаки у 

сортов и образцов шалфея показало, что высота проростка, длина корня и 

количество пар листьев существенно уступали контролю. При действии 

моделируемых стрессов у проростков наблюдали развитие одной пары очень 

мелких (0,2–0,3 мм) сильно опушенных листьев, тогда как в контроле, в 

зависимости от генотипа, развивалось от 2,8 до 3,9 пар листьев. Анализ высоты 

проростков и длины основного корня при действии стрессов показал снижение 

этих параметров (до 6–22 раз) у генотипов в зависимости от их полевой 

устойчивости (таблицы 4, 5). У генотипов с высокими К.З. (Тайган, R3-4-9, R3-5-

6, R3-2-7) угнетение развития проростков при действии стрессов было меньше, 

чем у менее устойчивых образцов. Достоверная корреляция между 

морфометрическими параметрами и К.З. обнаружена только при наиболее 

жестких режимах стрессов (4–5 % сорбита, II вариант промораживания). Следует 

отметить, что достоверная корреляция между длиной корня и К.З. генотипов (r – 

от 0,716 до 0,778) выявлена в трех вариантах опыта, тогда как корреляция между 

высотой проростка и К.З. генотипов (r – 0,723) – только в одном.  

Следует отметить, что наиболее тесная зависимость между полевой 

устойчивостью и параметрами развития зародышей in vitro отмечена по частоте 

прорастания зародышей и частоте развившихся проростков (во всех вариантах 

стрессовой обработки выявлены достоверные коэффициенты корреляции от 0,696 

до 0,870). Данные параметры целесообразно использовать при оценке или отборе 

генотипов, а также сравнивать их с наиболее устойчивым сортом Тайган при 

максимальных режимах моделируемого стресса. В результате эксперимента 

выделены четыре образца шалфея (R3-4-9, R3-5-6, R3-2-7, R3-7-9), обладающие 
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комплексной устойчивостью к действию осмотического и низкотемпературного 

стрессов в условиях in vitro.  

Как видно из представленных данных, в проведенном эксперименте 

продолжительность отбора при комплексном действии двух стрессов достигала 19 

суток. Поэтому на следующем этапе исследований проведена оптимизация 

методики селекции in vitro с целью усовершенствования режимов холодового 

стресса и сокращения сроков отбора устойчивых форм. В этом эксперименте 

использовали зиготические зародыши трех сортов (С-785, Тайган, Ай-Тодор), 

различающихся по полевой засухоустойчивости (таблица 1). В контрольных 

вариантах культивирование проводили без холодовой обработки при 26 °С на 

безгормональной среде МС (Кб/г) или с добавлением сорбита в концентрации 3, 4 

и 5 % (соответственно К 3с, К 4с, К 5с). Для изучения комплексного действия 

стрессов зародыши культивировали при низкотемпературной обработке на средах 

с сорбитом и с более короткой продолжительностью закаливания, промораживания 

(два варианта – I и II) и оттаивания. Основными критериями реакции генотипов на 

действие стрессов использовали частоту прорастания зародышей (ЧПЗ, %) и 

частоту развившихся проростков (ЧРП, %) (рисунки 1, 2, 3).  
 

 
Рисунок 1 – Влияние низкотемпературного стресса и введения в состав 

питательной среды 3,0 % сорбита на частоту прорастания зародышей (ЧПЗ) и 

частоту развившихся проростков (ЧРП) в эмбриокультуре шалфея мускатного, % 
Примечание. Здесь и далее: Кб/г – контроль, культивирование при 26 °С на МС б/г; К 3с; К 4с; К 

5с – культивирование при 26 °С на среде МС с 3, 4, 5 % сорбита соответственно; I 3с; I 4с; I 5с – 

культивирование при I варианте промораживания на среде МС с 3, 4, 5 % сорбита 

соответственно; II 3с; II 4с; II 5с – культивирование при II варианте промораживания на среде 

МС с 3, 4, 5 % сорбита соответственно. 

 

Установлено, что в контроле без низкотемпературного стресса 

добавление в питательную среду 3 % сорбита (К 3с) стимулировало развитие 

изолированных зародышей (рисунок 1). Так, частота прорастания зародышей и 

частота развившихся проростков у всех сортов были в 1,1–1,4 раза выше, чем в 

контроле (Кб/г). В этом варианте достоверных различий между сортами не 

отмечено. Культивирование зародышей на средах с более высокой 

концентрацией сорбита (К 4с и К 5с) позволило дифференцировать изучаемые 

сорта по устойчивости к осмотику (см. рисунки 2, 3). Так, в варианте К 4с частота 

прорастания зародышей у Тайгана была в 1,3 раза выше, чем у С-785, а частота 

развившихся проростков – в 1,5 раза. Сорт Тайган в культуре in vitro отличался 

максимальной устойчивостью к действию осмотического стресса.  
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Рисунок 2 – Влияние низкотемпературного стресса и введения в состав 

питательной среды 4,0 % сорбита на частоту прорастания зародышей (ЧПЗ) и 

частоту развившихся проростков (ЧРП) в эмбриокультуре шалфея мускатного, % 
 
 

 
Рисунок 3 – Влияние низкотемпературного стресса и введения в состав 

питательной среды 5,0 % сорбита на частоту прорастания зародышей (ЧПЗ) и 

частоту развившихся проростков (ЧРП) в эмбриокультуре шалфея мускатного, % 

 

При исследовании совместного действия низкотемпературного и 

осмотического стрессов разница между сортами по изучаемым параметрам 

проявилась в ещё большей степени. Увеличение дозы стрессовых факторов 

приводило к более резкой дифференциации сортов по устойчивости. Так, в 

I варианте промораживания на среде с 3 % сорбита (I 3с) частота прорастания 

зародышей у Тайгана была в 1,6 раз выше, чем у Ай-Тодора и в 2,1 раза по 

сравнению с С-785 (см. рисунок 1). При более жёстких условиях стрессов (II 5с) у 

Тайгана зародыши проросли с частотой 34,6 %, у Ай-Тодора – 10,0 %, а у сорта 

С-785 зародыши не проросли (см. рисунок 3). Следовательно, сокращение 

длительности низкотемпературного стресса при отборе in vitro до 8–10 суток 

позволило успешно дифференцировать сорта по устойчивости к комплексному 

стрессу.  
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Изучение влияния стрессовых факторов на развитие морфологических 

признаков у изучаемых генотипов показало, что экспериментальные растения по 

высоте проростка, длине корня и количеству пар листьев существенно уступали 

контрольным. Так, в варианте I 3с у сорта Тайган высота проростка была в 

8,4 раза, длина корня в 4,2 раза ниже, чем в контроле. Однако достоверных 

различий между сортами по морфологическим признакам во всех вариантах не 

установлено. Поэтому при отборе устойчивых форм можно не учитывать такие 

морфологические признаки проростков, как их высота и длина корня. В 

результате селекции in vitro в культуре изолированных зародышей сорта Тайган 

были отобраны несколько проростков, устойчивых к низкотемпературному и 

осмотическому стрессу (рисунок 4), семенное потомство которых в дальнейшем 

будет анализироваться по основным хозяйственно ценным признакам для 

получения исходного селекционного материала.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рисунок 4 – Проростки шалфея мускатного сорта Тайган, отобранные в 

эмбриокультуре после низкотемпературного стресса (II вариант) на 

питательной среде МС с 5 % маннита (40 сут. культивирования) 

 

Таким образом, при культивировании изолированных зародышей шалфея 

в моделируемых условиях низкотемпературного и осмотического стрессов 

наблюдалась корреляция устойчивости на уровне культур in vitro и в полевых 

условиях, что свидетельствует об эффективности разработанного 

биотехнологического приема для отбора форм с повышенной устойчивостью к 

этим факторам. Косвенными признаками при отборе форм, устойчивых к 

комплексному воздействию абиотических стрессов, могут служить частота 

прорастания зародышей и частота развившихся проростков.  

Судя по имеющимся литературным данным, у ряда видов растений при 

использовании приемов селекции in vitro была показана возможность отбора 

генотипов, устойчивых к нескольким различным стрессовым факторам. Такое 

направление исследований основано на имеющихся сходных механизмах 

формирования у растений на клеточном и тканевом уровнях устойчивости к 

некоторым абиотическим стрессам (солевому, осмотическому, 

низкотемпературному) [3, 5, 10]. В некоторых случаях отбор in vitro на 

устойчивость к одному стрессору может привести к повышению устойчивости и 

к другому. Например, у кормовой свеклы получены каллусные линии (а затем и 

растения-регенеранты), устойчивые одновременно к засолению, низким 

позитивным температурам и токсину возбудителя бактериоза [10], а у кукурузы в 

результате клеточной селекции были отобраны регенеранты, проявившие 
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резистентность к засолению, низкой температуре и засухе [6]. В исследованиях 

О. Н. Шуплецовой с соавторами в селективных условиях in vitro у ячменя были 

выявлены регенеранты с комплексной устойчивостью к засухе, повышенной 

кислотности и токсичности алюминия [19].  

В результате наших исследований была показана возможность отбора in 

vitro форм шалфея мускатного с комплексной устойчивостью к осмотическому 

стрессу и низкой температуре. В такой селективной системе культивирование 

зародышей проводится на питательной среде МС с добавлением 4–5 % сорбита и 

низкотемпературном стрессе (при промораживании до –8…–10 °С в течение трех 

суток). С другой стороны, культивирование зародышей в селективной системе 

можно применить и для косвенной оценки устойчивости к данным абиотическим 

стрессам у различных образцов и сортов. Для такой оценки целесообразно 

использовать более жесткий режим при снижении температуры в ходе 

промораживания до –12…–14 °С (пять суток). Эффективность такого 

биотехнологического метода можно повысить, используя для размножения 

отобранных проростков методику клонального микроразмножения шалфея [14]. 

В ряде случаев при слабом развитии отобранных устойчивых проростков это 

необходимо для их дальнейшей успешной адаптации к условиям ex vitro. В 

целом, комплекс разработанных приемов культивирования in vitro способствует 

повышению эффективности создания исходного материала при получении новых 

устойчивых к стрессам сортов шалфея мускатного.   

Выводы 

Исследовано развитие изолированных зиготических зародышей у шалфея 

мускатного в условиях осмотического и низкотемпературного стрессов с целью 

разработки селективной системы создания устойчивых к этим стрессовым 

факторам форм in vitro. Проведен анализ эмбриокультуры трех сортов и 10 

образцов S. sclarea, различающихся по засухоустойчивости (коэффициенты 

засухоустойчивости растений в полевых условиях варьировали от 14,5 до 64,3 %).  

При сравнении с контролем выявлено снижение анализируемых параметров 

(частота прорастания зародышей, частота развившихся проростков, длина побега 

и корня) по мере повышения концентрации сорбита до 5 % в питательной среде 

МС и снижения температуры при холодовой обработке до –8…–14 °С. Вместе с 

тем у генотипов с высокими коэффициентами засухоустойчивости (Тайган, R3-4-

9, R3-5-6, R3-2-7) угнетение развития проростков при действии двух стрессоров 

наблюдалось в меньшей степени, чем у менее устойчивых образцов (С-785, R3-2, 

R3-5, R3-10), у которых проростки при наиболее жестких режимах не 

формировались. Максимальные достоверные коэффициенты корреляции (во всех 

вариантах стрессовой обработки от 0,696 до 0,870) установлены между полевой 

засухоустойчивостью генотипов и частотой прорастания зародышей или частотой 

развившихся проростков. При дальнейшей оптимизации методики показано, что 

сокращение длительности низкотемпературного стресса при отборе in vitro с 19 

до 8–10 суток (включая закаливание, промораживание и оттаивание культур) 

позволило успешно дифференцировать сорта по устойчивости к комплексному 

стрессу. В результате разработана селективная система, которую можно 

использовать для отбора или для косвенной оценки in vitro форм шалфея с 

комплексной устойчивостью к осмотику и низкой температуре, включающая 

культивирование зародышей на средах с 4–5 % сорбита и низкотемпературный 

стресс (при промораживании до –8…–14 °С в течение трех–пяти суток).  
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sage zygotic embryos in order to develop a selective system for creating forms resistant 

to these stress factors in vitro. Three cultivars and 10 samples of Salvia sclarea L. 

differing in drought resistance were used in the studies. The effects of osmotic and low-

temperature stresses were simultaneously tested in vitro. Under osmotic stress, the 

embryos were cultured on Murashige and Skoog medium containing 3–5% sorbitol. 

Modeling of cold stress was carried out in three stages with different durations: 

hardening at 0…4 °C; freezing with a decrease in temperature from 0 to –12...–14 °С; 

defrosting at 2…4 °C. After low-temperature stress, the embryos were transplanted to 

medium with the same sorbitol concentration and cultivated at 26 °C and illumination 

of 2–3 klx. It was found that as the sorbitol concentration increased to 5 % and the 

temperature decreased to –8...–14 °C, all analyzed parameters (frequency of embryos 

germination and developed seedlings, shoot and root length) decreased compared to 

the control. In genotypes with high drought resistance coefficients the inhibition of 

seedling development under the action of two stressors was much less than in unstable 

genotypes. The maximum correlation coefficients (from 0.696 to 0.870) were 

established between the field drought resistance of genotypes and the frequency of 

embryos germination or developed seedlings. A selective system was developed that 

can be used for in vitro selection or indirect assessment of S. sclarea forms with 

complex osmotic and low temperature resistance.  
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