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Аннотация. Внутривидовые различия в уровне стрессоустойчивости у древесных растений остаются малоис-
следованными, хотя данный признак важен для селекции деревьев. Дегидрины являются белками внутрикле-
точной защиты, предохраняющими другие белки, а также мембраны от повреждений, вызванных внутрикле-
точным обезвоживанием при действии водного дефицита. Целью настоящей работы было изучение возмож-
ности выявления дегидринов, связанных с ответом на водный дефицит, а также межиндивидуальных различий 
в накоплении дегидринов у сосны обыкновенной в условиях in vitro. В работе использовали каллусную культуру, 
полученную из тканей ветвей и почек двух деревьев сосны обыкновенной (д3 и д4), для которых были обнаружены 
количественные и качественные различия в составе дегидринов. Межиндивидуальные различия у каллусных 
культур выражались в варьировании частоты событий каллусообразования и индекса нарастания каллусной 
культуры. Влияние водного дефицита на каллусную культуру при добавлении в среду культивирования 5 или 8% 
полиэтиленгликоля выражалось в дозозависимом снижении в клетках каллусов содержания воды, накоплении 
стрессового белка Hsp70 и дегидринов с массами 47, 42, 27 кД. Состав и уровень накопления дегидринов 
различался для каллусов, полученных из д3 и д4, что позволяет предположить различный уровень устойчивости 
к действию водного дефицита у клеток данных каллусных культур. Существование таких различий может стать 
основой для выявления дегидринов сосны обыкновенной, связанных с защитой от водного дефицита.
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Effect of water stress on the accumulation of dehydrins  
in callus culture cells from Pinus sylvestris L.
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Abstract. Intraspecific differences in the level of stress tolerance in woody plants remain understudied, even though 
this characteristic is important for tree breeding. Dehydrins are intracellular defense proteins that protect other 
proteins, as well as membranes, from damage caused by intracellular dehydration under water stress. The present 
paper aims to examine the possibility of detecting dehydrins produced in response to water stress, as well as 
interindividual differences in dehydrin accumulation in Pinus sylvestris L. (Scots pine) under in vitro conditions. In 
this work, callus culture derived from the branch and bud tissues of two Scots pine trees (T3 and T4) was used; for 
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these trees, quantitative and qualitative differences in the composition of dehydrins were found. Interindividual 
differences in callus cultures were expressed as variations in the frequency of callus formation events and callus 
culture growth index. With the addition of 5 or 8% polyethylene glycol to the culture medium, the effect of water 
stress on the callus culture was expressed in a dose-dependent decrease of water content in callus cells, as well as 
the accumulation of shock protein Hsp70 and dehydrins having masses of 47, 42, and 27 kDa. The composition of 
dehydrins and the level of their accumulation differed between calluses derived from T3 and T4, suggesting different 
levels of water stress tolerance in the cells of these callus cultures. The existence of such differences may provide 
a basis for detecting dehydrins in Scots pine produced in response to water stress.
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ВВЕДЕНИЕ
Лесовосстановление является актуальной задачей для 

Сибирского региона, т.к. леса данных территорий регу-
лярно подвергаются воздействию пожаров и вырубок1. 
В то же время одним из препятствий к высокоэффек-
тивному восстановлению лесного покрова оказывается 
низкая устойчивость древесной рассады к неблаго-
приятным климатическим воздействиям [1, 2]. Весна 
в зоне Восточной Сибири характеризуется сезонными 
засухами [3]. Усиление засушливости климата способ-
ствует микробной инвазии и неблагоприятно действует 
на выживаемость хвойных пород в Прибайкалье [4, 5]. 
В сочетании с высокой интенсивностью освещенности 
засушливость климата, особенно в весенний период, 
весной делает погодные условия в Восточной Сибири 
близкими к экстремальным.

Накопление белков-дегидринов (ДГ) приводит 
к появлению у растений устойчивости к холоду и 
водному дефициту (ВД) [6]. Действие этих белков 
заключается в удержании внутри клеток молекул 
воды и в имитации вокруг полярных остатков молекул 
белков и мембранных липидов гидратной оболочки, 
потеря которой приводит к неспецифическим вза-
имодействиям и утрате белками и липидами их 
физиологических свойств [7, 8]. Еще одно важное 
назначение ДГ состоит в их способности связывать 
в клетках растений активные формы кислорода, 
повышенное содержание которых приводит к окис-
лению биомолекул [9, 10]. Характерной структурной 
особенностью всех ДГ является наличие специфи-
ческой полярной высококонсервативной С-концевой 
К-последовательности, богатой остатками лизина, 
которая определяет значительную термоустойчи-
вость и растворимость этих белков и их основные 
функции внутри клетки [11, 12]. Было показано, что 
накопление ДГ приводит к появлению у растений 
холодо-, морозо- и засухоустойчивости, что позволяет 
рассматривать эти белки как факторы и маркеры 
холодо- и засухоустойчивости [7, 8].

Известно, что рост экспрессии генов отдельных 
ДГ происходит в ответ на действие ВД, холода, света, 
причем одно и то же воздействие может приводить к 
накоплению как специфических только для этого воз-
действия ДГ, так и ДГ, регулирующихся несколькими 
факторами [13, 14]. В естественных условиях невоз-
можно отделить влияние холода, освещенности или ВД, 
что делает невозможным определение специфичности 
накопления тех или иных ДГ в ответ на определенный 
фактор среды.

К настоящему моменту накоплено мало информации о 
внутривидовой вариабельности способности накапливать 
ДГ хвойными. Известно, что экспрессия генов этих белков 
существенно варьирует для различных популяций у Pinus 
sylvestris и Pinus pinaster [6, 15]. При этом высокие 
активность и разнообразие экспрессирующихся генов 
отмечаются для деревьев, произрастающих в более 
суровых условиях по признаку эффектора такой экс-
прессии [6]. Ранее были показаны межиндивидуальные 
различия в накоплении ДГ в хвое сосны обыкновенной 
[16] и в однолетних побегах лиственницы Каяндера [17] 
в период зимнего покоя у деревьев, произрастающих 
в Якутии. Выявление среди долгоживущих растений 
отдельных образцов с повышенным накоплением ДГ, 
которые являются маркерами устойчивости к разно-
образным неблагоприятным факторам, может иметь 
важное хозяйственное значение с точки зрения селекции 
этих растений и их использования для лесовосстанов-
ления в зонах с неблагоприятными климатическими 
условиями.

Использование в дополнение к традиционно приме-
няемым приемам методов культуры клеток, органов и 
тканей in vitro открывает перспективы для детального 
изучения действия какого-либо конкретного фактора на 
растительную клетку и ее реакции на это воздействие 
в строго контролируемых условиях при максимальном 
устранении влияния других сопутствующих факторов. 
Дополнительно применение этих методов позволяет 
разделить устойчивость и адаптацию растений на уровне 

1Государственный доклад о состоянии и об охране окружающей среды в Иркутской области в 2021 году. Ижевск: ООО 
«Принт», 2022. 252 с.
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организма и клеточный уровень устойчивости, на основе 
клеточной селекции отобрать устойчивые к токсиканту 
клоны или линии, а далее и целые растения. 

Целью данного исследования стало изучение воз-
можности использования каллусной культуры сосны 
обыкновенной для выявления ДГ, накопление которых 
вызывается действием ВД, а также для поиска межин-
дивидуальных различий в накоплении ДГ в ответ на ВД. 
Для достижения поставленной цели были использованы 
каллусные культуры, полученные из побегов ветвей и 
почек взрослых деревьев сосны обыкновенной.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Для характеристики условий среды в период сбора 

проб использовали информацию из доклада Всероссий-
ского научно-исследовательского института гидромете-
орологической информации – Мирового центра данных 
«Климатические условия на территории России. Погода 
на территории Российской Федерации в 2022 году»2. 

В работе использовали два дерева (д3 и д4) сосны 
обыкновенной (Pinus sylvestris L.), произрастающие на 
экспериментальном участке Сибирского института физи-
ологии и биохимии растений СО РАН. Данный участок был 
заложен из однолетних саженцев в 1985 г. на окраине г. 
Иркутска. Почва на участке серая лесная неоподзоленная 
суглинистая. Грунтовые воды залегают на значительной 
глубине (11–50 м) и не оказывают заметного влияния 
на режим влажности почв. Возраст деревьев в период 
проведения исследования – 37–38 лет.

Сбор побегов ветвей и почек для анализа содер-
жания ДГ был произведен в марте 2023 г. Для этого 
образцы измельчали, замораживали в жидком азоте 
и хранили в криостате при минус 70 °С. Для получения 
каждого измельченного образца использовали не менее 
трех побегов с каждого дерева и не менее 10 почек 
с разных побегов.

Для получения каллусов образцы собирали в сен-
тябре – октябре 2022 г. В качестве растительного мате-
риала для получения каллусов сосны обыкновенной брали 
верхушки ветвей из нижней трети кроны (примерно 
3–4 см) с хвоей и почками. Перед стерилизацией хвою 
удаляли и стерилизовали почки с участками несущих 
побегов с использованием последовательно 3%-го рас-
твора перекиси водорода (30 мин), 0,1%-го раствора 
хлорида ртути (10 мин) и двукратной отмывки по 30 мин 
в 3%-м растворе перекиси водорода.

Для получения эксплантов стерильные почки с 
участками несущих побегов переносили на стерильные 
фильтры (в чашках Петри). Из средних частей почек и 
несущих побегов вырезали поперечные диски толщиной 
2–3 мм и помещали срезом горизонтально на пита-
тельную среду Мурасиге – Скуга, содержащую половинный 
состав макро- и микросолей с добавлением 0,8 мг/л 
тиамина, 0,4 мг/л пиридоксина, 0,4 мг/л никотиновой 
кислоты, 100  мг/л инозитола, 200 мг/л гидролизата 
казеина и 20 г/л сахарозы; в качестве регуляторов 
роста использовали 2,4-дихлорфеноксиуксусную кислоту 
(2 мг/л) и 6-бензиламинопурин (0,5 мг/л). Экспланты и 

полученные из них каллусы культивировали в темноте 
при постоянной температуре 25 °С. Продолжительность 
одного цикла культивирования полученного каллуса 
составляла 28 суток. Для создания действия ВД каллусы 
на 10 суток пересаживали на среду культивирования, 
содержащую 5 или 8% полиэтиленгликоля (ПЭГ), кон-
трольные образцы на это же время пересаживали на 
среду без добавления ПЭГ.

Каллусогенез анализировали по трем признакам: 
1) скорость инициации каллусной ткани – время обра-
зования первых следов каллуса на экспланте (сут.);  
2) частота случаев каллусообразования – число экс-
плантов, сформировавших каллус, относительно общего 
количества эксплантов (%) (определяли на 2-е, 3-е, 5-е, 
10-е, 15-е и 20-е сутки культивирования); 3) интенсив-
ность каллусогенеза – оценивали по индексу нарастания, 
где 1 балл – объем каллусной ткани меньше объема 
экспланта, 2 балла – объем каллусной ткани примерно 
равен объему экспланта, 3 балла – объем каллусной 
ткани больше объема экспланта (оценку по данному 
параметру вели в завершающей фазе каллусогенеза 
(на 20-е сутки) в процентах относительно общего коли-
чества эксплантов) [18].

Определение содержания общей воды в каллусах 
проводили по изменению веса каллусов. Прирост кал-
лусов вычисляли как разницу в сыром весе каллуса 
перед переносом на питательную среду, содержащую 
ПЭГ 2000 (LOBA Chemie Fischamend, Австрия) (или среду 
без ПЭГ для контрольных образцов), и того же каллуса 
через 10 суток культивирования, выраженную в про-
центах от первоначального веса. 

Для выделения общего белка использовали образцы 
каллуса либо пробы измельченного материала побега 
или почек весом 0,5 г, зафиксированные в жидком азоте 
и хранившиеся в криостате при минус 70 °С. Пробу 
растирали в жидком азоте с кварцевым песком в 2,5 мл 
буфера, содержащего 100 мМ трис‑HCl (pH 7,4–7,6), 
0,1% додецилсульфата натрия (ДДС‑Na), 12 мМ β‑мер-
каптоэтанола, 1 мМ фенилметилсульфонилфлюорида 
и нерастворимый поливинилпирролидон (10% от веса 
пробы). После центрифугирования (18000 g, 10 мин) белок 
из полученного супернатанта осаждали пятикратным 
объемом охлажденного до минус 20 °C ацетона (8500 g, 
10 мин). Осадок общего клеточного белка растворяли 
в буфере для образца, содержащем 0,125 M трис‑HCl 
(pH 6,8), 10% ДДС‑Na, 10 мМ β‑меркаптоэтанол, 1 мМ 
этилендиаминтетрауксусную кислоту, 20%-й глицерин, с 
последующим нагреванием при 97 °C в течение 3 мин 
на водяной бане и центрифугированием при 12000 g в 
течение 10 мин. Концентрацию белка в получившихся 
пробах определяли с помощью флюориметра QubitTM 
(Invitrogen, США) согласно инструкции с использованием 
набора реактивов (Quant‑iT Protein Assay kits, Invit-
rogen, США).

Для определения содержания стрессового белка 
Hsp70 и ДГ 30 мкг белка из каждой пробы разделяли 
электрофоретически в полиакриламидном геле в при-
сутствии ДДС‑Na и переносили на нитроцеллюлозную 

2Аржанова Н.М., Давлетшин С.Г., Дементьева Т.В., Клещенко Л.К., Коршунова Н.Н., Швец Н.В. Погода на территории 
Российской Федерации в 2022 году // Федеральная служба по гидрометеорологии и мониторингу окружающей среды. 
Режим доступа: http://meteo.ru/climate/93-klimaticheskie-usloviya/179-klimaticheskie-usloviya-na-territorii-rossii (дата 
обращения: 16.06.2023).
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мембрану в системе mini‑Protean III (BioRad, США) 
в соответствии с прилагаемой инструкцией. Белки 
детектировали с помощью антител. Использовали пер-
вичные моноклональные антитела против общего Hsp70  
(Hsp70/Hsc70; SPA‑820, StressGen Bioreagents, Канада; 
разведение 1:1000) и поликлональные антитела против 
ДГ (AS07 206, Agrisera, Швеция; разведение 1:500). 
Антитела визуализировали с помощью вторичных антител, 
конъюгированных со щелочной фосфатазой (Sigma, 
США), с использованием субстрата BCIP/NBT (Gerbu, 
Германия). Молекулярную массу (Mr) выявленных ДГ 
определяли с использованием белковых маркеров 
PageRuler Unstained Protein Ladder (Thermo Scientific, 
США) с помощью программного обеспечения Image 
Laboratory (версия 5.2) (Bio Rad, США).

Интенсивность окрашивания белкового пятна на 
мембране определяли денситометрически после скани-
рования в цифровом формате с помощью сканера Gel 
DocTM XR+ (Bio Rad, США) и программного обеспечения 
Image Laboratory (версия 5.2) (Bio Rad, США). Окраши-
вание измерялось как количество окрашенных пикселей 
на изображении. Интенсивность окрашивания белка 
на нитроцеллюлозной мембране пропорциональна 
количеству специфических антител, связавшихся с 
мембраной после инкубации, и количеству исследу-
емого белка в образце, фракционированном методом 
электрофореза. Интенсивность окрашивания в каждом 
экспериментальном образце выражали в условных 
единицах относительно окрашивания в контрольном 
образце, принятом за 1.

Измерения проводили не менее чем в трех повтор-
ностях, вычисляли среднее арифметическое и стан-
дартное отклонение.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Условия среды, предшествующие сбору растительного 

материала – побегов ветвей и почек взрослых деревьев 
сосны обыкновенной, в том числе и для получения кал-
лусной культуры, можно охарактеризовать как аномально 
теплые. В период зимы 2021–2022 и весны 2022 г. пре-
вышение среднемесячных температур составляло 2–4° С; 
в декабре 2022 г. – 2 °С. Повышенными были уровень 
осадков (февраль 2022 г. – 120–160% от нормы; август 
2022 г. – 120–200% от нормы) и продолжительность 
солнечного сияния (112 и 109% в январе – феврале и 
105% в мае – июне 2022 г.)2. Продолжительность сол-
нечного сияния была аномально низкой в августе 2022 г. 
(86%, значение вошло в список пяти минимальных по 
России), а температура воздуха – в октябре. Декабрь 
2022 г. в общем соответствовал норме по температуре 
и осадкам, хотя в первой декаде было аномально тепло 
(как отмечалось ранее, превышение среднемесячных 
температур составляло 2 °С). Описание условий произ-
растания позволяет сделать вывод о том, что деревья 
перед отбором образцов для получения каллусов не 
подвергались экстремальному воздействию дефицита 
влаги. 

В образцах побегов ветвей и почек д3 и д4 были 
выявлены ДГ с Mr 150, 140, 70, 23, 21, 19, 17 и 14 кД 
(рис. 1, a). В побегах было обнаружено большее раз-
нообразие среднемолекулярных ДГ (Mr 23–17 кД),  
тогда как высокомолекулярные ДГ с Mr 150 и 140 кД 
были выявлены только в образцах белка из почек. Причем 

только у д4 был обнаружен ДГ с Mr 140 кД, что указывает 
на существование межиндивидуальных различий в спо-
собности накапливать ДГ у д3 и д4. В образцах побегов 
и почек д3 и д4 был обнаружен низкомолекулярный ДГ с  
Mr 14 кД. Известно, что накопление этого белка в хвое 
сопряжено с воздействием отрицательной температуры 
[16, 19]. Появление морозоустойчивости связано с повы-
шением содержания Mr ДГ до 14 кД [20]. Перечисленные 
ДГ ранее были обнаружены в хвое сосны обыкновенной, 
произрастающей на территории Иркутской области, 
накопление этих белков происходило в холодное время 
года [21, 22]. Таким образом, на основе полученных 
результатов можно сделать предположение о связи этих 
ДГ с холодовым воздействием. Накопление большего 
количества ДГ с Mr 70 и 14 кД в образце из побегов и 
белка с Mr 140 кД в образце из почек у д4 (рис. 1, b) 
может говорить в пользу большей устойчивости к небла-
гоприятным факторам внешней среды клеток почек и 
побегов этого дерева.

На первом этапе исследования каллусов прово-
дилась оценка параметров каллусогенеза в зависи-
мости от генотипа исходных деревьев. На эксплантах 
почек как д3, так и д4 первые следы каллуса стали 
появляться уже на 2-е сутки, а на эксплантах побегов – 
на 5-е сутки культивирования. Результаты изучения 
частоты случаев каллусообразования на эксплантах 
представлены в табл. 1. Данный показатель разли-
чался как между генотипами, так и между эксплантами 
различного происхождения внутри каждого из иссле-
дуемых генотипов. Частота случаев каллусообразования 
к концу фазы каллусогенеза (20-е сутки, далее каллус 
больше не образовывался) для эксплантов почек д3 
составляла 99,2%. В случае д4 все экспланты, полу-
ченные из почек, формировали каллус. При этом каллус 
на эксплантах побегов д3 к 20-му дню образовался в 
96,3% случаев, а для д4 этот показатель составил 75%. 
Частота событий каллусообразования для эксплантов 
различного происхождения и генотипов в значительной 
мере варьировала и по конкретным промежуточным 
датам оценки этого показателя – на 2-е, 3-е, 5-е, 10-е, 
15-е сутки культивирования (см. табл. 1).

Индекс нарастания каллусной культуры на эксплантах 
представлен в табл. 2. Установлено, что интенсивность 
роста каллуса, определяемая по степени обрастания 
каллусом первичных эксплантов к концу фазы каллусо-
генеза, была выше на растительном материале, полу-
ченном из почек. Это характерно для обоих исследуемых 
деревьев. Первичный каллус значительно превышал 
размеры экспланта, на котором он формировался, в 
61,3% случаев для эксплантов почек д3 и в 58,7% случаев 
для эксплантов почек д4. Для эксплантов побегов д3 
характерно относительно равное распределение коли-
чества эксплантов с низкой, средней и высокой скоростью 
нарастания каллуса согласно оценке индекса нарастания 
по баллам. При этом преобладали каллусы с высоким 
индексом нарастания (38,7%). Для эксплантов побегов 
д4, наоборот, количество каллусов с высокой степенью 
обрастания экспланта было наименьшим (13,6%). Наи-
большее количество каллусов имело среднюю степень 
обрастания, соответствующую 2 баллам (36,7%), что 
говорит о более низкой скорости роста каллуса на экс-
плантах побегов д4 к концу фазы каллусогененза по 
сравнению с аналогичным материалом, полученным 
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от д3. Исследование особенностей роста и развития 
каллусных культур позволяет заключить, что по этому 
признаку между образцами д3 и д4 существуют различия.

Для выявления реакции клеток каллусов на ВД 
полученные из побегов и почек д3 и д4 каллусы были 
подвергнуты действию 5 и 8% ПЭГ в течение 10 суток. 
При этом в клетках каллусов всех образцов было зафик-
сировано небольшое дозозависимое снижение содер-
жания общей воды, которое не превышало 5% (рис. 2, b). 
Это свидетельствует в пользу создания в эксперименте 
условий ВД. Однако из литературных данных известно, 
что внесение в питательную среду для роста культур ПЭГ 
в дозе 5 и 8% нельзя считать воздействием, которое 
может вызывать в клетках сильный защитный физиологи-
ческий ответ [23]. Этот факт может объяснять отсутствие 
достоверного подавления прироста каллусной ткани в 
нашем эксперименте (рис. 2, b). Свидетельством небла-
гоприятного воздействия на клетки каллуса считается 
потемнение каллусной ткани и расширение площади 
темных участков, которое происходит в результате про-
исходящих в клетках культуры окислительных процессов 
[18]. Таких изменений по мере повышения концентрации 
ПЭГ мы не наблюдали (рис. 2, a). При этом накопление 
стрессового белка Hsp70 в клетках всех исследованных 
каллусов при действии 5% ПЭГ (рис. 3, 4) говорит о 
небольшом влиянии ВД, которое можно назвать в 
большей мере адаптирующим, но не повреждающим. 
Отсутствие роста содержания Hsp70 после экспозиции 
на среде с 8% ПЭГ по сравнению с контролем во всех 
образцах, кроме побегов д4, может говорить в пользу 
актуализации других защитных механизмов помимо 
Hsp70 при воздействии 8% ПЭГ по сравнению с 5% 
ПЭГ. К таким механизмам, действующим при снижении 
содержания воды в клетках растений, согласно данным 
литературы, можно отнести накопление осмолитов и 
усиление активности антиоксидантной системы [24].

В образцах белка из каллусов д3 и д4 были обна-
ружены ДГ с Mr 76, 71, 46, 42 и 27 кД (см. рис. 3), из 
которых ДГ с Mr 71 кД по молекулярной массе близок 
к ДГ с Mr 70 кД, выявленному в образцах побегов и 
почек, вероятно, это один и тот же белок. ДГ с Mr 76 кД 
ранее был описан для хвои сосны обыкновенной [22]. 
Остальные ДГ обнаружены только в клетках каллусов. 
Появление этих белков в клетках каллусов не только при 
обработке ПЭГ, но и в контрольных образцах, возможно, 
объясняется потенциально стрессовыми условиями, в 
которых находятся клетки каллусной культуры при выра-
щивании в условиях in vitro, а также тем, что накопление 
ДГ контролируется на уровне организма и наблюдать 
рост их содержания можно при снятии такого контроля.

В клетках каллусов при действии ПЭГ происходит рост 
содержания ДГ с Mr 27 кД (д3, д4 побеги; д3 почки), 
42 кД (д4 побеги, почки; д3 почки), 47 кД (д3 побеги, 

Таблица 1. Скорость инициации каллусной ткани и частота случаев каллусообразования

Table 1. Initiation rate of callus tissue and cases frequency of callus formation

Вариант Материал
Каллусогенез по дням культивирования, %

2-й день 3-й день 5-й день 10-й день 15-й день 20-й день

д3
Почки 10,4 20,8 68,8 88,0 88,0 99,2
Побеги 0,0   0,0 4,4 36,6 57,8 96,3

д4
Почки 8,8 13,5 66,9 85,3 95,3 100,0
Побеги   0,0 0,0 1,8 16,1 25,6 75,0

Рис. 1. Дегидрины побегов и почек сосны 
обыкновенной (3 – д3; 4 – д4): a – Coomassie – окраска 
полиакриламидного геля после электрофореза, Ponceau 
S – окраска нитроцеллюлозной мембраны после 
Western Blot, ДГ – окраска нитроцеллюлозной мембраны 
после инкубирования с антителами против дегидринов 
(использованные антитела специфически связываются  
со специфической К-последовательностью, обнаруженной 
у всех дегидринов, исследованных к настоящему времени; 
слева представлены молекулярные массы маркерных 
белков, справа – молекулярные массы дегидринов);  
b – денситометрическая оценка содержания дегидринов 
с массой 70 и 14 кД в побегах д3 и д4 (представленная 
величина выражает интенсивность окрашивания 
белка, выраженную в условных единицах относительно 
интенсивности окрашивания д3, принятого за 1;  
ошибка представляет стандартное отклонение)
Fig. 1. Shoots and buds dehydrines of scots pine (3 – tree 3, T3;  
4 – tree 4, T4): a – Coomassie – polyacrylamide gel staining 
after electrophoresis, Ponceau S – nitrocellulose membrane 
staining after Western Blot, ДГ – nitrocellulose membrane 
staining after incubation with antibodies against dehydrines  
(on the right are the molecular weights of dehydrines);  
b – densitometric assessment of the content of dehydrines  
70 and 14 kDa in T3 and T4 shoots (the presented value 
expresses the intensity of protein staining, expressed in 
conventional units relative to the intensity of T3 staining, taken as 1) 

a

b
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почки) (см. рис. 4). Наиболее ярко дозозависимый 
рост содержания ДГ при действии ВД, вызванного 
ПЭГ, выявлен у образца д3 (почки) (см. рис. 4). Таким 
образом, воздействие ВД способно привести к изме-
нению содержания ДГ в каллусных клетках. Подобным 
образом был показан рост содержания ДГ с Mr 24 кД 
и появление ДГ с Mr 42 кД в клетках соматических 

эмбрионов, полученных из эмбриогенных клеточных 
линий Picea glauca, подвергнутых различной степени ВД 
[25], а рост содержания ДГ с Mr 65 кД и транскриптов 
генов ДГ PsDhn4 и PsDhn2 наблюдали в хвое и побегах 
трехмесячных ростков сосны обыкновенной при действии 
ВД [26]. Межиндивидуальные качественные различия 
в содержании ДГ наиболее выражены в накоплении ДГ 
с Mr 47 кД в образцах побегов, остальные различия 
можно отнести к количественным.

На уровне органов качественные межиндивиду-
альные различия в накоплении ДГ были зафиксированы 
в клетках почек, а на уровне культуры клеток такие 
различия наблюдали для каллусных культур побегов. 
Таким образом, межиндивидуальные различия в нако-
плении ДГ на уровне органов и на уровне клеточной 
культуры могут быть неодинаковы и нужно с осторож-
ностью относиться к тому, чтобы прогнозировать нако-
пление ДГ на уровне органа или организма в ответ на 
ВД, основываясь на данных о накоплении ДГ в клетках 
каллусной культуры, и наоборот.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В результате исследования были выявлены межинди-

видуальные различия между образцами двух деревьев 
сосны обыкновенной в накоплении ДГ в весенний период. 
Накопление ДГ с Mr 150, 70, 23, 21, 19, 17 и 14 кД в 
образцах побегов д4 оказалось выше, что может ука-

a

b

Рис. 2. Влияние водного дефицита на внешний вид (a),  
а также прирост и содержание общей воды (b) каллусов д3 и д4 
(M±m, n = 3–9, к – контроль; * – отличие от контроля значимо 
при p < 0,05. Для оценки значимости различий был использован 
софт Statistica, t-тест и ранговый тест Манна – Уитни)
Fig. 2. Effect of water deficit on the appearance (a),  
growth and total water content (b) of T3 and T4 calluses  
(M±m, n = 3–9, к – control; * – the difference from the 
control is significant at p < 0.05. To assess the significance  
of the differences, the Statistica soft, the t-test and  
the Mann – Whitney rank sum test were used)

Рис. 3. Влияние водного дефицита на содержание 
дегидринов и стрессового белка Hsp70 в каллусах д3  
и д4 (к – контроль, 5% и 8% – содержание 
полиэтиленгликоля в среде культивирования). Представлен 
результат Western Blot после электрофоретического 
фракционирования. Слева обозначены молекулярные 
массы дегидринов. На рисунке представлена типичная 
мембрана
Fig. 3. Effect of water deficit on the content of dehydrines 
and Hsp70 in T3 and T4 callus (к – control, 5% and 8% – 
polyethylene glycol content in the cultivation medium).  
The result of Western Blot after electrophoretic fractionation 
is presented. The molecular weights of dehydrines are 
indicated on the left. The figure shows a typical membrane

Таблица 2. Интенсивность каллусогенеза

Table 2. Intensity of callus formation

Вариант Материал
Индекс нарастания, %

Без каллусогенеза 1 балл 2 балла 3 балла

д3
Почки 0,8 12,1 25,8 61,3
Побеги 3,7 24,7 32,9 38,7

д4
Почки 0,0 18,4 22,9 58,7
Побеги 25,0 24,7 36,7 13,6
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зывать на большую холодо- и засухоустойчивость д4. 
Обнаруженные в каллусной культуре из побегов и почек 
ДГ с Mr 76, 71, 46, 42 и 27 кД связаны по уровню нако-
пления с действием ВД, при этом межиндивидуальные 
различия между д3 и д4 выражаются в различном уровне 
накопления отдельных ДГ. Хотя в образце д4 накопление 
ДГ в побегах и почках было выше, каллусы из побегов и 
почек д4 не обладали однозначными преимуществами 
по этим показателям, таким образом, нельзя говорить 
о том, что накопление ДГ в образце растения имеет 
прямую связь с накоплением в каллусе, полученном 
из тканей этого же растения. Однако в каллусах при-
сутствуют межиндивидуальные различия в накоплении 
ДГ, что говорит в пользу существования различного 
уровня устойчивости к действию ВД на клеточном 

уровне у каллусных культур различного происхождения. 
Существование таких различий может стать основой 
для выявления связи между уровнем накопления ДГ и 
засухоустойчивостью на уровне клеток. Применение 
каллусной культуры позволило обнаружить ДГ, которые 
не выявляются на уровне органа или организма, что 
делает использование такого подхода полезным для 
выявления протеомных факторов засухоустойчивости 
у сосны обыкновенной. Поскольку использование кле-
точных культур позволяет четко разделить устойчивость и 
адаптацию растений на уровне организма и клеточный 
уровень устойчивости, ДГ с Mr 46, 42 и 27 кД можно 
считать перспективными для дальнейшего изучения 
с целью селекции устойчивых культур клеток сосны 
обыкновенной, а в дальнейшем и целых растений.
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