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Реферат. Важнейшей задачей селекции растений является создание 

высокопродуктивных сортов, устойчивых к абиотическим стрессовым факторам 

среды, и в частности, к засухе. Это касается и одного из широко 

распространенных на юге России эфиромасличных растений – шалфея мускатного. 

Для решения многих проблем селекции в настоящее время активно используются 

биотехнологические методы. Одним из таких приемов является клеточная 

селекция in vitro, позволяющая проводить направленный отбор генотипов с 

заданными признаками. Цель работы – изучение особенностей действия 

осмотического стресса на развитие изолированных зародышей сортов и образцов 

шалфея мускатного для разработки клеточной технологии создания устойчивых к 

этому стрессовому фактору форм in vitro. В исследованиях использовали сорта и 

образцы шалфея (Salvia sclarea L.), различающиеся по полевой засухоустойчивости. 

Эксплантами служили зрелые зиготические зародыши, которые культивировали на 

питательных средах Мурасиге и Скуга (МС), дополненных осмотиками (NaCl, 

маннит, сорбит, сахароза) в различных концентрациях. В контроле зародыши 

культивировали на среде МС. Показано, что культивирование зародышей трех 

сортов (С-785, Ай-Тодор и Тайган) на средах с введением 0,9 % NaCl, 4,0–5,0 % 

маннита или сорбита и 7,0 % сахарозы позволило дифференцировать сорта по 

устойчивости к осмотическому стрессу. В следующем опыте проведен анализ 

развития изолированных зародышей 10 сортов и образцов шалфея (с 

коэффициентами засухоустойчивости от 22,5 до 73,5 %) на среде, дополненной 

сублетальной концентрацией маннита (4,5 %). При этом выявлено снижение по 

сравнению с контролем от 1,4 до 14,5 раз всех изученных параметров – частоты 

прорастания зародышей и образования проростков, длины побега и корня. 

Максимальные коэффициенты корреляции (0,76–0,79) установлены между полевой 

засухоустойчивостью генотипов и частотой развития проростков на среде с 

добавлением маннита. Проведенные исследования показали перспективность 

использования разработанной селективной системы для получения или оценки in 

vitro устойчивых к абиотическому стрессу форм шалфея. 
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Введение 

Одним из наиболее распространенных, действующих на растения 

абиотических стрессовых факторов, является засуха. Это явление, обычно 
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возникающее из-за неблагоприятных метеорологических условий, приводит к 

почвенному и воздушному водному дефициту у растений. В связи с глобальными 

изменениями климата в последние десятилетия изучению действия данного 

лимитирующего фактора с использованием физиологических, биохимических, 

молекулярно-генетических методов уделяется большое внимание [1, 2]. Создание 

засухоустойчивых генотипов сельскохозяйственных культур, а также их оценка 

особенно актуальны для южных регионов России. 

Для изучения действия абиотических стрессов на растения и получения 

устойчивых генотипов актуально использование методов культивирования in vitro, 

которые обеспечивают контролируемые условия анализа лимитирующих факторов 

на уровне отдельных органов, тканей и клеток [3, 4]. Клеточная селекция in vitro, 

позволяющая проводить направленный отбор генотипов с заданными признаками, 

основана на общих механизмах устойчивости для целых растений и изолированных 

клеток [2, 5]. Данный метод позволяет не только экономить время и ресурсы при 

создании доноров устойчивости, но и ускорить оценку селекционного материала. 

Однако, наряду со многими преимуществами, эта клеточная технология имеет и ряд 

существенных ограничений: необходимый признак должен моделироваться in vitro, 

механизмы адаптации отдельных клеток и всего организма к стрессу могут быть 

разными, выделенные в селективных условиях резистентные линии часто теряют 

морфогенетический потенциал, а растения-регенеранты могут не проявить 

устойчивость при дальнейшем размножении и выращивании в поле и др. [6]. 

Особенно это касается такого сложного признака как засухоустойчивость, который 

контролируют многие гены [2]. 

При анализе работ по клеточной селекции к абиотическим стрессам 

практически нельзя найти двух одинаковых схем отбора in vitro. Применяемые 

методические приемы зависят не только от стрессового фактора и степени его 

изученности, но и от вида растения, особенностей развития изолированных органов 

и индукции процессов каллусо- и морфогенеза, степени разработки 

биотехнологических методик. Важную роль в селекции играет выбор объекта для 

отбора in vitro. Одним из наиболее используемых является каллусная культура, 

которую с успехом применяли при скрининге устойчивых к абиотическим 

стрессовым факторам генотипов у пшеницы, сахарной свеклы, табака, люцерны, 

сосны, картофеля, риса, кукурузы, лаванды и др. [5, 7–12]. При этом в некоторых 

исследованиях отмечено преимущество применения морфогенных каллусов, 

которые часто проявляют большую устойчивость к стрессовым обработкам, и из 

которых легче получать растения-регенеранты [3, 12, 13]. Применение 

суспензионной культуры позволяет с большей вероятностью выделить единичные 

устойчивые клетки, но, так как она достаточно сложна в экспериментальных 

работах, этот объект используется гораздо реже [5, 8, 9]. В последние годы для 

отбора или оценки устойчивости in vitro нередко стали культивировать 

изолированные органы – зрелые или незрелые зародыши [8, 12, 14], микрорастения 

[15–17], апексы побегов [18]. 

Обычно при отборе засухоустойчивых генотипов применяют прямую 

клеточную селекцию, при которой в питательную среду вводят селективный фактор, 

с помощью которого моделируется действие стресса. Эффект осмотического стресса 

достигается при культивировании тканей или органов на средах с разными 

стрессовыми агентами: ионными и проникающими в клетку – NaCl, KCl [3, 7, 10, 16, 

18], неионными и проникающими – сахарами: маннитом, сорбитом, сахарозой [4, 7, 

9, 11] и непроникающим – высокомолекулярным (6000–10000) полиэтиленгликолем 

(ПЭГ) [4, 6, 14, 17]. В ряде работ исследовали действие на развитие изолированных 
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органов или каллусов нескольких осмотиков, например, NaCl и маннита у Salicornia 

persica [7], маннита и ПЭГ – у пшеницы [6].  

Что касается длительности действия стрессового фактора, то существуют 

различные подходы. В одних работах исследователи использовали однократный 

отбор с небольшой экспозицией стрессового фактора, в частности, у кукурузы и 

пшеницы применили селекцию на фоне ПЭГ и NaCl с недифференцированным 

каллусом в течение пассажа [12]. В ряде случаев отбор проводят в течение 

нескольких пассажей, часто с повышением концентрации осмотика. Например, у 

сахарной свеклы каллусы культивировали три пассажа на питательной среде, 

увеличивая содержание NaCl от 1,5 до 2,5 % [9]. У березы лучший селективный 

эффект при дифференциации солеустойчивых клонов получен при поэтапном 

культивировании микропобегов на питательных средах с возрастающей 

концентрацией NaCl (0,2–1,0 %) и снятием селективной нагрузки после каждого 

пассажа [16]. Иногда используют более сложные схемы отбора со сменой объекта 

селекции. Например, у ячменя отбор солеустойчивых форм проводили на уровне 

семян, а затем полученных каллусных культур [8], а у кориандра в клеточной 

селекции на устойчивость к низкотемпературному стрессу вначале использовали 

каллусы, а затем эмбриокультуры [12].  

Одним из наиболее распространенных на Юге России эфиромасличных 

растений является шалфей мускатный (Salvia sclarea L.) [19]. Ценность этой 

культуры определяется, прежде всего, наличием в его соцветиях эфирного масла, 

которое используется в парфюмерно-косметической и пищевой промышленности, в 

табачном производстве. Применение шалфейного масла в медицине обусловлено 

его противовоспалительным, противогрибковым, обезболивающим, 

антибактериальным, антиоксидантным, иммуномодулирующим и другими ценными 

свойствами [20]. В ФГБУН «НИИСХ Крыма» в разные годы созданы несколько 

сортов шалфея [19], тем не менее, для повышения эффективности селекции 

целесообразно привлечение биотехнологических методов, что было показано при 

создании сорта Селинж [21].  

Исследования в области клеточной инженерии разных видов шалфея 

касаются, главным образом, оптимизации методик клонального микроразмножения 

для S. sclarea, S. officinalis, S. guaranitica, S. chamelaeagnea, S. santolinifolia, 

S. nemorosa и других видов [22–25]. Показана возможность биосинтеза некоторых 

вторичных метаболитов (фенольных соединений, розмариновой кислоты, склареола, 

компонентов эфирного масла) в культуре in vitro у S. miltiorrhiza, S. officinalis, S. 

viridis, S. sclarea, S. fruticosa [24–27]. Также имеются сведения о получении 

каллусных культур из эксплантов листьев, стебля, почек, сегментов проростка [12, 

22, 28]. В ряде работ продемонстрирована морфогенетическая способность каллусов 

и определены условия получения растений-регенерантов [12, 28–30]. 

Несмотря на то, что шалфей является засухоустойчивым растением, степень 

его толерантности к данному стрессовому фактору ограничена, поэтому получение 

устойчивых генотипов весьма перспективно при создании высокоурожайных 

сортов. Исследований по влиянию осмотического стресса на культуру 

изолированных тканей и органов шалфея крайне мало. Hannibal T. Musarurwa et al. 

при изучении возможности изменения компонентного состава эфирного масла у 

культивируемых in vitro микрорастений Salvia stenophylla (Burch. ex Benth.) 

варьировали содержание в питательной среде гормонов и макроэлементов, а также 

добавляли осмотики. При этом невысокие концентрации ПЭГ-6000 (5 %) и сорбита 

(2 %) привели к изменению содержания многих летучих соединений и отрицательно 

влияли на рост, состояние микрорастений и их укоренение in vitro [31]. Проведены 
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работы по получению трансгенных растений лекарственного вида Salvia miltiorrhiza 

с целью выяснения механизмов стрессоустойчивости и получения толерантных к 

засухе генотипов. Так, трансгенные растения S. miltiorrhiza с перенесенным из 

пшеницы геном TaLEA1 продемонстрировали лучший рост на питательных средах с 

добавлением 1 % NaCl и 8 % ПЭГ-6000, что показало важную роль этого гена в 

повышении соле- и засухоустойчивости шалфея [32]. Судя по доступной 

литературе, исследования по клеточной селекции у S. sclarea ограничены 

нашими предыдущими публикациями по разработке методики селекции на 

устойчивость к осмотическому стрессу, в которых рекомендовался двухэтапный 

отбор in vitro [33].  

Цель исследований – изучение особенностей действия осмотического 

стресса на развитие изолированных зародышей сортов и образцов шалфея 

мускатного для разработки клеточной технологии создания устойчивых к этому 

стрессовому фактору форм in vitro. 

Материалы и методы исследований 

В исследованиях использовали сорта и образцы шалфея мускатного (Salvia 

sclarea L.): сорта С-785, Ай-Тодор, Тайган, а также семенное потомство 

регенерантов, полученных ранее из каллусов, сорта С-785 (R3-5, R3-4-9, R2-9-38), 

Ай-Тодор (R2-104, R3-2-15, R3-3-1) и Тайган (R3-101), также образцов, выделенных 

при низкотемпературном стрессе в эмбриокультуре in vitro (Т-09-1, Т-09-4, А-09-41, 

А-09-42). Эксплантами служили зиготические зародыши, выделенные из зрелых 

семян. В работе использовали общепринятые в биотехнологии методы культуры 

органов и тканей растений [34], а также методы, разработанные нами ранее для 

шалфея [33].  

Для введения в культуру in vitro семена предварительно стерилизовали в 

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

и трижды промывали автоклавированной дистиллированной водой. Асептические 

работы проводили в условиях ламинарного бокса БАВнп-01-«Ламинар-С»-1,2 

(Россия).  Зародыши выделяли под стереоскопическим микроскопом МБС-10 

(ЛОМО, Россия) и помещали на питательную среду Мурасиге и Скуга (МС) [34]. В 

контроле использовали безгормональную среду МС, а в опытных вариантах для 

моделирования осмотического стресса в среды добавляли NaCl, маннит, сорбит, 

сахарозу (АО «Вектон», Россия) в различных концентрациях (от 0,2 до 9,0 %). 

Культивирование зародышей и развивающихся микрорастений проводили в течение 

40–50 сут в пробирках с 10 мл агаризованной питательной среды при 26 ± 2 °С, 

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

фотопериодом.  

При получении устойчивых к низкотемпературному стрессу образцов 

изолированные зародыши в контроле культивировали на безгормональной среде МС 

в культуральной комнате при выше описанном режиме. Моделирование холодового 

стресса проводили в 3 этапа: 1) закаливание при температуре 2–4 °С, 12 сут; 2) 

промораживание – при снижении температуры от 0 до −14 °С с различной 

экспозицией (1 вариант: от 0 до −6…−8 °С, 3 сут; 2 вариант: от 0 до −8…−10 °С, 5 

сут; 3 вариант: от 0 до −8…−10 °С, 7 сут; 4 вариант: от 0 до −12…−14 °С, 7 сут); 3) 

оттаивание при 2–4 °С, 2 сут. После холодового стресса зародыши пересаживали на 

свежую питательную среду МС и переносили в культуральную комнату. 

Анализ развития культивируемых зародышей проводили через 10 и 30 сут 

после введения in vitro. На 10-е сутки культивирования определяли частоту 

прорастания зародышей (ЧПЗ, %), а на 30-е сутки – частоту развившихся проростков 
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(ЧРП, %), длину побега и корня. ЧРП определяли, как отношение числа 

полноценных проростков к общему числу эксплантированных зародышей.  

Полученные микрорастения с корнями адаптировали ex vitro в смеси торфа и 

земли (1:1). Подросшие растения с шестью-восемью листьями пересаживали в 

вазоны со смесью почвы и торфа, а затем – в полевые условия, в питомник 

исходного материала, где выращивали в научном севообороте отдела 

эфиромасличных и лекарственных культур ФГБУН «Научно исследовательский 

институт сельского хозяйства Крыма» (Белогорский район, п. Крымская Роза) в 

течение двух лет до получения семян. Коэффициент засухоустойчивости у растений 

сортов и образцов в полевых условиях (2016–2018 гг.) рассчитывали по показателям 

водного обмена [35]. 

Статистическую обработку данных осуществляли согласно общепринятым 

методам математической статистики при помощи стандартного пакета документов 

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

Стьюдента при р ≤ 0,05. В таблицах и на графиках представлены средние значения и 

их стандартные ошибки. 

Результаты и их обсуждение 

Ранее нами была разработана методика двухэтапного отбора в 

эмбриокультуре in vitro шалфея форм, устойчивых к действию осмотического 

стресса, при использовании которой получены перспективные образцы [12]. С 

целью дальнейшего усовершенствования этой методики и оптимизации 

селективных агентов изучена эффективность отбора in vitro устойчивых к засухе 

форм шалфея при использовании четырех типов осмотически активных веществ при 

разных концентрациях – NaCl (0,7–0,9 %), маннита (4,0–6,0 %), сорбита (4,0–6,0 %) 

и сахарозы (6,0–8,0 %). При выборе в данном опыте концентрации селективных 

агентов учитывали наши предварительные исследования и использовали дозы, 

близкие к сублетальным. Зиготические зародыши выделяли из семян сортов С-785, 

Ай-Тодор и Тайган, различающихся по полевой засухоустойчивости (коэффициенты 

засухоустойчивости соответственно 27,1; 42,0 и 59,9 %) [12]. Основным критерием 

оценки реакции изучаемых генотипов на действие осмотического стресса, 

представленным на рисунке 1, была частота образования проростков (% к 

контролю).  

 

 
Рисунок 1 – Частота образования проростков (% к контролю) при 

культивировании изолированных зародышей шалфея трех сортов в 

зависимости от типа и концентрации осмотика в питательной среде МС 
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Как видно из представленных данных, во всех вариантах опыта на средах с 

добавлением осмотиков отмечено уменьшение частоты образования проростков по 

сравнению с контролем. Снижение данного параметра зависело от типа соединения, 

используемого в качестве селективного агента, и сорта. Сравнение изучаемых 

сортов показало, что у наиболее засухоустойчивого сорта Тайган частота 

прорастания зародышей почти во всех вариантах опыта была выше по сравнению с 

‘С-785’ и ‘Ай-Тодор’. Степень развития проростков (длина побега и корня) на 

средах с разными осмотиками также были выше у сорта Тайган (рисунок 2).   

 

  
                    А           Б         В          Г  

 

Рисунок 2 – Развитие проростков шалфея сорта С-785 из изолированных 

зародышей на питательных средах МС (А) и МС с 4,0 % маннита (Б) и сорта 

Тайган на среде МС (B) и  МС с 4,0 % маннита (Г) (40 сут культивирования) 

 
Культивирование зародышей на средах с 0,9 % NaCl, 4,0–6,0 % маннита или 

сорбита и 7,0–8,0 % сахарозы позволяет дифференцировать генотипы по 
устойчивости к действию изученных осмотиков. Так, на питательной среде МС с 
добавлением 0,9 % NaCl у сорта Тайган частота образования проростков была в 2,3 
и 1,3 раза выше, чем у С-785 и Ай-Тодор соответственно. На средах с наибольшими 
в данном опыте концентрациями осмотиков (6,0 % сорбита и маннита или 8,0 % 
сахарозы) проростки были получены в основном у сорта Тайган. Все 
проанализированные осмотики при определенных концентрациях позволяли 
выявить различия между изучаемыми генотипами: частота образования проростков 
у сорта, более устойчивого к засухе, была выше, чем у менее засухоустойчивого. 
Тем не менее, более четкие различия отмечены при добавлении в питательную 
среду 4,0 % маннита.  Анализируемый параметр у сорта Тайган в такой селективной 
системе был выше, чем в эмбриокультуре у С-785 и Ай-Тодор в 2,5 и 6,3 раза 
соответственно. Поэтому с целью отбора (или оценки) засухоустойчивых форм и 
лучшей дифференциации генотипов шалфея более перспективно использовать 
маннит (4,0–5,0 %), хотя можно применять и сорбит. Как уже отмечено выше, в 
исследованиях по клеточной селекции используют различные осмотически 
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активные вещества, при этом их концентрации в значительной степени зависят от 
вида растения и применяемого объекта селекции. О. В. Дубровная при проведении 
клеточной селекции пшеницы на устойчивость к водному дефициту in vitro 
сравнивала действие ПЭГ и маннита. При этом установлено, что селективная 
система с введением маннита была эффективнее, так как обеспечивала более 
полную элиминацию чувствительных клеток и высокую жизнеспособность 
развивающихся растений-регенерантов [6].  

При моделировании солевого стресса для каллусных культур сахарной 
свеклы использовали концентрацию NaCl до 2,5 % [9], у каллусов сосны [10] и у 
микроклонов березы – до 1,0 % [16], а у ячменя – 2,0 % [8]. У герани 
эфиромасличной сублетальная концентрация NaCl для неморфогенного каллуса 
составила 0,75 %, а для морфогенного – 1,0 % [12]. У лаванды для отбора 
устойчивых к осмотическому стрессу каллусных линий целесообразно добавлять в 
питательную среду 8,0–10,0 % маннита [12]. В то же время каллусы двух видов 
галофитов Salicornia persica и S. europaea культивировали на средах, содержащих до 
3,5 % NaCl или до 18,2 % маннита [7]. 

В следующем эксперименте изучали действие осмотического стресса с 
привлечением разных генотипов шалфея, различающихся по засухоустойчивости. 
При этом исследовали развитие зиготических зародышей, изолированных из семян 
трех сортов (С-785, Ай-Тодор и Тайган) и семи регенерантов R2–R3 (R3-5, R3-4-9, R2-
9-38, R2-104, R3-2-15, R3-3-1, R3-101), полученных ранее в каллусной культуре этих 
сортов. В полевых условиях для растений изучаемых генотипов определены 
коэффициенты засухоустойчивости, которые варьировали от 22,5 (R3-3-1) до 73,5 % 
у сорта Тайган, который обладал максимальной (из изученных генотипов) 
устойчивостью к этому стрессу. Для имитации засухи в условиях in vitro в 
безгормональную питательную среду МС добавляли маннит в концентрации 4,5 %, 
который на основании предыдущего опыта обеспечивал сублетальное действие 
осмотического стресса. Развитие изолированных зародышей оценивали по 
нескольким параметрам – частоте прорастания зародышей (таблица 1), частоте 
образования проростков (таблица 2), длине побега (таблица 3) и длине корня 
(таблица 4). Для более адекватной оценки эти параметры также приведены в % к 
контролю (при культивировании зародышей на среде МС без маннита).   

 

Таблица 1 – Влияние генотипа и маннита в питательной среде на частоту 

прорастания зародышей в эмбриокультуре in vitro шалфея мускатного 

Сорт, образец 

Коэффициент 

засухоустой-

чивости, % 

Частота прорастания зародышей, % Частота 

прорастания 

зародышей, % к 

контролю 
среда МС  

среда МС + 

4,5 % маннита 

С-785 29,5 ± 0,3 75,0 ± 3,8 12,5 ± 0,8 16,7 

R3-5 28,5 ± 0,9 50,0 ± 1,5 7,9 ± 1,2 15,8 

R3-4-9 67,1 ± 0,2 63,3 ± 8,2 37,9 ± 2,5 59,9 

R2-9-38 55,8 ± 0,9 66,7 ± 4,6 23,3 ± 1,8 34,9 

Ай-Тодор 55,4 ± 0,6 87,5 ± 2,6 24,3 ± 3,5 27,8 

R2-104 35,4 ± 1,9 100,0 ± 0,0 30,0 ± 1,4 30,0 

R3-2-15 29,6 ± 0,8 48,3 ± 3,6 20,0 ± 1,2 41,4 

R3-3-1 22,5 ± 4,3 66,7 ± 8,7 23,3 ± 2,4 34,9 

Тайган 73,5 ± 3,1 95,6 ± 5,2 70,0 ± 6,1 73,2 

R3-101 39,9 ± 0,7 83,3 ± 3,7 20,0 ± 2,6 24,0 

r  0,38 0,77* 0,74* 

Примечание. * достоверные значения коэффициента корреляции при p ≤ 0,05.  
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Таблица 2 – Влияние генотипа и маннита в питательной среде на частоту 

образования проростков в эмбриокультуре in vitro шалфея мускатного 

Сорт, образец 

Коэффициент 

засухоустой-

чивости, % 

Частота образования проростков, % Частота 

образования 

проростков, % к 

контролю 

среда МС  

 

среда МС + 

4,5 % маннита 

С-785 29,5 ± 0,3 72,4 ± 5,6 6,3 ± 1,1 8,7 

R3-5 28,5 ± 0,9 45,0 ± 3,2 3,1 ± 0,2 6,9 

R3-4-9 67,1 ± 0,2 54,5 ± 6,4 29,8 ± 1,0 54,7 

R2-9-38 55,8 ± 0,9 52,6 ± 5,0 18,2 ± 1,2 34,6 

Ай-Тодор 55,4 ± 0,6 76,4 ± 2,4 17,4 ± 0,9 22,8 

R2-104 35,4 ± 1,9 88,9 ± 9,6 22,3 ± 1,6 25,1 

R3-2-15 29,6 ± 0,8 36,3 ± 2,5 11,2 ± 1,1 30,8 

R3-3-1 22,5 ± 4,3 54,2 ± 5,5 17,8 ± 1,6 32,8 

Тайган 73,5 ± 3,1 86,4 ± 6,8 52,6 ± 3,5 60,9 

R3-101 39,9 ± 0,7 80,8 ± 6,5 18,4 ± 1,3 22,8 

r  0,32 0,79* 0,76* 

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

 

Таблица 3 – Влияние генотипа и маннита в питательной среде на длину 

побегов в эмбриокультуре in vitro шалфея мускатного 

Сорт, образец 

Коэффициент 

засухоустой-

чивости, % 

Длина побега, мм  
Длина побега, % к 

контролю среда МС  
среда МС + 

4,5 % маннита 

С-785 29,5 ± 0,3 37,4 ± 3,5 4,1 ± 0,3 11,0 

R3-5 28,5 ± 0,9 33,7 ± 2,7 3,2 ± 0,2 9,5 

R3-4-9 67,1 ± 0,2 34,2 ± 3,2 3,7 ± 0,2 10,8 

R2-9-38 55,8 ± 0,9 40,7 ± 3,8 4,1 ± 0,3 10,1 

Ай-Тодор 55,4 ± 0,6 42,3 ± 4,0 4,5 ± 0,3 10,6 

R2-104 35,4 ± 1,9 40,9 ± 3,4 4,2 ± 0,3 10,3 

R3-2-15 29,6 ± 0,8 42,5 ± 4,3 4,4 ± 0,4 10,4 

R3-3-1 22,5 ± 4,3 34,5 ± 2,7 3,2 ± 0,3 9,3 

Тайган 73,5 ± 3,1 41,8 ± 3,5 4,9 ± 0,4 11,7 

R3-101 39,9 ± 0,7 43,5 ± 3,9 4,4 ± 0,3 10,1 

r  0,24 0,51 0,68* 

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

Таблица 4 – Влияние генотипа и маннита в питательной среде на длину 

корня проростков в эмбриокультуре in vitro шалфея мускатного 

Сорт, образец 

Коэффициент 

засухоустой-

чивости, % 

Длина корня проростка, мм  Длина корня 

проростка, % к 

контролю 
среда МС  

среда МС + 

4,5 % маннита 

С-785 29,5 ± 0,3 24,6 ± 1,5 5,5 ± 1,4 22,4 

R3-5 28,5 ± 0,9 18,2 ± 1,2 5,0 ± 0,8 27,5 

R3-4-9 67,1 ± 0,2 23,6 ± 2,8 7,5 ± 1,0 31,8 

R2-9-38 55,8 ± 0,9 20,5 ± 1,5 5,1 ± 1,2 24,9 

Ай-Тодор 55,4 ± 0,6 20,4 ± 2,2 4,8 ± 1,9 23,5 

R2-104 35,4 ± 1,9 25,8 ± 3,2 6,0 ± 1,3 24,2 

R3-2-15 29,6 ± 0,8 24,2 ± 2,1 5,5 ± 1,6 22,7 

R3-3-1 22,5 ± 4,3 18,8 ± 1,5 3,0 ± 0,4 15,9 

Тайган 73,5 ± 3,1 28,6 ± 1,8 8,2 ± 0,5 28,7 

R3-101 39,9 ± 0,7 24,4 ± 1,7 5,0 ± 1,0 20,5 

r  0,40 0,74* 0,70* 

Примечание. * достоверные значения коэффициента корреляции при p ≤ 0,05. 
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Как следует из полученных данных, введение в питательную среду маннита 

привело к существенному снижению всех изученных показателей по сравнению с 

контролем. Так, частота прорастания зародышей при осмотическом стрессе 

снизилась в 1,4–6,3 раз и варьировала в зависимости от генотипа от 7,9 до 70,0 %. 

По количеству образующихся проростков (от 3,1 до 52,6 %) отмечено еще большее 

снижение (в 1,6–14,5 раз) при сравнении с развитием изолированных зародышей на 

питательной среде без введения маннита. 

Развивающиеся из зародышей проростки шалфея в селективных условиях 

существенно отличались от контрольных не только более мелкими размерами, но и 

морфологией. В частности, у них отмечены более мелкие листья, а у некоторых – 

слабое пожелтение листовых пластинок. При анализе длины побега у проростков 

выявлено значительное снижение этого параметра по сравнению с контрольными 

вариантами в 8,5–10,8 раз. Однако у разных сортов и образцов длина побега снижалась 

почти одинаково и составила 9,3–11,7 % от контроля. Угнетение развития корня у 

проростков при действии стресса in vitro проявилось в меньшей степени. У разных 

генотипов длина основного корня была меньше, чем в контрольном варианте в 3,1–6,3 

раз и изменялась у сортов и образцов от 3,0 до 8,2 мм.   

Особый интерес в данном эксперименте представляет сравнительный анализ 

развития изолированных зародышей у разных сортов и образцов шалфея, 

различающихся по степени полевой засухоустойчивости. Наибольшие 

коэффициенты корреляции выявлены между степенью засухоустойчивости 

генотипов и частотой прорастания зародышей или развития проростков на среде с 

добавлением осмотика (а также и в % к контролю) – от 0,74 до 0,79 (см. таблицы 1, 

2). Достаточно высокая достоверная зависимость отмечена между коэффициентами 

засухоустойчивости и длиной корня проростков в эмбриокультуре – 0,70–0,74 (см. 

таблицу 4). Связь между длиной побегов у развившихся из изолированных 

зародышей проростков и засухоустойчивостью была гораздо слабее. Достоверный 

коэффициент корреляции отмечен только между длиной побега на среде с 

введением маннита в % к контролю (0,68).  

Таким образом, чем выше коэффициент засухоустойчивости у изученных 

сортов и образцов в полевых условиях, тем лучше развивались зародыши в 

селективных условиях in vitro. Установленные корреляционные связи не только 

являются основой использования эмбриокультуры для проведения отбора форм, 

устойчивых к засухе, но и позволяют косвенно оценивать селекционный материал 

шалфея на засухоустойчивость. При этом наиболее надежным параметром оценки 

степени устойчивости в эмбриокультуре, на наш взгляд, является частота развития 

проростков на среде с добавлением сублетальной концентрации осмотика. Хотя 

остальные морфометрические параметры также можно использовать для 

дополнительной характеристики изолированных культур. 

В последние годы появляется все больше публикаций, свидетельствующих о 

возможности получения с использованием клеточной селекции in vitro генотипов, 

устойчивых к нескольким стрессовым факторам окружающей среды [6]. Такие 

исследования основаны на том, что формирование у растений устойчивости к ряду 

абиотических стрессов (осмотическому, солевому, температурному) на уровне 

тканей и клеток имеет некоторые сходные механизмы [1, 2, 9]. Поэтому отбор в 

условиях in vitro на резистентность к одному неблагоприятному фактору может 

приводить к повышению устойчивости и к другому. Поэтому представляет интерес 

изучение возможности получения при отборе in vitro форм шалфея, устойчивых к 

нескольким абиотическим стрессам. Ранее, в эмбриокультуре шалфея мускатного 

при проведении селекции на зимостойкость при сублетальной низкотемпературной 
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обработке (3 вариант, с промораживанием в течение 7 сут от 0 до −8…−10 °С) 

(рисунок 3) были отобраны несколько устойчивых проростков.  

 

 
Рисунок 3 – Влияние низкотемпературного стресса на частоту образования 

проростков (% к контролю) в эмбриокультуре in vitro трех сортов шалфея 

мускатного  
 

Примечание. Варианты стресса указаны в материалах. 

 

Отобранные в этом эксперименте температуроустойчивые формы были 

выращены в полевых условиях, и из них на второй год вегетации получены семена. 

Выделенные из семян зиготические зародыши культивировали на питательных 

средах МС, содержащих осмотики (4,5 % маннита или сорбита). В представленном 

опыте приводятся данные о четырех образцах, полученных в эмбриокультуре у 

сортов Тайган (Т-09-1 и Т-09-4) и Ай-Тодор (А-09-41 и А-09-42). На рисунке 4 

приведены данные по основному параметру, по которому проводили оценку этих 

образцов на устойчивость к осмотическому стрессу in vitro, – частоте образования 

проростков (в % к контролю на среде МС без осмотика).  

 

 
Рисунок 4 – Влияние осмотика в питательной среде на частоту образования 

проростков (% к контролю) в эмбриокультуре у исходных сортов шалфея 

мускатного и регенерантов, полученных после низкотемпературного стресса in vitro 

 

Как следует из полученных данных, по этому показателю образец А-09-42 

значительно превысил исходный сорт при культивировании зародышей на 

селективном фоне с введением осмотиков. Так, на средах МС с добавлением 4,5 % 
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маннита и сорбита частота образования проростков (в % к контролю) у него была 

соответственно в 3,2 и в 1,9 раз выше, чем у исходного сорта Ай-Тодор. Что 

касается двух устойчивых к температурному стрессу образцов, полученных у сорта 

Тайган, то только Т-09-4 на среде с добавлением сорбита незначительно (в 1,3 раза) 

превысил сорт по частоте формирования проростков. Остальные два образца 

уступали исходным сортам по устойчивости во всех вариантах опыта. Как видно из 

данного опыта, только один из четырех изученных образцов шалфея, отобранных 

ранее в эмбриокультуре при действии низкой отрицательной температуры, проявил 

устойчивость к осмотическому стрессу in vitro.  

Таким образом, полученные нами данные свидетельствуют о возможности 

использования для отбора устойчивых к осмотическому стрессу форм шалфея in 

vitro селективной системы при культивировании изолированных зародышей на 

питательной среде МС с введением 4,0–4,5 % маннита или сорбита. При этом 

необходимо учитывать, что не все отобранные при клеточной селекции формы 

проявляют устойчивость в условиях in vivo, на что указывают и другие 

исследователи [1, 2, 4, 9]. Следует отметить, что у шалфея эффективность 

биотехнологии отбора засухоустойчивых генотипов целесообразно повысить, 

используя ранее разработанную методику клонального микроразмножения [36]. В 

этом случае отобранные в эмбриокультуре in vitro на селективном фоне единичные 

проростки можно быстро размножить, получив больше растений для последующих 

полевых испытаний. Особенно это важно, если проростки плохо развиты или имеют 

слабую корневую систему и поэтому могут не прижиться при адаптации ex vitro.  

Выявленная высокая корреляция между некоторыми параметрами развития 

зародышей шалфея in vitro и полевой засухоустойчивостью свидетельствует о том, 

что культивирование зародышей может быть использовано также и для быстрой 

косвенной оценки коллекционного материала или селекционных образцов на 

засухоустойчивость. Такой биотехнологический метод оценки разрабатывается для 

ряда сельскохозяйственных видов растений, в частности, для пшеницы, ячменя, 

кукурузы, сахарной свеклы и др. [2, 4, 6, 9, 14]. 

Значительный интерес вызывает выявленная в нашей работе возможность 

получения при селекции in vitro на устойчивость к низкотемпературному стрессу 

форм шалфея, устойчивых и к другому абиотическому – осмотическому стрессу. И 

хотя частота образования таких образцов с комплексной устойчивостью может быть 

невысокой, тем не менее, работы в этом направлению чрезвычайно перспективны. 

Об этом свидетельствуют и литературные данные для других видов растений. Так, 

получены каллусные линии и регенеранты кормовой свеклы, устойчивые к токсину 

возбудителя бактериоза и к низким температурам [9]. При анализе регенерантов 

ячменя, отобранных на селективных средах с ионами алюминия, водорода и ПЭГ, 

выявлены генотипы, устойчивые не только к абиотическим стрессам (токсичности 

алюминия и засухе), но и к поражению фитопатогенными грибами [37]. У кукурузы 

проведение клеточной селекции на среде с добавлением ПЭГ позволило получить 

регенеранты, резистентные не только к засухе, но и засолению и низкой 

температуре [6]. 

 Полученные нами данные показали перспективность использования приемов 

клеточной селекции для получения или оценки в условиях in vitro устойчивых к 

абиотическому стрессу форм шалфея, что может повысить эффективность 

селекционного процесса этого ценного эфиромасличного и лекарственного 

растения.   
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Выводы 

В работе проанализированы особенности влияния осмотического стресса на 

развитие изолированных зародышей in vitro у сортов и образцов шалфея мускатного 

(Salvia sclarea L.), различающихся по полевой засухоустойчивости. Показано, что 

культивирование зрелых зиготических зародышей трех сортов (С-785, Ай-Тодор и 

Тайган) на питательных средах Мурасиге и Скуга с введением 0,9 % NaCl, 4,0–5,0 % 

маннита или сорбита и 7,0 % сахарозы позволяло дифференцировать сорта по 

устойчивости к осмотическому стрессу. Анализ развития в условиях in vitro 

зародышей 10 сортов и образцов шалфея (с коэффициентами полевой 

засухоустойчивости от 22,5 до 73,5 %) на среде МС с добавлением сублетальной 

концентрации маннита (4,5 %) выявил снижение всех изученных параметров 

(частоты прорастания зародышей и образования проростков, длины побега и корня) 

по сравнению с контролем (среда МС без осмотика) от 1,4 до 14,5 раз. 

Максимальные коэффициенты корреляции (0,76–0,79) отмечены между полевой 

засухоустойчивостью генотипов шалфея и частотой развития проростков на среде с 

добавлением осмотика. При культивировании зародышей четырех отобранных 

ранее при низкотемпературном стрессе форм шалфея на среде МС с введением 

маннита или сорбита показано, что один образец проявил устойчивость к 

осмотическому стрессу. Проведенные исследования показали перспективность 

использования разработанной селективной системы для получения или оценки in 

vitro устойчивых к абиотическому стрессу форм шалфея. 
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Yegorova N. A., Stavtzeva I. V. 

THE USE OF EMBRYO CULTURE FOR THE SELECTION CLARY SAGE 

FORMS RESISTANT TO OSMOTIC STRESS IN VITRO 

Summary. The most important task of plant breeding is the creation of highly 

productive cultivars resistant to abiotic stress factors of the environment, in particular, to 

drought. This also applies to one of the essential oil plants widespread in the south of 

Russia – clary sage. To solve many breeding issues, biotechnological methods are 

currently being actively used. One of these methods is in vitro cell selection, which allows 

targeted selection of genotypes with desired traits. The purpose of the work was to study 

the features of the effect of osmotic stress on the development of isolated embryos of clary 

sage cultivars and samples to develop a cell technology for creating forms resistant to this 

stress factor in vitro. Cultivars and samples of sage (Salvia sclarea L.) differing in field 

drought resistance were used in the studies. Mature zygotic embryos were used as 

explants, which were cultivated on Murashige and Skoog (MS) culture media 

supplemented with osmotic agents (NaCl, mannitol, sorbitol, sucrose) at various 

concentrations. In the control, embryos were cultured on MS medium. It was shown that 

the cultivation of embryos of three cultivars (‘C-785’, ‘Ai-Todor’ and ‘Taigan’) on media 

with 0.9 % NaCl, 4.0–5.0 % mannitol or sorbitol and 7.0 % sucrose made it possible to 

differentiate cultivars by resistance to osmotic stress. In the following experiment, the 

development of isolated embryos of 10 cultivars and samples of sage (with coefficients of 

drought resistance from 22.5 to 73.5 %) was analyzed on a medium supplemented with a 

sublethal concentration of mannitol (4.5 %). Herewith, a decrease in comparison with the 

control from 1.4 to 14.5 times was revealed for all the studied parameters, such as the 

frequency of embryos germination and seedlings formation, the length of the shoot and 

root. It was established that the maximum correlation coefficients (0.76–0.79) were 

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

development on the medium with mannitol. The conducted studies showed that the 

developed selective system for obtaining or evaluating in vitro forms of sage resistant to 

abiotic stress is rather promising. 

Keywords: Salvia sclarea L., in vitro selection, osmotic stress, embryo culture. 
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