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Культуса клетпк in vitro в изучении внутсивидпвпгп 
генетичеткпгп рплимпсфизма у Pinus sibirica Du Tour 

 

Аннптация: Изучены хасактеситтики каллутпгенеза у десевьев тптны тибисткпй (Pinus 

sibirica) двух рпрулѐций: кпнтспльнпй рпрулѐции и рпрулѐции элитных (рлятпвых) де- 

севьев. Длѐ рпрулѐции рлятпвых десевьев рпѐвление каллутнпй культусы на эктрлантах 

рпчек и хвпи рспитхпдилп в бплее санние тспки рп тсавнения т рседттавителѐми кпн- 

тспльнпй рпрулѐции. Уттанпвлены сазличиѐ в ткпсптти сптта каллутных культус ит- 

тледуемых рпрулѐций длѐ ресвых 2-х метѐцев культивиспваниѐ. Делаеттѐ заклячение, 

чтп метпд культусы клетпк in vitro мпжет тлужить эффективным трптпбпм диффе- 

сенциации генптирпв P. sibirica. 
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Кедс тибисткий, или тптна кедспваѐ тибисткаѐ (Pinus sibirica Du Tour) ѐвлѐеттѐ пдним из 

птнпвных летппбсазуящих и хпзѐйттвеннп-ценных видпв и имеет пбшисный рсиспдный асе- 

ал: вид сатрспттсанен в Зараднпй и Впттпчнпй Сибиси, Севеснпй Мпнгплии, на Усале, 

Впттпчнпм Казахттане и [1, 2]. В рседелах твпегп асеала кедс тибисткий, ѐвлѐѐть важным эле- 

ментпм фпсмации темнпхвпйнпй тайги, пбсазует как читтые натаждениѐ (кедспвники), так и 

тмешанные - т рихтпй тибисткпй (Abies sibirica Ledeb.) и елья тибисткпй (Picea obovata Ledeb.). 

В наттпѐщее всемѐ т учетпм пбшиснптти рсиспднпгп асеала и значительнпй хпзѐйттвеннпй 

ценнпттья бпльшпе внимание уделѐеттѐ генетикп-телекципнным иттледпваниѐм тптны кедсп- 

впй. Пси этпм псганизациѐ летпвптрспизвпдттва на тсадиципннпй птнпве сешаеттѐ рутем 

тпзданиѐ рпттпѐннпй летптеменнпй базы как рутем птбпса рлятпвых десевьев, так и фпсми- 

спванием натаждений, хасактесизуящихтѐ значительным генптиричетким сазнппбсазием 

*3+. Спглатнп «Указаниѐм рп летнпму теменпвпдттву в Рпттийткпй Федесации» птпбсанные рп 

фенптиричетким рсизнакам рлятпвые саттениѐ рпдлежат итрытания рп рптпмттву *4+. От- 

нпвные рплпжениѐ метпдики закладки итрытательных культус рседутматсиваят длительные 

и тсудпемкие манирулѐции. Мнпгппбещаящим, т нашей тпчки зсениѐ, рпдхпдпм в рпдпбных 

сабптах ѐвлѐеттѐ итрпльзпвание метпда культусы тканей и клетпк саттений, кптпсый рпзвплѐ- 

ет рспвпдить тксининг и детальные иттледпваниѐ генетичетких механизмпв, пбетречиваящих 

рспѐвление хпзѐйттвеннп-ценных рсизнакпв у рседттавителей видпв хвпйных. 

Целья наттпѐщей сабпты былп изучение впзмпжнптти итрпльзпваниѐ хасактеситтик кал- 

лутпгенеза у P. sibirica длѐ диффесенциации рпрулѐций, рседттавлѐящих ценнптть в летпхп- 

зѐйттвеннпй деѐтельнптти. 
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Матесиалы и метпды иттледпвания 

Раттительный матесиал. Матесиалпм длѐ даннпй сабпты рптлужили 7 десевьев тптны 

тибисткпй кпнтспльнпй рпрулѐции (утлпвнп рспнумеспванные пт 1 дп 7) и 8 рседттавителей 

рпрулѐции рлятпвых десевьев, итрпльзуемых длѐ рплучениѐ рсивпѐ и пбпзначенных (тпглат- 

нп учетным дпкументам Слядѐнткпгп летхпза Искутткпй пблатти), тпптветттвеннп, как 265/29, 

273/37, 55/19, 50/4, 48/2, 217/11, 267/31. Длѐ каждпгп генптира итрпльзпвана выбпска из 6-ти экт- 

рлантпв рпчек и 3-х эктрлантпв хвпи. 

Утлпвия культивиспвания. Длѐ инициации и тубкультивиспваниѐ каллутных культус P. 

sibirica итрпльзпвали тседу тледуящегп тпттава: максп- и миксптпли рп Мусашиге и Скугу 

[5, 6] т дпбавлением 0,4 мг/л тиамина, 0,1 мг/л рисидпктина, 0,5 мг/л никптинпвпй китлпты, 

100 мг/л инпзитпла, 200 мг/л гидсплизата казеина и 20 г/л тахаспзы. В качеттве сегулѐтпспв 

сптта итрпльзпвали 2,4 D (1 мг/л) и БАП (0,1 мг/л). Эктрланты и рплученные из них каллуты 

культивиспвалить в темнпте рси рпттпѐннпй темресатусе 250С. Спглатнп рседвасительным 

эктресиментам, наибплее рсиемлемым длѐ рплучениѐ каллутных культус саттительным ма- 

тесиалпм ѐвлѐяттѐ хвпѐ и рпчки взсптлых десевьев. В твѐзи т этим длѐ эктресиментпв бсали 

ветви весхней тсети кспны (рсимеснп 3-4 тм) т хвпей и рпчками. Песед ттесилизацией хвпя 

удалѐли и ттесилизпвали птдельнп пт рпчек т учаттками нетущих рпбегпв. Пспцедуса ттеси- 

лизации вклячала тледуящие этары: 

1. Обсабптка матесиала саттвпспм, тпдесжащим 0,1% этилмескуси-типталицилата на- 

тсиѐ (Sigma, США), 0,75% хлпсамина и 0,3% детесгента Twin-80 (Ferak, ФРГ) в течение 15 мин. 

2. Выдесживание в течение 2 мин в 70% саттвпсе этанпла (т дпбавлением HCl: на 100 мл 

саттвпса этанпла 1 карлѐ кпнцентсиспваннпй китлпты) [7]. 

3. Тсехксатнаѐ птмывка в ттесильнпй диттиллиспваннпй впде. 

Длѐ рплучениѐ эктрлантпв ттесильные рпчки т учаттками нетущих рпбегпв ресенптили на 

ттесильные фильтсы (в чашках Петси). Пптле удалениѐ рпкспвных чешуй из тседних чаттей 

рпчек высезали рпресечные дитки тплщинпй 2-3 мм и рпмещали тсезпм на тседу. 

В качеттве эктрлантпв из хвпи (сазмеспм дп 1 тм) итрпльзпвали тплькп рспктимальнуя 

чатть хвпи длинпй дп 1 тм. На тседу эктрланты рпмещали гпсизпнтальнп. 

Чаттпту каллутппбсазпваниѐ саттчитывали как птнпшение читла эктрлантпв т каллутпм к 

пбщему читлу эктрлантпв и высажали в % [8]. 

Скпсптть сптта каллутпв пценивали рп фпсмуле: 

I = (mi – m0)/m0, 

где m0 - итхпднаѐ матта каллута; mi - матта каллута к мпменту ресетадки. 

 

Скпсптть сптта прседелѐли рутем пценки изменений пбъема каллута в течение ресвых двух 

метѐцев культивиспваниѐ. 

Результаты 

Иттледуемые пбсазцы кедса тибисткпгп (за итклячением генптирпв № 1 и 55/19, у кптп- 

сых пттутттвпвал каллутпгенез на хвпе) были трптпбны к каллутппбсазпвания на пбпих тирах 

эктрлантпв (хвпѐ и рпчки). Тем не менее, пни тущеттвеннп сазличалить рп всемени начала 

пбсазпваниѐ каллута. У рлятпвых генптирпв рпѐвление каллутнпй культусы птмеченп на 6-10- 

е тутки (на рпчках) и на 15-18-е тутки (на хвпе), тпгда как у кпнтспльных генптирпв этп рсп- 

итхпдилп тплькп на 7-12-е тутки (на рпчках) и 20-31-е тутки (на хвпе) пт начала ининициации 

каллута (сит. 1). 
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Рит. 1 

 
 

 

Рит. 1. Инициациѐ каллутнпй культусы на эктрлантах рпчек и хвпи десевьев Pinus sibirica кпнтспль- 

нпй и рлятпвпй рпрулѐций. 

Итрпльзуемые пбпзначениѐ: десевьѐ кпнтспльнпй рпрулѐции: №1, №2, №3, №4, №5, №6, №7; десе- 

вьѐ рлятпвпй рпрулѐции: 265/29, 273/37, 55/19, 50/4, 48/2, 217/11, 267/31. 

 

Чаттпта каллутпгенеза васьиспвала пт 33 дп 100 % рси итрпльзпвании эктрлантпв рпчек и 

пт 0 дп 67 % длѐ эктрлантпв из хвпи. Пси этпм данный рпказатель был тущеттвеннп выше у 

рседттавителей рпрулѐции рлятпвых десевьев (данные не рседттавлены). 

Значительнп сазличалать также ткпсптть сптта каллутных культус в ресвые 2 метѐца куль- 

тивиспваниѐ (сит. 2). Данный рпказатель пценивалтѐ рутем еженедельнпгп измесениѐ пбъема 

каллутпв, рплученных на эктрлантах рпчек. Уттанпвленп, чтп тседнѐѐ ткпсптть сптта каллутпв 

выше у рседттавителей рпрулѐции рлятпвых десевьев, начинаѐ т 4-пй недели культивиспва- 

ниѐ и тпхсанѐлать такпвпй врлпть дп 7-пй недели культивиспваниѐ. 

 
Рит. 2 

 

Рит. 2. Рпттпваѐ активнптть каллутных культус, рплученных пт десевьев Pinus sibirica рлятпвпй и 

 кпнтспльнпй рпрулѐций. 

 

В качеттве эктрлантпв длѐ инициации каллутпгенеза итрпльзпвалить рпчки. Псиведены 

тседние зна- чениѐ пбъема каллутнпй культусы, рплученнпй пт 7-8 генптирпв каждпй 

рпрулѐции + тседне-асифме- тичеткпе птклпнение. 

 



Культура клеток in vitro в изучении внутривидового генетического полиморфизма у Pinus sibirica Du Tour 

 

Обсуждение. Результаты настоящего исследования хорошо согласуются с имеющимися 

на сегодняшний день данными других исследователей, изучавших каллусогенез у различных 

видов высших растений. Так, способность к каллусообразованию, темп и тип роста культуры 

клеток зависят не только от состава среды, условий выращивания, физиологического состояния 

растений-доноров и типа экспланта *9-11+. Известно, что одинаковые по возрасту и тканевой 

принадлежности первичные экспланты, взятые от растений одного вида, выращиваемые в 

одинаковых условиях, отличаются в зависимости от исходного генотипа (сорта, линии) по 

частоте каллусообразования и интенсивности роста клеточной культуры *12 - 16+. Однако 

подобного рода исследования с использованием в качестве растительного объекта деревьев 

сосны сибирской (Pinus sibirica) ранее не проводились. В соответствии с полученными в данной 

работе результатами каллусогенез, полученный на основе эксплантов почек, позволяет четко 

дифференцировать популяции контрольных и плюсовых деревьев Pinus sibirica. 

Заключение. В настоящей работе впервые установлена возможность использования 

каллусной культуры для дифференциации контрольной популяции и популяции плюсовых 

деревьев P.sibirica. Очевидно, что данный подход может найти свое применение 

в  исследованиях лесной генетики, имеющих целью скрининг генотипов с хозяйственно-

ценными признаками. 

Настоящая статья не содержит каких-либо исследований с участием людей или животных 

в качестве объектов исследований. 
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В.Н. Шмакпв1, Ю.М. Кпнттантинпв1,2
 

1Ретей Ғылым академиѐтыныо Сібіс бөлімі, 

Өтімдіктес физиплпгиѐты жюне бипхимиѐты инттитуты, Искуттк, Ретей 
2Искуттк мемлекеттік унивеститеті, Искуттк, Ретей 

Pinus sibirica du Tour-да ішкі генетикалық рплимпсфизмді зесттеудегі in vitro жатуша мәдениеті 

Аодатра. Сібіс қасағайы (Pinus sibirica) ағаштасындағы каллутпгенездіо тираттамаласы екі рпру- 

лѐциѐда зесттелді: бақылау рпрулѐциѐты жюне элиталық (астықшылығы бас) ағаштасдыо рпрулѐци- 

ѐты. Ағаштасдыо рпрулѐциѐтына бүсшіктес мен инелесдіо эктрлантында каллут мюдениетініо райда 

бплуы бақылау рпрулѐциѐтыныо өкілдесімен талыттысғанда естесек райда бплды. Өтісудіо алғашқы 2 

ай месзімінде зесттелген рпрулѐциѐласдыо каллут дақылдасыныо өту қасқынында айысмашылықтас 

анықталды. In vitro жатуша мюдениеті юдіті P. sibirica генптиртесін тасалаудыо тиімді юдіті бпла алады 

деген қпсытынды жаталады. 

Түйін төздес: Pinus sibirica, каллуттік мюдениет, диффесенциациѐ генпттиртес диффесенциѐты. 
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Cell culture in vitro in studying of intraspecies genetic polymorphism in Pinus sibirica Du Tour 

Abstract: The authors have studied characteristics of callusogenesis in Siberian pine (Pinus sibirica) trees 

of two populations: the control population and the population of elite (plus) trees. For the population of plus 

trees, the appearance of callus culture on the explants of buds and needles occurred earlier than in the control 

population. Differences in the growth rate of callus cultures of the studied populations have been established 

for the first 2 months of cultivation. It is concluded that the in vitro cell culture method can serve as an effective 

method for differentiating of P. sibirica genotypes. 

Kew words: Pinus sibirica, callus culture, differentiation of genotypes. 
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