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ВВЕДЕНИЕ
На фоне изменения климата, расширения ареала пахотных земель с низкой реакцией почвенного раствора и усиления техногенной нагрузки на агроландшафты повышается актуальность создания сортов сельскохозяйственных культур, устойчивых к комплексному эдафическому стрессу. До настоящего момента недостаточно выяснены механизмы и последствия совместного воздействия нескольких стрессоров на растения. Ячмень является стратегически значимой культурой
в сельскохозяйственном производстве. Несмотря на очевидные успехи использования традиционной селекции в создании высокоурожайных
и кислотоустойчивых сортов ячменя, остаются нерешенными следующие проблемы: длительный период выведения сорта и необходимость расширения генетического разнообразия источников стрессоустой-чивости. Внедрение в селекционные программы современных биотехнологических подходов способствует повышению урожайности зерновых культур. Сомаклональная изменчивость в культуре клеток и тканей растений является уникальным и эффективным способом создания
дополнительной генетической изменчивости у ценных сельскохозяйственных культур. Кроме того, эффективность сомаклональной изменчивости повышается при отборе генотипов в селективных системах
in vitro, что позволяет существенно сократить продолжительность
селекционного процесса. Особую актуальность имеет выявление связи между количественными признаками растений-регенерантов и применяемыми для их получения условиями отбора in vitro, что особенно важно при разработке оптимальных схем клеточной селекции. 
В настоящее время получены регенерантные линии ячменя, обладающие повышенной устойчивостью к почвенному стрессу кислот-ности, токсичности алюминия, засухе (Шуплецова, 2003; Широких и др., 2011), засолению (Зобова, 2007), болезням (Сурин и др., 2002;
Савицкая и др., 2013), холоду (Tantau et al., 2004). Наши многолетние исследования посвящены разработке эффективных селективных систем in vitro, позволяющих создавать генетические источники устойчивости ячменя к повышенной кислотности почв, ионной токсичности металлов (алюминия, кадмия, марганца) и засухе, в т. ч. к комплексному воздействию абиотических стрессоров.

1. АКТУАЛЬНОСТЬ ТЕМЫ
Широкое разнообразие почвенно-климатических условий России актуализирует необходимость создания экологически специализированных сортов, прежде всего зерновых культур. В условиях северо-востока европейской части России основным фактором окружающей среды, снижающим урожайность сельскохозяйственных растений,
является кислая реакция почв с большим количеством подвижного алюминия. Токсичности алюминия сопутствует и токсичность марганца, что особенно характерно для подзолистых и дерново-подзолистых почв Нечерноземной зоны России. Загрязнение тяжелыми металлами ‒ от металлов биофилов (Mn2+) до особо токсичных ионов (Сd2+) становится дополнительной проблемой современного аграрного производства. Негативные последствия почвенной ионной токсичности
усугубляются при дефиците влаги в период вегетации растений.
Среди зерновых культур к почвенным стрессовым факторам наиболее чувствителен ячмень (Hordeum vulgare L.), который имеет повсеместное распространение и является одной из ведущих зерновых культур. Потери урожая ячменя в неблагоприятных условиях могут
достигать 80 % (Дьячук и др., 2004; Родина, 2006; Неттевич, 2008; 
Баталова, 2012; Титов и др., 2012; Foy, 1996b; Samac, Tesfaye, 2003). Относительно высокая чувствительность ячменя к почвенным стрессорам, прежде всего, обусловлена слаборазвитой корневой системой при низкой способности к хелатообразованию (Косарева, 2012). В настоящее время сохраняется острая потребность в сортах ячменя с высоким адаптивным потенциалом для возделывания на кислых почвенных фонах.
Для получения новых стрессоустойчивых форм растений активно применяют биотехнологические методы. Эффективным способом
повышения генетического разнообразия растений является направленная селекция клеточных культур в стрессовых условиях и получение сомаклонов. Широкому применению клеточной селекции зерновых культур препятствует низкая их регенерационная способность в селективных условиях in vitro и нестабильность проявления целевых признаков
у растений-регенерантов (Долгих, 2005; Никитина и др., 2014).
К настоящему времени разработаны методы индукции и культивирования каллуса, а также условия регенерации растений на селективных средах для многих ценных в хозяйственном отношении растений, в т. ч. зерновых культур. Однако, не разработаны универсальные подходы к регуляции морфогенеза на селективном фоне, направленные на повышение уровня регенерации в каллусной ткани. Исследования по созданию селективных систем in vitro c комплексом стрессовых факторов немногочисленны. Остаются до конца нерешенными технические трудности при создании комплексных селективных сред, когда необходимо учитывать малопрогнозируемые эффекты совмещения стрессовых воздействий различной природы. Кумулятивный токси-ческий эффект на селективной среде при наличии двух и более металлов в неблагоприятных для растения дозах может как усиливаться при
аддитивном синергизме, так и ослабляться в случае антагонизма
(Куценко, 2002; Сергеева, 2013).
Кроме того, при проведении клеточной селекции приходится учитывать характер формирования устойчивости растений (полигенный/моногенный) к стрессору, а также биохимические и физиологические ее составляющие на уровнях изолированной клетки и растения-регенеранта. Ограничено количество работ успешного проведения
клеточной селекции ячменя, результатом которой является создание стрессоустойчивых сортов. Недостаточно информации по оценке их хозяйственно ценных признаков и включению в селекционный процесс. 
Практический интерес представляет создание и поиск генотипов 
с оптимальным сочетанием признаков устойчивости и продуктивности. Но продукционная способность относится к числу признаков, по которым не существует определенного ответа in vitro. Поэтому для повышения эффективности клеточной селекции необходима комплексная оценка растений-регенерантов в условиях in vivo, также выявление
связи между продуктивными признаками регенерантов и применяе-мыми для их получения условиями отбора в каллусной культуре.
Селекционерам ФГБНУ ФАНЦ Северо-Востока передано более 1000 регенерантных линий ячменя с хозяйственно полезными признаками, в т. ч. адаптированных к токсичности кислых почв и засухе. 
Получены сорта ярового ячменя регенерантного происхождения, устойчивые к комплексному почвенному стрессу: повышенной кислотности, токсичности металлов и засухе. Использование в селекционном процессе высокоурожайных, устойчивых к почвенной кислотности сортов регенерантного происхождения Форвард, Бионик и Витрум позволяет повысить производство зерна ярового ячменя в условиях низкого
плодородия и повышенной кислотности дерново-подзолистых почв.
В научно-практических рекомендациях представлена технология получения генотипов ячменя с комплексной устойчивостью к почвенным стрессовым факторам. Разработаны селективные системы in vitro для создания генотипов ячменя, устойчивых к ионной токсичности металлов Al, Cd, Mn и засухе, в т. ч. к их комплексному воздействию. Рекомендованы к использованию схемы клеточной селекции ячменя с учетом особенностей генотипа и дальнейших селекционных задач. Определены оптимальные параметры отбора в селективных условиях и закономерности развития устойчивых каллусных культур ячменя, регенерации
из них растений. Разработан новый метод регуляции морфогенеза ячменя на стрессовых фонах с ионами алюминия и водным дефицитом. Предложен морфотопографический способ оценки in vitro устойчивости растений ячменя к ионной токсичности алюминия. Показаны методы оценки регенерантных линий на всех этапах селекционного процесса.

2. СОМАКЛОНАЛЬНАЯ ИЗМЕНЧИВОСТЬ
КАК ИСТОЧНИК ГЕНЕТИЧЕСКОГО РАЗНООБРАЗИЯ
В СЕЛЕКЦИИ РАСТЕНИЙ

В современном сельском хозяйстве повышение стрессоустой-чивости сельскохозяйственных культур достигается сочетанием различных подходов. Наиболее дешевым и экологически чистым методом
является селекция, которая обеспечивает повышение урожайности на фоне эдафического стресса при минимальных экономических и энергетических затратах (Родина, 2006; Баталова, 2013). Однако серьезной проблемой традиционного направления селекции остается длительный период выведения сорта, который составляет не менее 10 лет. 
Дополнительным инструментом повышения эффективности
селекционных методов является культивирование клеток и тканей
растений in vitro на искусственных питательных средах с добавлением селективных агентов, моделирующих воздействие природных стрессов, что позволяет проводить целенаправленный отбор устойчивых каллусных культур (сомаклонов), а впоследствии – растений-регенерантов.
В отличие от гибридизации, культивирование клеток in vitro не разрушает ценного сочетания генов, достигнутого в результате предыдущей селекции. Вариации затрагивают лишь отдельные участки генома без изменения основного генетического фона (Vyroubalová et al., 2011).
В основе этих изменений лежит сомаклональная изменчивость (СИ), которая обусловлена дестабилизацией генетической и эпигенетической программы растительной ткани при отсутствии онтогенетического
(организменного) контроля.
Хромосомные изменения, индуцируемые СИ, такие как одиночные точковые изменения в процессе репликации (пары) и небольшие инсерции/делеции, а также метилирование ДНК-последовательностей и активация транспозонов имеют различный характер: ненаследуемые модификации, наследуемые и ненаследуемые изменения экспрессии генов, истинные мутации. Все эти процессы могут быть связаны с
фенотипическими изменениями (Karp, 1995; Долгих, 2005; Neelakan-dan, Wang, 2012). К основным причинам, влияющим на хромосомную нестабильность (на стабильность генома и характер экспрессии генов) растительной ткани in vitro, относятся: 1 – генетическая гетерогенность соматических клеток исходного экспланта, которая обусловлена генотипом исходного растения, типом экспланта и начальным уровнем плоидности его ткани; 2 – генетический стресс при дедиференциации
в процессе введения тканей в культуру in vitro и редифференциации
в процессе регенерации растений; 3 – культивирование клеток на искусственных питательных средах (влияние состава среды, регуляторов роста и длительности культивирования) (Сидоров и др., 2009; Karp, 1995; Vyroubalová et al., 2011). Однако, по мнению многих исследователей, необходимым и достаточным условием возникновения сомаклональной изменчивости является неорганизованная пролиферация клеток при
отсутствии онтогенетического (организменного) контроля. Прерывание связи с исходным организмом в результате эксплантирования ткани
в условиях in vitro нарушает систему контроля (Бутенко, 1999; Долгих, 2005), в результате клетки экспланта дедифференцируются и приступают к неорганизованной пролиферации без плана развития (при дефиците онтогенетического принуждения), что сопровождается заметным
возрастанием спонтанных генетических нарушений (аберраций), которые не корректируются (Кунах, 2004; Рожанская, 2007, 2016). Возникшие
в культивируемых клетках мутации сохраняются у регенерированных из этих клеток растений. Частота сомаклональных вариантов среди растений-регенерантов увеличивается с удлинением периода культивирования каллусных клеток (Решетников и др., 2014).
Агрономическое применение СИ. Растения-регенеранты сохраняют относительную генетическую стабильность, несмотря на высокую изменчивость каллусной ткани в процессе культивирования. Далеко
не все генетические перестройки реализуются в растениях-регене-рантах и передаются потомству. Некоторые из них отсеиваются
в процессе автоселекции каллусных клеток, другие контролируются морфогенезом (элиминация крупных аберраций в процессе регене-рации или прохождения через мейотический фильтр). Бесплодные или слабофертильные генотипы выпадают из состава популяции в половых поколениях (Першина, Шумный, 1986). Потомству первичных регенерантов передаются только точковые мутации, не вызывающие резкого снижения жизнеспособности растений. Нередки и «негативные» вариации, ухудшающие селекционные качества. 
Наличие полезных мутаций среди сомаклонов, в т. ч. появление
в процессе регенерации ценных форм с высоким уровнем адаптации
и неспецифической устойчивостью к повреждающим факторам среды, позволяет использовать сомаклональную изменчивость в создании
нового исходного материала для селекции (Долгих, 2005; Рожанская, 2016; Larkin et al., 1984; Muyuan Y. Z. et al., 2003; Xu H. et al., 2004; Vyroubalová et al., 2011). Основным преимуществом СИ является
создание дополнительной генетической изменчивости без гибридизации, поэтому СИ обычно используют для улучшения отдельных признаков у существующих сортов.
Регенеранты, полученные из сомаклонов, отличаются от исходного растения не только качественными моногенными, но и количественными полигенными признаками (Никитина и др., 2013а, 2013б; Rai et al., 2011a). В условиях in vivo регенерантам характерна наибольшая морфологическая изменчивость в FR0-FR1 поколении у кукурузы (Долгих, 2005; Аль-Холани и др., 2010), пшеницы (Ступко, Зобова, 2009; Ступко и др, 2014; Никитина и др., 2013а, 2013б; 2014), люцерны, рапса,
эспарцета (Рожанская, 2007), ячменя (Конышева, Зобова, 2006; Зобова, 2007; Шуплецова и др., 2015а). В исследованиях этих авторов отмечено снижение фертильности сомаклонов в поколении FR0 в сравнении
с исходным сортом. Но в поколении FR2 генеративная функция восстанавливается и даже значительно усиливается, что обусловлено отсечением генотипов с генеративными проблемами мейотическим фильтром. Возрастание вариабельности в потомствах может быть обусловлено проявлением сомаклональных вариаций рецессивного характера, продолжением варьирования вследствие нестабильности генома или же, в случае перекрестно опыляемых культур, изменением взаимодействия мутантных генов в результате переопыления. Наследование приобретенных морфометрических и биохимических признаков в потомстве регенерантных растений в большинстве случаев имеет непредсказуемый характер (Pérez-Clemente, Gómez-Cadenas, 2012). Поэтому необходима оценка отобранных in vitro генотипов в полевых испытаниях для подтверждения генетической стабильности целевого признака.
Клеточная селекция растений – инструмент для создания стрессоустойчивых форм. Изолированные клетки обладают высокой чувствительностью к селективным агентам благодаря тесному контакту со средой выращивания. Наибольшей чувствительностью к стрессу
обладают клеточные культуры, находящиеся в стадии активного роста и деления, также имеющие высокую метаболическую активность. Кроме того, при культивировании клеток на селективных средах
повышается частота СИ. Добавление в питательные среды селективных агентов, имитирующих/моделирующих воздействие природных стрессоров, создает провокационный фон и позволяет проводить целенаправленный отбор устойчивых клеточных клонов (сомаклонов), а
впоследствии – растений-регенерантов.
Отбор in vitro основан на индукции генетических вариаций в культивируемых клетках, тканях и регенерируемых из них растениях. В этом случае появляется возможность на основе СИ отобрать в селективных условиях клетки, характеризующиеся целевым признаком.
Реакция генотипов большинства растений на культивирование в селективных условиях определяется в первую очередь генотипическими особенностями исходной формы (Никитина и др., 2014; Shupletsova et al., 2016). Для более полного исключения чувствительных клеток целесообразно культивировать ткани в жестких селективных условиях с
постоянным контролем способности к морфогенезу. Такой способ
клеточной селекции не обеспечивает полной элиминации чувствительных клеток, но дает возможность обогатить популяцию резистентными формами. Чтобы выжить в неблагоприятных условиях, каллусные клетки активизируют многие биохимические и молекулярные механизмы. Одни и те же изменения клеточного метаболизма могут способствовать возникновению неспецифической устойчивости ‒ вызывать повышение толерантности к нескольким стрессорам одновременно (Долгих, 2005; Егорова, Ставцева, 2013, 2016). Выжившие каллусные линии отбираются после культивирования на селективных средах
в течение нескольких пассажей. 
В большинстве существующих технологий in vitro при разработке селективных систем чаще всего применяют прямую клеточную селекцию, а в качестве объектов для отбора – морфогенные каллусные ткани. Прямая клеточная селекция подразумевает использование сублетальных доз селективного агента, при которых в питательной среде погибают или останавливают рост и деление 95 % клеток. Однако не всегда высокие концентрации селективного агента обеспечивают получение регенератных генотипов, представляющих интерес для селекции. Поэтому наряду с жесткой (прямой) селекцией с использованием сублетальных концентраций стрессового фактора применяют мягкий (с адаптивными концентрациями селективного агента) и ступенчатый (с постепенным повышением концентрации стрессового фактора и чередованием
селективных и неселективных условий) отборы (Игнатова, 2011; Никитина и др., 2014). В процессе прямого и ступенчатого клеточного отборов происходит почти полная элиминация чувствительных клеток, однако регенерация растений из таких культур затруднена, при этом регенеранты обладают низкой жизнеспособностью и нередко стерильны. Мягкий отбор позволяет получить фертильные регенеранты, но их стрессоустойчивость не гарантирована (Лукаткин, Гераськина, 2003; Игнатова, 2011). Таким образом, необходим индивидуальный подход
в выборе стратегии селекционных методов in vitro с применением того или иного стрессора. 
По одним признакам (устойчивость к низким температурам,
тяжелым металлам, пестицидам) наблюдается тесная корреляция устойчивости in vitro - in vivo, по другим (устойчивость к патогенам, засолению) проявление такой связи не гарантировано. Такие сложные признаки, как продуктивность, качество зерна и другие, детерминируются большим числом генов, и поэтому не могут проявляться в культуре in vitro. Ограниченное число признаков, которые можно анали-зировать в культуре in vitro, сужает возможности клеточной селекции
и ставит проблему сопряженного отбора по хозяйственно ценным
признакам, не наблюдаемым in vitro (Кильчевский, 2005).
Признаки, по которым сомаклональные мутанты могут быть 
отобраны в культуре in vitro, включают устойчивость к широкому
диапазону стрессоров. Для многих видов культурных растений методом клеточной селекции получены формы, обладающие повышенной устойчивостью к засолению, засухе, экстремальным температурам (Хадеева и др., 2000; Никитина и др., 2013а, 2014; Егорова, 2012а, 2012б; 2013; Егорова, Ставцева, 2016; Tantau et al., 2004; Mahmood, 2012), кислым почвам (Шуплецова, 2003; Зобова, 2007; Roy, 2005),
тяжелым металлам (Гладков, 2009, 2010, 2013; Сергеева, Бронникова, 2016), болезням (Сурин и др., 2002; Калашникова, 2003, 2012; Савицкая
и др., 2013; Решетников и др., 2014; Arellano Litardo et al., 2011).
Общий принцип отбора растительных клеток в культуре in vitro заключается в том, что признак растения, по которому ведется отбор, должен проявляться на клеточном уровне. Но, как отмечает Р.Г. Бутенко (1990, 1999), клеточная устойчивость к лимитирующему фактору среды ‒ только часть общего механизма адаптационного генотипа. Устойчивость клеток и тканей in vitro и устойчивость растений в полевых условиях могут быть обусловлены разными механизмами. Для разработки адекватных схем клеточной селекции имеет практическое значение
выявления связи между признаками регенерантов и применяемыми
для их получения условиями отбора in vitro, а также сохранением
стабильности целевых признаков.
Особенности культивирования каллусной ткани ячменя на 
селективных средах. Индукция каллусогенеза ячменя происходит на
3-7 день после помещения экспланта на питательную среду в результате дедифференцировки клеток на поверхности экспланта. Рыхлый, оводнен-ный каллус, состоящий из крупных вакуолизированных клеток, не способен к морфогенезу, и только плотный, крупинчатый каллус светло-жел-того цвета формирует меристематические очаги и приводит, в дальнейшем, к регенерации растений (Шуплецова, 2003; Chauhan, Kothari, 2004).
Наиболее важным фактором, влияющим на регенерацию в каллусной ткани зерновых злаков, является генотип донорного растения. Для ячменя характерны существенные генотипические различия по регенерационной способности, вплоть до полного ее отсутствия (Козырева, Дунаева, 1994; Овчинникова и др., 2006; Широких и др., 2009; Сидоров и др., 2009; Чернов, Пендиен, 2011; Han et al., 2011; Zakaria et al., 2012).
Значительную роль для каллусогенеза и последующей регенерации играет тип экспланта. У ячменя оптимальными являются экспланты, представляющие собой генеративные ткани: пыльники (Белинская и др., 1993; Arabi et al., 2005), зрелые (в т.ч. числе и пораненные) зародыши (Журавлев, Омелько, 2008; Becher et al., 1992; Chang et al., 2003; Halámková et al., 2004; Rikiishi et al., 2008; Hua et al., 2013). Наиболее часто используют незрелые зародыши на 3 подстадии дифференциации в период от 12,5 до 17 сут после опыления (фаза молочной и молочно-восковой спелости). В этом случае каллус, например, ячменя и пшеницы индуцируют из периферических клеток щитка на колеоризном конце зародыша (Дунаева и др., 2000; Круглова, Катасонова, 2009; Круглова, 2011, 2012а). Зародыши ячменя размером 1,0-1,5 мм, у которых только начинается накопление крахмала, активно индуцируют каллус, который впоследствии легко регенерирует. Более мелкие прозрачные зародыши (менее 0,9 мм) не способны формировать каллус, а зародыши размером более 2 мм, как правило, дают начало проростку (Шуплецова, 2003). 
На морфогенетический потенциал экспланта также влияет физиологическое состояние растения-донора. Установлен более низкий уровень регенерационной способности в группе раннеспелых сортов ячменя
по сравнению с позднеспелыми (Дунаева и др., 2000; Шуплецова, 2003).
Для культивирования каллусной ткани ячменя в основном
используется среда Мурасиге-Скуга (Murashige, Skoog, 1962). Реже применяют среды B5 (Gamborg et al., 1968) и CC (Potrykus et al., 1979), которые отличаются соотношением нитратного и аммонийного азота и количеством фосфора.
Уровень регенерационной способности каллусной ткани определяется интенсивностью морфогенетических процессов в ней. Морфогенез в каллусной культуре может иметь различную направленность: соматический эмбриогенез (эмбриоидогенез), органогенез и гистогенез (Батыгина, 1999; Шевелуха 2008). В эмбриогенном каллусе находятся участки с мелкими меристематическими клетками, которые в большинстве своем являются компетентными, способными воспринимать индукторы запуска определенных морфогенетических программ
(Косулина, 1995; Сельдимирова и др., 2009; Зайцев, 2011). Морфогенетические сценарии в каллусной ткани зависят от сочетания внутренних и внешних факторов, определяющих условия культивирования
(Журавлев, Омелько, 2008; Лутова, 2010). Гормональный состав среды является основным индуктором не только каллусообразования, но и органогенеза в культуре ткани. Тип морфогенеза определяется соотношением в среде концентраций ауксина и цитокинина (Skoog, Мillеr, 1957). От преобладания гормонов той или иной группы зависит направленность морфогенеза: преобладание ауксинов стимулирует
ризогенез, преобладание цитокининов – геммагенез (образование стеблевых почек). Кроме того, имеет значение эндогенный баланс гормонов, содержащихся в тканях экспланта (Шаяхметов и др., 2000). Например, в культуре незрелых зародышей ячменя каллусообразование происходит на среде с 2,4-Д (в концентрации 2-3 мг/л) без цитокининов (Шувелуха, 2008; Широких и др., 2009; Bregitzer et al., 2002; Arabi et al., 2005).
Для регенерации в каллусной ткани ячменя используют следующие цитокинины: кинетин (1 мг/л) (Внучкова и др., 1989; Шуплецова, 2003; Широких и др., 2009), 6-БАП (0,1 мг/л) (Bregitzer, 1992; Dahleen, Bregitzer, 2002) или тидиазурон (1 мг/л) (Сидоров и др., 2009). В качестве источника ауксинов чаще всего применяют 2,4-Д в концентрации 2-3 мг/л (Luhrs, Lorz, 1987; Dahleen, 1995; Dahleen, Bregitzer, 2002; Arabi et al., 2005; Широких и др., 2009). Однако длительное культивировании каллуса ячменя 2,4-Д вызывает хромосомные нарушения в каллусных клетках
в большей степени, чем нафтилуксусная кислота (НУК) (Ziaud-din, Kasha, 1990). Помимо 2,4-Д, в качестве источника ауксинов в среде для культивирования каллуса ячменя возможно использовать пиклорам (4-амино-3,5,6-трихлорпиридин-2-карбоновая кислота) или дикамбу (3,6-дихлор-2-метоксибензойная кислота) (Castillo, 1998; Чернов, Пендиен, 2011). 

3. УСЛОВИЯ КУЛЬТИВИРОВАНИЯ РАСТЕНИЙ
[bookmark: _Hlk115006816]IN VITRO 
Индукция каллусной ткани. Каллусная культура ‒ это неорганизованная пролиферирующая ткань, состоящая из дедифференцированных клеток. Учитывая ее биологию, обычно выделяют 3 этапа развития:
1) индукция каллусной ткани; 2) пролиферация (увеличение каллусной массы); 3) морфогенез (закладка и развитие инициалей ‒ корней и
листьев) (Бутенко, 1999).
Одной из отличительных черт каллусной ткани злаков является высокая морфологическая и функциональная гетерогенность. В практической работе рекомендуем придерживаться разделения культуры
на два типа: морфогенные каллусы (плотные, бело-желтого цвета, имеющие глобулярную структуру, способные к морфогенезу, т. е.
организации органогенных очагов с моно- и биполярными структурами; дальнейшему развитию их в регенерантные растения) и неморфогенные каллусы (с рыхлой консистенцией, аморфные, водянистые, способные только к недифференцированному росту и являющиеся бесперспективными для использования в клеточной селекции). У злаков надежным источником получения морфогенных каллусов в культуре in vitro служат незрелые зародыши, при этом фаза их развития является фактором, определяющим возможность проявления и поддержания тотипотент-ности клеточных культур (Дунаева и др., 2000). В ходе предварительной исследовательской работы нами были уточнены размеры зародышей-эксплантов, оптимальных для активной индукции каллусогенеза: длина 1,2-1,5 мм; 12-14 сутки после опыления, что соответствует молочно-восковой спелости (Шуплецова, 2003). Для культивирования изолированной ткани обычно используют среду Мурасиге-Скуга (Murachige, Skoog, 1962) общего минерального состава (МS) с различными концентрациями регуляторов роста (Внучкова и др., 1989; Шуплецова, 2003). 
Зерновки предварительно стерилизуют в течение 12 мин. в свежеприготовленном 5%-ном растворе хлорамина с последующим 3-крат-ным промыванием в бидистиллированной воде. Изолированные зародыши, извлеченные из зерновок в стерильных условиях, помещают щитком вверх (5-7 штук в пробирке) на поверхность скошенной агаризованной среды с добавлением сахарозы (25 г/л), витаминов по Гамборгу и 2 мг/л дихлорфеноксиуксусной кислоты (2,4-Д) (среда MS 1) и культивируют при температуре 25-27 °С, освещенности 4 тыс. люкс и
16-часовом фотопериоде. При появлении корешков и проростков их периодически удаляют, чтобы стимулировать каллусообразование.
Пролиферация каллуса и получение регенерантов. Для увеличения массы каллусную ткань в возрасте в 3-4 недель (в зависимости от скорости развития культуры) пересаживают на среду для пролиферации со сниженным до 1 мг/л содержанием 2,4-Д (среда MS 2). Спустя 2-3 недели проводят учет числа плотных светлых каллусов с видимыми участками роста (морфогенный каллус). Некротизированные культуры выбраковывают.
Для индукции морфогенеза в дедифференцированной ткани каллус в возрасте 5-7 недель переносят на среду того же солевого состава
с добавлением 1 мг/л кинетина, 0,5 мг/л ИУК (индолил-3-уксусной кислоты) и 0,1 мг/л гибберелловой кислоты (ГК) (среда MS З). В этих условиях из плотных участков каллуса развиваются зеленые листообразные структуры (инициалии), а спустя 2-3 недели формируются
растения-регенеранты. Культуры с проявлением ризогенеза и некротизации выбраковывают, а оставшийся каллус без признаков регенерации переносят на свежую среду MS З (табл. 1).
Таблица 1
Содержание фиторегуляторов в МS-среде
для культивирования ячменя in vitro

	Среда
	Этап развития
каллусной ткани
	Состав фиторегуляторов

	
	
	регуляторы роста
	концентрация, мг/л

	МS 1
	Индукция
	2,4-Д
	2,0

	МS 2
	Пролиферация
	2,4-Д
	1,0

	МS 3
	Морфогенез
	Кинетин
	1,0

	
	
	ИУК
	0,5

	
	
	ГК
	0,1


После достижения высоты 2-3 см растения-регенеранты переносят на среду с наполовину обедненным минеральным составом без фиторегуляторов с целью стимуляции корнеобразования. Содержание сахарозы в среде снижают до 10-15 г/л.
Частоту каллусогенеза вычисляют как процент каллусов от числа высаженных эксплантов. Регистрируют внешние морфологические признаки образовавшихся каллусов: цвет, консистенцию, размеры, на основании которых выделяли каллус морфогенного и неморфогенного типов. Долю морфогенного каллуса рассчитывают как процент от
общего количества каллусных линий. На этапе органогенеза (через 15-20 суток после пересадки каллусов на среду МS 3) определяют частоту регенерации – процент каллусов, давших нормально развитые растения-регенеранты, от общего количества каллусных линий.
Условия проведения селекции в каллусных культурах. Моделирование ионной токсичности металлов. Для создания селективных условий металлы в питательные среды вносят в виде солей (кристаллогидратов):
сульфатов 
А12(SO4)3 · 18Н2О (0-45 мг/л Al3+);
3CdSO4 · 8Н2О (0-35 мг/л Cd2+);
MnSO4 · 5Н2О (0-400 мг/л Mn2+) и 
хлоридов 
2CdСl2 · 5Н2О (10-30 мг/л Cd2+); 
MnСl2 · 4Н2О (100-300 мг/л Mn2+).
Кислотность среды в зависимости от условий эксперимента
изменяют в диапазоне от 3,3 до 6,0 ед. рН. Для получения кислых питательных сред плотной консистенции используют смесь агара (6 г/л) и желатина (12 г/л).
Моделирование водного дефицита. В жидкую питательную среду в качестве осмотика вносят полиэтиленгликоль (ПЭГ 6000). Исполь-зование ПЭГ для моделирования водного дефицита in vitro наиболее перспективно, т. к. позволяет нормировать величину водного потенциала с достаточной точностью, а биологическое действие его минимально. Введение в питательную среду 10 % ПЭГ соответствовало осмоти-ческому потенциалу 0,70-0,75 МПа, 15 % ‒ 1,05-1,10 МПа. Каллусные культуры помещают на химически нейтральные целлюлозные подложки.
Отбор устойчивых каллусных линий. Применяют схемы клеточной селекции, включающие одно или два последовательных воздействия селективным агентом в различной концентрации на этапах индукции/ пролиферации или пролиферации/морфогенеза каллусных культур. Контролем служат каллусные линии, культивируемые на средах с
реакцией, близкой к нейтральной (рН 6,0), без добавления селективных агентов. Время экспозиции на селективной среде составляет в каждом случае не менее 20 сут. О приемлемости для клеточной селекции той или иной селективной схемы судят по средним значениям выживаемости каллусной ткани и частоте регенерации растений.
Подбор исходных генотипов для введения в каллусную культуру. Как в любом селекционном процессе, начальным этапом клеточной 
селекции является подбор исходного материала, являющегося генетическим источником целевых качеств вновь создаваемых сортов. Однако требования к генотипам культивируемых клеток in vitro имеют свои особенности. Одним из лимитирующих факторов эффективного получения и селекции сомаклонов в каллусной культуре зерновых злаков является генетическая детерминация процессов каллусогенеза и морфогенеза с последующей регенерацией растений-регенерантов. Известно о варьировании в широком диапазоне генотипических различий в регенерационной способности у ячменя.
В представленной работе для выявления основных закономерностей подбора исходных генотипов ячменя при введении в культуру in vitro оценивали каллусогенную и регенерационную способности в селективных системах широкого набора образцов.
Изучение биотехнологического потенциала исследуемых генотипов проводили после их предварительной оценки в лаборатории селекции ячменя ФГБНУ ФАНЦ Северо-Востока по основным селекционно-ценным признакам: урожайность, скороспелость, устойчивость к почвенным стрессам, полеганию и болезням.
За годы исследований в культуру in vitro было введено более 100 генотипов ячменя, являющихся в неодинаковой степени устойчивыми к токсичности алюминия или засухе. Только 43 генотипа были способны индуцировать на искусственных питательных средах каллусные культуры со стабильным уровнем морфогенеза и регенерации (не менее 10 %), достаточным для проведения клеточной селекции и получения стрессо-устойчивых регенерантных линий. Следует отметить, что генотипы, обладающие способностью к каллусо- и морфогенезу, зачастую, не
являлись источниками стрессоустойчивости. Лишь в результате проявления сомаклональной изменчивости и отбора на селективных средах из них были получены регенеранты с полезными признаками.
В настоящее время определены общие принципы подбора исходных генотипов для использования в культуре ткани ячменя. Реальные поло-жительные результаты были достигнуты, прежде всего, при введении
в культуру ткани in vitro гибридов первого или второго поколений, что, вероятно, обусловлено повышением частоты сомаклональной измен-чивости в несбалансированном генетическом аппарате. Для сортов
со стабильным геномом получение сомаклонов в куллусной культуре
с последующим отбором на селективных средах было менее эффективно.
Кроме того, установлен относительно низкий уровень регенерационной способности в группе раннеспелых сортов ячменя по сравнению с позднеспелыми. Проведенные исследования С. Е. Дунаевой с соавторами (2000) показали, что при выращивании исходных растений ячменя в условиях жаркого лета часто наблюдали отсутствие растений-регенерантов в каллусной культуре зародышей, что связано с ускорением их развития, сокращением периода индукции первичного каллуса и быстрым прохождением оптимальной фазы развития для регенерации растений в культуре in vitro.
В результате многолетней оценки регенерантных линий было
выявлено, что при выборе исходных генотипов для вовлечения в клеточную селекцию необходимо учитывать их начальный уровень стрессоустойчивости. Отсутствуют положительные результаты применения клеточной селекции на устойчивость к засухе или токсичности кислых почв по отношению к сортам, уже обладавшим устойчивостью к данным стрессорам, что, вероятно, связано с исчерпанием потенциала адаптивной изменчивости этих генотипов в этом направлении. Таким образом, наиболее эффективно применение клеточной селекции по
отношению к чувствительным и среднеустойчивым к стрессу сортам.
В настоящее время на селективных средах in vitro получено более 1500 каллусных линий ячменя, регенерировано более 1000 растений-регенерантов, семенное потомство которых послужило исходным
материалом (легло в основу) создания стрессоустойчивых генотипов.
В некоторых случаях от одного исходного сорта было инициировано несколько регенерантных линий, представляющих селекционную
ценность. Кроме того, сами регенерантные линии служили исходными генотипами для введения в каллусную культуру. В процессе исследований выявлена перспективность вовлечения в селекционный процесс «двойных» и «тройных» регенерантов, неоднократно прошедших через отбор в культуре in vitro.
4. ПРОВЕДЕНИЕ КЛЕТОЧНОЙ СЕЛЕКЦИИ ЯЧМЕНЯ
НА УСТОЙЧИВОСТЬ К ИОННОЙ ТОКСИЧНОСТИ

4.1 Селективные системы для отбора
алюмоустойчивых каллусных культур
Особенности отбора Al-устойчивых сомаклонов. Основной трудностью при работе с алюминием в культуре in vitro является двойственная природа этого элемента. Она приводит к неясностям в определении его первичных токсических форм. Разработка новых сред
с разной концентрацией фитотоксичных ионов для культуры клеток представляет определенные трудности, поскольку селективные ионы металлов способны взаимодействовать с другими ионами с образованием нерастворимых осадков. Образование комплексов ЕДТА с микроэлементами, входящими в состав питательных сред, может понизить концентрацию Cu, Fe, Mn, Zn. Существует опасность отбора in vitro преимущественно по устойчивости к недостатку микроэлементов, а не токсичности алюминия. Некоторые авторы (Koyama et al., 1990) считают, что если алюминий добавляется в культуральную среду, содержащую неорганический фосфат, то первичным селективным фактором, действующим в данном случае, служит скорее отсутствие растворимого фосфора, чем прямая токсичность алюминия. Образование растворимых комплексов алюминий-фосфор в создании дефицита фосфора или уменьшения токсичности алюминия, связанных с понижением активности ионов при добавлении их в агаровую среду, могут значительно снизить фактические концентрации селективных ионов по сравнению
с первоначально внесенными в среды. Также необходимо учитывать токсическое действие ионов водорода в среде. Серьёзной проблемой остается поддержание постоянного уровня стресса в культуральных условиях по времени. Трудно определить основной стрессовый фактор в данном эксперименте (Foy et al., 1996а; Пухальская, 2005; Лисицын, 2007). По-прежнему остается актуальной задача изучения взаимодействия генотипа и условий культивирования in vitro. До сих пор не 
решены проблемы, связанные с низким уровнем морфогенеза и коротким периодом компетенции каллусных клеток на селективных средах.
Для любого токсиканта в рамках клеточной селекции необходимо определить оптимальную стратегию применения, обеспечивающую приемлемые для отбора in vitro показатели выживаемости (>40 %)
и регенерации каллуса (>10 %). С целью эффективного проведения клеточной селекции каллусных линий ячменя с устойчивостью к токси-ческому действию ионов водорода и алюминия выявлены оптимальные селективные условия: концентрация токсичных ионов; кратность (коли-чество) и последовательность селективных воздействий; оптимальный для селективного воздействия этап развития каллусной ткани. 
Разработка отдельных этапов технологии основывается на результатах исследования широкого набора генотипов (не менее 10) в различных условиях культивирования in vitro.
Определение селективных концентраций Al 3+ и Н + на различных этапах развития каллуса
Индукция каллуса на селективных средах MS 1. Низкий уровень индукции первичного каллуса на селективных средах делает нецелесообразным проведение отбора in vitro на начальном этапе развития каллусной ткани. Невозможно получить каллус из зародышей на кислых средах с уровнем рН 3,5-3,0. В этих условиях происходит полный некроз зародышей. Внесение в среду алюминия усиливает жесткость селективного давления. При помещении зародышей (эксплантов) непосредственно на алюмоселективные среды каллус на зародышевом щитке способен образовываться в небольшом количестве (на 28,0...45,5 %
зародышах от числа посаженных) в концентрации ионов Al3+, не превышающей 20 мг/л, и при рН не ниже 4,5 в среде. Образованный
каллус, в основном, является оводненным, некротичным, не имеющим морфогенетического потенциала. Учитывая трудность получения морфогенного каллуса при эксплантировании зародышей на селективную среду, целесообразно инициацию первичного каллуса проводить на
питательных средах, не содержащих ионы алюминия и с нейтральным уровнем рН, а стрессовые условия создавать на среде, предварительно накопив определенную каллусную биомассу. 
Внесение селективных ионов на этапе пролиферации каллуса
(MS 2). Создание стрессовых условий на среде при наличии индуцированной ранее каллусной биомассы существенно повышает порог
чувствительности каллуса. Детальное изучение влияния кислотности среды на развитие каллусной ткани показало, что оптимальным уровнем кислотности среды для проведения отбора устойчивых каллусных культур является уровень рН 3,8-4,0, при котором выживает от 20,0 до 57,4 % каллусных линий (в зависимости от концентрации в среде ионов Аl3+), из них 24,7-50,0 % способны к морфогенезу. В условиях кислотности среды 4,5 ед. рН выживаемость каллуса достигает 37,2-65,2 %, однако регенерационный потенциал снижается относительно предыдущего варианта и является недостаточным для продолжения клеточной селекции в этих условиях (рис. 1). 
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Рисунок 1. Влияние кислотности среды в градиенте концентраций ионов Al3+ на развитие каллусной ткани (среднее значение для 16 генотипов)
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Проведенные исследования позволяют рекомендовать уровень кислотности рН 3,8...4,0 как оптимальный для проявления ионной
токсичности алюминия в плотных агаризованных средах.
Детальное изучение реакции каллусной ткани на стресс на кислой селективной среде с ионами Аl3+ в диапазоне 0-42 мг/л при выявленном ранее оптимальном уровне кислотности (рН 3,8-4,0) показывает совпадение реакции на стресс условий in vivo/in vitro. Выжившие в селективных условиях каллусные линии большинства генотипов обладают регенерационной способностью в градиенте концентраций от 0 до 40 мг/л. Прямая зависимость частоты регенерации от концентрации в среде Al3+ не выявлена. Вероятно, в данном случае имели место геномные изменения мутационного характера в условиях сильного стресса, повлекшие за собой положительные изменения такого признака, как способность к морфогенезу. Как показали результаты двухфакторного дисперсионного анализа, частота регенерации достоверно (Р>0,99) определяется генотипом исходного растения и не коррелирует с выживаемостью каллусных линий ячменя, что объясняется контролем этих процессов различными группами генов. Наши исследования подтвердили выводы некоторых авторов (Bonell, Lassaga, 2002) о разной генетической основе каллусогенеза и регенерации у ряда культур растений. Кроме того, по мнению Vranova с соавторами (2002), в результате окислительного стресса в каллусных культурах, обусловленного ионами алюминия в среде, повышается уровень активных форм кислорода и пероксида водорода. Если первый фактор оказывает ингибирующее действие на процесс клеточного деления, в случае пероксида водорода – выявлено его стимулирующее влияние на соматический эмбриогенез.
Координированность ответной реакции клеток растений на стресс обеспечивается тесной кооперацией двух генетических систем: ядра и пластид. Тип действия генов, контролирующих устойчивость к ионной токсичности, зависит не только от генотипа растения, но и концентрации поллютанта (Максютова, 1998; Aniol, 1997; Kochian et al., 2004, 2005; Лисицын, 2007). Наличие нескольких максимумов на кривой
выживаемости обусловлено, вероятно, функционированием определенной генетической системы, а также разнообразием механизмов 
токсического действия алюминия (проницаемость мембран, поступление воды в клетку и активность ферментов), каждый из которых может иметь лишь небольшой вклад при конкретной концентрации токсиканта. Таким образом, при различных количествах алюминия в среде устойчивость растений одного и того же сорта будет определяться разными генетическими системами.
Создание алюмокислотного стресса на этапе дифференциро-ванного роста (MS 3). С возрастом чувствительность каллусной ткани ячменя к алюминию возрастает. Поэтому концентрация селективного агента в среде для регенерации должна быть ниже критической для пролиферации (рис. 2). Проведение селективного отбора в присутствии 10-20 мг/л ионов Al3+ только на среде для морфогенеза приводит к
гибели до 50 % клеточных популяций, следовательно эта концентрация алюминия является сублетальной на данном этапе развития каллусной ткани. На фоне более высоких концентраций (30-40 мг/л) алюминия погибает 60-70 % каллусных линий, а в выживших культурах почти полностью затухают процессы морфогенеза (3,5-5,6 %), которые представлены только ризогенезом.
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В результате исследований на каждом этапе развития каллусной ткани подобраны оптимальные концентрации ионов Al3+ и H+, позволяющие проводить отбор устойчивых каллусных линий с последующей регенерацией растений:
индукция ‒ без селективного агента;
пролиферация ‒ Al3+  ‒ 36-40 мг/л, рН 3,8-4,0;
морфогенез ‒ Al3+ ‒ 10-20 мг/л, рН 3,8-4,0.
Таким образом, создание стрессовых условий на этапах индукции и морфогенеза нецелесообразно вследствие низкого уровня выживаемости каллусной ткани. Период генотипической адаптации каллуса ячменя к ионной токсичности ограничен, в основном, периодом
недифференцированного роста клеток и имеет продолжительность
20-25 дней. Оптимальным для проведения клеточной селекции этапом развития каллусной культуры следует считать пролиферирующую каллусную ткань (среда МS 2).
Выявление оптимальных схем отбора in vitro. Создание селективной системы in vitro включает в себя, наряду с определением рабочих концентраций селективных агентов, выявление оптимальной схемы их применения, а именно кратность, последовательность и длительность использования. Учитывая трудность получения морфогенного каллуса при эксплантировании зародышей, непосредственно на селективную среду, создавали стрессовые условия лишь на среде MS 2, предварительно накопив определенную каллусную биомассу. Первичный каллус индуцировали на питательных средах с нейтральным уровнем рН в отсутствие ионов Al3+.
Для выявления оптимальных условий клеточного отбора проводили сравнительный анализ схем клеточной селекции, включающий одно и два последовательных воздействия селективными агентами на этапах пролиферации и/или морфогенеза каллусных культур, в т. ч.
с понижением или повышением стрессового воздействия в процессе культивирования (табл. 2). 
Эффективность схемы отбора и ее пригодность для дальнейших работ оценивали по средним значениям выживаемости и частоты
регенерации каллусной культуры 10 генотипов (рис. 3). 
Выбор схемы клеточной селекции влияет на направленность морфогенеза. Увеличение концентрации алюминия до 40 мг/л приводит
к повышению количества хлорофильных мутаций (на 26,5 % по сравнению с контролем), что отражает общую активность мутационных процессов в каллусной ткани. Двукратное последовательное внесение алюминия увеличивает в 2,5-3,0 раза количество каллусов с ризогенезом при сохранении большого количества альбиносов. При создании селективных условий только на среде МS 3 морфогенетические процессы полностью смещались в направление ризогенеза, что подтверждает бесперспективность использования данной схемы селекции. С учетом особенностей морфогенеза разработаны оптимальные схемы отбора алюмоустойчивых каллусных линий ячменя.

Таблица 2
Варианты схем клеточной селекции для отбора
алюмотолерантных каллусных линий ячменя

	№ варианта
	Концентрация ионов Al3+, мг/л

	
	МS 1
	МS 2
	МS 3

	1
	Без селективного агента
	0
	0

	2
	
	20
	0

	3
	
	40
	0

	4
	
	0
	40

	5
	
	20
	40

	6
	
	40
	20

	7
	
	40
	40
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Инициацию первичного каллуса целесообразно проводить на
питательных средах с нейтральным уровнем рН при отсутствии ионов алюминия, а стрессовые условия создавать на среде для пролиферации (период недифференцированного роста клеток), предварительно накопив определенную каллусную биомассу. 
Для получения устойчивых растений-регенерантов может быть использован как однократный отбор на кислых средах (рН 3,8...4,0)
с алюминием в концентрации 40 мг/л на этапе пролиферации, так
и двукратный последовательный отбор на кислых средах с алюминием в концентрации 40 мг/л на этапе пролиферации и 20 мг/л на этапе морфогенеза. Для генотипов с низкой устойчивостью к стрессу не рекомендуется концентрацию Al3+ использовать выше 20 мг/л.
Клеточную селекцию сортов с низкой каллусогенной способностью рекомендовано проводить в два этапа: на первом получить какое-то
количество регенерантов, на втором изолированные зародыши с этих регенерантных растений повторно ввести в культуру in vitro, а индуцированный каллус отбирать в селективных условиях с последующей 
регенерацией растений.
Генотипические особенности адаптации каллусных культур
к условиям алюмокислого стресса. В устойчивости растений к алюминию отчетливо проявляется генотипическая специфика, которая обеспечивается на клеточном уровне. Для корректировки и повышения эффективности схем клеточной селекции изучали влияние генотипа
на развитие каллусной культуры ячменя в условиях алюмокислого стресса. В качестве исходных (донорных) сортов использовали генотипы ячменя в следующих блоках: 1. Контрастные по устойчивости к алюминию в полевых условиях. 2. «Первичные»/«Вторичные» регенеранты (ранее прошедшие отбор in vitro). 3. Исходные/Регенерантные формы. 4. Генотипы родственного происхождения.
В процессе исследований отмечены следующие генотипические особенности развития каллуса на селективных средах:
1. Каллусные линии, несмотря на генотипические вариации,
сохраняют градацию стрессоустойчивости исходных генотипов, проявлявшейся в in vivo (полевых) условиях.
2. Повторное введение в каллусную культуру и отбор на селективных средах регенерантных форм, ранее уже проходивших отбор
in vitro, достоверно активизировало индукцию первичного каллуса
(в 2,0-2,5 раза) и замедляло процессы некротизации культур при двукратном отборе (в 5 раз), также повышало регенерационную способность при однократном отборе в 1,5-7,2 раза). 
3. Изучение развития каллусной культуры гибридных комбинаций F1-поколения и сортов родственного происхождения показало преимущество каллусной ткани гибридов над сортами по активности процессов пролиферации в контрольных условиях (средние значения в 2,5 раза)
и выживаемости в селективных условиях (в 60 раз). Однако положительной корреляции между частотой регенерации генотипов в каллусной культуре и их принадлежностью к группе сорт/гибрид не обнаружено.
В данном случае можно предположить, что относительно низкая стабильность геномов гибридных и регенерантных форм, по сравнению с сортом, приводит, по-видимому, к большей вероятности появления сомаклональной изменчивости адаптивного характера у регенерированных из них растений, например, образование сомаклональных форм с измененным ионообменным механизмом клеточных мембран, что позволяет им лучше приспособиться к стрессовым условиям среды. Следовательно, необходимо корректировать выбор схемы клеточной селекции с учетом потенциальных возможностей конкретного генотипа.
Следует отметить, что преимущество каллусных культур регенерантов и гибридов над каллусными линиями, индуцированными сортами, обеспечивает, в дальнейшем, их преимущество в потенциальной продуктивности и в полевых условиях.

4.2. Селективные системы каллусных культур,
устойчивых к токсичности кадмия и марганца

Особенности отбора сомаклонов, устойчивых к ионам Cd 2+ и Mn2+. Создание сортов, устойчивых к воздействию тяжелых металлов (ТМ), является относительно слабо разработанным, но экологически
и экономически безупречным способом решения данной проблемы. Открытие механизмов металлоустойчивости и наличие естественного полиморфизма по данному признаку позволяет надеяться на успех 
экспериментального конструирования толерантных генотипов (Хлебова, Шлецер, 2007). Селекция на устойчивость к ТМ может осуществляться не только на уровне взрослого растения, но в культуре in vitro. В настоящее время известны работы по получению растений злаковых и бобовых культур, устойчивых к ионам меди, свинца, цинка, никеля (Гладков, 2010; Гладков и др., 2013; Утеулин и др., 2006; Хлебова, Шлецер, 2007). Выявлена корреляция между устойчивостью к ионной токсичности ТМ in vivo и in vitro у томатов, люцерны, кукурузы, сахарного тростника, пшеницы (Артемьев и др., 2004; Долгих и др., 2004; Никитина и др., 2013б). Проведено несколько успешных работ по отбору клеток, устойчивых к ионам кадмия, в культурах дурмана, табака,
томата. В большинстве случаев, на селективных средах с кадмием
не удавалось регенерировать растения. Исключение составили работы по созданию регенерантов льна, полевицы побегоносной, пшеницы (Гончарук, 2000; Гончарук и др., 2018; Гладков, 2006; Гладков и др., 2013; Мохаммед и др., 2010). Известны факты, когда одновременно
с устойчивостью к токсичности кадмия клетки приобретали устойчивость к ионам свинца (Гладков, 2006). Однако в доступной нам литературе отсутствуют сведения по созданию растительных форм в культуре in vitro, устойчивых к избытку ионов Mn2+. Также отсутствуют исследования о проведении in vitro отборов на комплексную устойчивость растений к избытку ионов А13+, Cd2+ и Mn2+.
В наших исследованиях для повышения объективности результатов использовали широкий набор генотипов ячменя, которые оцени-вали на селективных средах в течение 5 лет. В процессе проведения многолетних экспериментов на средах с различным сочетанием токси-ческих ионов металлов получено 168 сомаклональных линий ячменя, индуцированных 24 различными генотипами Исследования показали, что для создания устойчивых форм к ионам тяжелых металлов (ТМ), целесообразно использовать прямую клеточную селекцию (позитивную), при которой выживает только определенный искомый мутантный тип клеток; или применять ступенчатые схемы селекции (где на первых этапах вносят адаптивные концентрации стрессового фактора и лишь после обогащения популяции резистентными клетками условия селекции ужесточаются). Последний метод целесообразно использовать для получения устойчивых форм к таким высокотоксичным ионам, как кадмий.
Существуют трудности в разработке селективных сред, в составе которых присутствуют металлы. Ионы металлов взаимодействуют
с другими ионами с образованием нерастворимых осадков. В агаровой среде фитотоксичность действия металлов может быть снижена. Также имеются трудности при проведении клеточной селекции на средах с несколькими стрессовыми факторами ‒ кумулятивный токсический эффект на селективной среде при наличии двух и более металлов в
неблагоприятных для растения дозах может как усиливаться (аддитивный синергизм), так и ослабляться (антагонизм) (Куценко, 2002; Сергеева, Бронникова, 2013, 2016). Нуждаются в уточнении токсичные для растений концентрации ионов ТМ в составе солей с различными анионами.
Определение летальных и сублетальных концентраций ионов  Cd 2+ и Mn2+ на различных этапах онтогенеза развития каллусных культур. Реакцию каллусной ткани ячменя на присутствие в селективных средах кадмия и марганца изучали по такому же плану, который использовали в исследованиях с ионами алюминия. Диапазон рабочих концентраций ТМ для проведения отбора каллусных линий был предварительно определен в культуре проростков ячменя и соответствовал для кадмия 0-30 мг/л, для марганца 0-350 мг/л.
Этап индукции каллуса. Каллус ячменя индуцируют на средах MS 1 с ионами Cd2+ (5 мг/л) и на среде без токсиканта (контроль).
В возрасте трех недель каллусные культуры переносят на среду MS 2 (для пролиферации) с кадмием в разных концентрациях (0-30 мг/л).
Несмотря на генотипическую зависимость, средний уровень
индукции морфогенного каллуса на среде (MS 1) с кадмием не превышает 12-15 %, значительная часть индуцированной каллусной ткани
на селективной среде является водянистой и\или некритичной (рис. 4).
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Рисунок 4. Пролиферация каллуса, индуцированного в контрольных (слева) и селективных с 5 мг/л Cd2+ (справа) условиях

На среде MS 2 с Cd2+ выше 20 мг/л количество выжившего каллуса, индуцированного в селективных условиях (двукратный отбор), увеличивалось два раза по сравнению с культурами, полученными на среде без кадмия (однократный отбор) (рис. 5, А). Способность к морфогенезу, независимо от варианта, нелинейно зависит от концентрации этого
металла в среде, но, в основном, выше для культур, индуцированных на контрольной среде, достигая максимума (80 %) при высокой селективной нагрузке и снижаясь до 33-66 % в условиях более мягкого
отбора (рис. 5, Б). Морфогенетический потенциал каллуса, индуцированный в присутствии кадмия, был недостаточен для проведения отбора in vitro (не превышал 3,7 %).


Рисунок 5. Влияние кратности отбора на выживаемость (А) и активность морфогенеза (Б) каллуса ячменя (средние значения для трех генотипов) на селективных средах с кадмием

В процессе изучения чувствительности первичного каллуса этого же набора генотипов к токсическому действию ионов марганца были определены сублетальные (50 мг/л) и летальные (350 мг/л) концентрации металла, которые указывают на относительно низкий уровень чувствительности каллусной ткани ячменя к этому токсиканту. После переноса каллуса на селективные среды MS 2 с марганцем, выявлено, что
уровень морфогенетических процессов в культуре не зависит от условий получения первичного каллуса – на фоне марганца или без него.
Поскольку индукция каллуса ячменя на селективных средах с кадмием затруднена или на средах с марганцем не имеет преимуществ для клеточной селекции по сравнению с контрольным вариантом,
нецелесообразно проводить отбор устойчивых культур к этим металлам на начальном этапе онтогенеза каллусной ткани.
Этап пролиферации каллуса. Проводили сравнительный анализ реакции каллусной ткани на средах с кадмием, марганцем и алюминием. Изучали каллусные культуры, предварительно индуцированные на среде в отсутствие стресса от трех исходных генотипов ячменя (Новичок, Купец, Белгородский 100). Селективные условия создавали на этапе пролиферации каллуса в диапазоне концентраций: 0-500 мг/л Mn2+;
0-35 мг/л Cd2+; 0-45 мг/л Al3+.
Анализ дозовых кривых подтверждает результаты предыдущего исследования: каллус ячменя (среднее значение) наиболее устойчив
к ионам марганца и высокочувствителен к ионам кадмия (рис. 6).
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Рисунок 6. Выживаемость (1) и частота регенерации (2) в каллусной культуре ячменя на средах с добавлением ионов алюминия, марганца и 
кадмия в различных концентрациях (средние значения для трёх генотипов
и их доверительные интервалы) 

Токсическое действие на каллусную ткань возрастает в ряду ионов Mn2+ < Al3+ < Cd2+, о чем говорит степень снижения выживаемости каллуса на средах с добавлением этих токсикантов по сравнению
с контролем. Летальные и сублетальные (LD50) дозы для марганца
(350 и 250 мг/л соответственно) и кадмия (30 и 20 мг/л) отличаются
более чем на порядок, тогда как для алюминия критические концентрации занимают промежуточное положение и близки к кадмию,
составив соответственно 42 и 20 мг/л.
Характер зависимости регенерационной способности от концентраций для каждого из трех токсикантов носит нелинейный характер (имеет конфигурацию, близкую к синусоидальной). В индивидуальном для каждого металла диапазоне концентраций регенерационная способность каллусных культур превышает контрольное значение. Наличие нескольких максимумов на кривой, отражающей регенерационную способность, по-видимому, обусловлено различными механизмами токсического действия металлов в градиенте концентраций, а также функционированием разных генетических систем, определяющих морфогенетическую реакцию ячменя в стрессовых условиях различной жесткости.
Руководствуясь полученными данными по выживаемости и морфогенетической активности каллуса ячменя в присутствии ионов
металлов, в дальнейшем для отбора устойчивых каллусных линий
рекомендуем следующие рабочие концентрации: для кадмия − 10 и
20 мг/л, марганца – 150 и 250 мг/л, алюминия 20 и 30 мг/л.
Этап морфогенеза. Определение рабочих концентраций ионов металлов при их внесении в селективные среды только на этапе морфогенеза лишено практического смысла. В этом случае даже при сохранении определенного уровня выживаемости частота регенерации для большинства исследованных генотипов не превышает 5 % (см. гл. 4.1). Внесение селективных агентов в среды для морфогенеза оправдано только в случае применения селективных схем с последовательным внесением металлов в среды MS 2 и MS 3 (пролиферация – морфо-генез) для отбора культур с комплексной устойчивостью.
Влияние кислотности среды и сопутствующих анионов на фитотоксичность ионов кадмия и марганца в каллусной культуре. Токсичность кадмия и марганца для каллусных клеток зависит не только от концентрации металлов, но и от уровня кислотности в селективной среде. Такая закономерность проявляется независимо от сопутствующего аниона и усиливается при высоких концентрациях токсикантов.
Оценка влияния кадмия на жизнеспособность каллусных культур шести генотипов ячменя (Белгородский 100, 419-07, 530-98, 499-03, 1457-96, 465-08) на фоне кислотности 4,5, 5,5 и 6,5 ед. рН показала,
что фитотоксичность ионов кадмия в среде в градиенте концентрации 0-30 мг/л увеличивается в 2 раза (при рН 6,0) и 4 раза (при рН 4,5). Степень токсического действия кадмия в составе хлорида в 1,5-2,0 раза выше, чем сульфата кадмия (рис. 7, А, Б). Дисперсионный анализ выявил существенность всех изучаемых факторов, влияющих на токсичность кадмия в селективной среде, которая возрастала в ряду ‒ сопутствующий анион (r = 0,55) < уровень кислотности (r = 0,84) < концент-рация металла (r = 0,98).

  
 (
Г
) 
Рисунок 7. Влияние кислотности среды на выживаемость (среднее значение для 6 генотипов, %) каллуса ячменя на селективных средах с ионами кадмия (А, Б), марганца (В, Г) и сопутствующими анионами в градиенте концентраций

Фитотоксичность ионов марганца в каллусной культуре в 10 раз ниже, по сравнению с кадмием. Кроме того, в отличие от кадмия, 
токсический эффект ионов марганца при рН 6,5 отсутствует как
в составе сульфатной, так и хлоридной соли. Токсическое действие
ионы Mn2+ оказывают в концентрации более 100 мг/л на фоне рН 4,5 (рис. 7, В, Г). Значимость факторов влияния на токсичность марганца
в селективной среде возрастает в ряду ‒ сопутствующий анион (r = 0,024) < концентрация металла (r = 0,841) < уровень кислотности (r = 0,982).
Таким образом, рекомендуем использовать в качестве селективных агентов ионы кадмия/марганца в составе сульфатов при рН 4,5.
Для получения форм, устойчивых к высокотоксичным ионам Cd2+, эффективно применять ступенчатую схему селекции – на этапе пролиферации (MS 2) вносить адаптивные концентрации (10-15 мг/л) токсиканта, а после обогащения популяции резистентными клетками ужесточить условия селекции, используя более высокие его концентрации (20-25 мг/л) на этапе морфогенеза (MS 3). Применение схем
с однократным отбором или ступенчатым понижением селективной нагрузки неэффективно, т. к. в этих условиях полученные растения-регенеранты нежизнеспособны.
Для создания форм, толерантных к ионам марганца, не обладающим выраженной токсичностью, возможно использовать прямой
жесткий отбор, при котором выживает только определенный искомый мутантный тип клеток, а в качестве рабочих концентраций применять выявленные ранее дозы Mn2+ 150-250 мг/л. Оптимальные условия для отбора устойчивых каллусных линий с достаточным уровнем выживаемости (56,6-66,3 %) и регенерационной способности (15,1-29,6 %) складывались при однократном введении 250 мг/л Mn2+ на этапе пролиферации или, с двукратным преимуществом по частоте регенерации, двукратном отборе – 250 и 150 ионов мг/л Mn2+ на этапе пролиферации и морфогенеза соответственно.

4.3 Селекция каллуса на устойчивость
к комплексному действию ионов алюминия, 
кадмия и марганца 

Эффекты сочетания токсичных металлов в селективной
системе in vitro. В селективных системах in vitro с комплексом стрессовых факторов возможно проявление эффектов синергизма и антагонизма между ними. Однако присутствие в среде трех токсичных металлов ведет к нестабильности системы, а в условиях кислотности среды ниже 4,5 ед. рН снижению активности морфогенеза. Поэтому для изучения взаимовлияния и суммарного воздействия на каллус ячменя ионов Cd2+, Mn2+и Al3+ вносили их в селективные среды в различных комбинациях, но с одновременным внесением только двух токсичных металлов. В результате оценки средних значений выживаемости и
частоты регенерации каллусных культур пяти генотипов ячменя (Белгородский 100, 448-04, 499-03, 465-08, 999-93) выявлена целесооб-разность для отбора устойчивых каллусных линий ячменя одновременного введения в селективные среды токсичных ионов в комбинациях: Al3+ + Mn2+ и Al3+ + Cd2+. Тогда как одновременное присутствие в составе селективных сред ионов Mn3+и Cd2+ усиливает токсический эффект по сравнению с их раздельным применением, что говорит об антагонистическом эффекте действия этих металлов в составе селективных сред.
В рамках разработки схем отбора in vitro с комплексным стрессом токсичности ионов Al3+, Cd2+ и Mn2+ рассмотрены варианты, скомпонованные в два блока, в зависимости от состава селективных агентов:
А ‒ среда с добавлением ионов Cd2+ и А13+; Б ‒ среда с добавлением ионов Mn2+ и А13+ (табл. 3).
Таблица 3
Схемы отбора устойчивых к комплексному стрессу токсичности
металлов каллусных линий ячменя

	№ варианта 
	MS 2
	MS 3

	Блок А. Селективные среды с Cd2+ и Al3+(мг/л)

	1
	30 Al3+
	20 Cd2+

	2
	20 Cd2+
	30 Al3+

	3
	30 Al3++ 20 Cd2+
	Без отбора

	4
	20 Al3++ 15 Cd2+
	30 Al3++ 20 Cd2+

	Блок Б. Селективные среды с Mn2+ и Al3+(мг/л)

	1
	30 Al3+
	200 Mn2+

	2
	200 Mn2+
	30 Al3+

	3
	20 Al3++ 200 Mn2+
	Без отбора

	4
	20 Al3++ 200 Mn2+
	30 Al3++ 200 Mn2+



На рисунке 8, А и Б показаны результаты оценки реакции гено-типов ячменя in vitro при введении селективных агентов в среды MS 2 и MS 3 на стадиях пролиферации и морфогенеза каллусной ткани как
в прямой, так и обратной последовательности внесения металлов, 
в т. ч. с повышением или понижением дозы токсиканта. 
[image: ][image: ] (
Контроль
) (
Контроль
)
Рисунок 8. Выживаемость и частота регенерации в каллусных культурах ячменя (среднее для пяти генотипов) в селективных условиях с Сd2+ и Al3+ (А), Mn2+ и Al3+ (Б). Схемы приведены в таблице 3.

Сравнительный анализ жизненных показателей каллуса ячменя выявил селективные условия для отбора устойчивых одновременно
к алюминию и кадмию каллусных линий с достаточным для дальнейшей селекции уровнем выживаемости (45,2 %) и частотой регенерации (16,7 %): последовательное введение токсичных ионов: 20 мг/л Сd2+ на этапе пролиферации и 30 мг/л А13+ на этапе морфогенеза. Допустимо также в среду для пролиферации каллуса одновременно вводить
20 мг/л А13+ и 15 мг/л Сd2+, а в качестве морфогенной использовать среду с добавлением 30 мг/л А13+ и 20 мг/л Сd2+.
При отборе каллусных линий, одновременно устойчивых к марганцу и алюминию, в соответствии со схемами блока Б (табл. 3), также необходимо учитывать последовательность внесения токсичных ионов. Для отбора устойчивых к марганцу и алюминию форм ячменя оптимально применять последовательное введение в среды 30 мг/л А13+ (MS 3) и 200 мг/л Mn2+ (MS 2) в прямом и обратном порядках (выживаемость 59,7 и 49,5 % соответственно при частоте регенерации 24,0 и 21,2 %).
Таким образом, в результате проведенных исследований разработаны селективные системы in vitro, оптимальные для отбора каллусных линий ячменя, устойчивых к токсичности ионов Al3+, Cd2+ и Mn2+,
а также к их комплексному воздействию в различных комбинациях. Выявлена ведущая роль показателя выживаемости в реакции каллусной ткани на воздействие токсичных ионов. Определены оптимальные параметры отбора in vitro: этап онтогенеза каллусной ткани в достаточной степени отзывчивый и менее уязвимый для наложения селективных факторов; критические концентрации селективных агентов и их совместимость; сопутствующие анионы; уровень кислотности среды. Выявлены общие закономерности при разработке селективных схем: создание более благоприятных условий для отбора при последовательном внесении селективных агентов (на этапе пролиферации более токсичного из них) по сравнению с одновременным их применением.
Наложение селективного фактора наиболее эффективно на этапе пролиферации каллусной ткани. Диапазоны концентраций токсичных агентов в сочетаниях, при которых обеспечена выживаемость, близкая к уровню LD50, и регенерационная способность не ниже 10 % для Cd2+соответствуют 15-20 мг/л, Mn2+ ‒ 200 мг/л, Al3+ ‒ 20-30 мг/л. Оптимальный уровень кислотности для внесения токсичных ионов металлов в селективные среды (в составе сульфатов) находится в диапазоне
рН 4,0-4,5. Для отбора каллусных линий ячменя, устойчивых к высокотоксичным ионам кадмия целесообразно использовать ступенчатую схему селекции с повышающим градиентом концентрации на этапах пролиферации (10 мг/л) и морфогенеза (15 мг/л), к ионам алюминия или марганца – прямой жесткий отбор на этапе пролиферации (40 и 250 мг/л соответственно).
Рекомендованы к применению схемы клеточной селекции для
отбора каллусных линий, устойчивых к комплексной ионной токсичности металлов: 
Сd2+ 20 мг/л (пролиферация) – А13+ 30 мг/л (морфогенез);
А13+ 20-30 мг/л (пролиферация) – Mn2+ 200 мг/л (морфогенез);
Сd2+ 20 мг/л (пролиферация) – Mn2+ 200 мг/л (морфогенез).




4.4. Морфотопографический способ оценки 
устойчивости растений ячменя
к ионной токсичности металлов

Для повышения эффективности селекционного процесса актуальна разработка тест-системы для предварительной оценки стрессоустойчивости сельскохозяйственных растений. Существует ряд способов лабораторной оценки устойчивости к ионой токсичности водорода и алюминия зерновых культур, где в качестве тест-объекта используется
корень, в частности ‒ степень подавления его роста в ответ на стрессовый фактор (Лисицын, 2003; Карманенко, Ниловская, 2010; Косарева, Семенова, 2005; Samac, Tesfaye, 2003). 
Нами разработана балловая шкала оценки степени деформации корней, позволяющая дифференцировать генотипы по степени устойчивости к воздействию токсичных ионов (патент № 2608654 от 23.01.17). С целью повышения объективности получаемых результатов оценку различных генотипов ячменя на устойчивость к ионной токсичности проводят на фонах, приближенных к естественным условиям
роста растений.
Растения ячменя различных генотипов выращивают в вегетационных сосудах, заполненных кислой почвой (рН 3,8), содержащей 12,78 мг Al3+/100 г почвы. После получения семенного потомства
учитывают массу зерна с 1 растения. Зерновки ячменя того же набора сортов после стерилизации в течение 15 мин в 2 %-ном растворе препарата Виркон С помещают в пробирки с 20 мл голодной агаризованной (10 %) средой, содержащей 15 мг/л Al3+ в форме А12(SO4)3×18Н2О при рН 4,0 (стрессовые условия). В контроле агаровая среда не содержит алюминий и имеет реакцию, близкую к нейтральной ‒ рН 6,0 (рис. 9). Пробирки с зерновками инкубируют под светоустановкой в течение
7 суток. Для определения степени угнетения визуально оценивают морфологические показатели корневой системы проростков: количество и длину зародышевых корней, степень ветвления (образование корней 2 порядка), пространственную ориентацию в толще агарового слоя.
Агаровый гель представляет собой очень удобную поддержива-ющую среду для роста корней, а благодаря своей прозрачности, позволяет легко и быстро визуализировать картину корневой системы проростков. Плотная консистенция среды, соизмеримая с плотностью почвы, фиксирует характерное расположение корней при стрессовом воздействии и делает условия проведения оценки сходными с естественными.
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Рисунок 9. Корневая система проростка в контроле (А) и стрессовых условиях (Б).



По окончании инкубации пробирки просматривают в проходящем свете, обращая внимание на следующие морфотопографические признаки корневой системы проростков, выращенных в стрессовых условиях:
1) снижение длины корней по сравнению с длиной корней в контроле;
2) уменьшение общего количества корней по сравнению с контролем;
3) наличие/отсутствие корней второго порядка;
4) изменение/сохранение пространственной ориентации корня;
5) наличие/отсутствие корневых деформаций (рис. 10).
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Рисунок 10. Морфологические деформации корневой системы проростков ячменя на фоне 15 мг/л ионов алюминия и рН 4,0: А – «выпрыгивание» зерновки из субстрата – ходульные корни; Б – образование «колечек»; В – загибание кончиков корешков при сохранении их количества; Г – искривление корней; Д – формирование редких и коротких корней; Е – отсутствие корней

Предлагается балловая шкала оценки степени деформации корней, позволяющая дифференцировать генотипы по степени устойчивости
к воздействию токсичных ионов на три группы (высокоустойчивые –
5 баллов, устойчивые – 3-4 балла, чувствительные – 0-2 балла) (табл. 4).

Таблица 4
Шкала для оценки устойчивости генотипов к ионной токсичности
по комплексу морфотопографических признаков
корневой системы проростков

	Морфотопографический признак
	Коли-чество
баллов
	Группа
устойчивости

	· Снижение длины главного корня не более чем на 50 %
     высоты агарового столбика.
· Наличие корней второго порядка.
· Общее количество корней составляет не менее 60-80 % 
   от контроля.
· Сохранение пространственной ориентации корня.
· Отсутствие корневых деформаций.
	5
	Высокоустой-чивые

	· Снижение длины главного корня не более чем на 50 % высоты агарового столбика.
· Отсутствие корней второго порядка.
· Общее количество корней составляет не менее 50-60 %
   от контроля.
· Сохранение пространственной ориентации корня.
· Отсутствие корневых деформаций.
	4
	Устойчивые

	· Снижение длины главного корня более чем на 50 %
   высоты агарового столбика.
· Общее количество корней составляет не менее 50 %
   от контроля.
· Сохранение пространственной ориентации корня.
· Отсутствие корневых деформаций.
	3
	

	· Снижение длины главного корня более чем на 70 % 
   высоты агарового столбика.
· Общее количество корней составляет менее 50 %
   от контроля.
· Нарушение пространственной ориентации и деформации корня (рис. 10, А-В).
	2
	Чувствительные

	· Снижение длины главного корня более чем на 70 % 
   высоты агарового столбика.
· Общее количество корней составляет менее 30 % 
   от контроля.
· Нарушение пространственной ориентации и деформации корня (рис. 10, Г-Д).
	1
	

	· Корни отсутствуют (рис. 10, Е).
	0
	



Об устойчивости судят по комплексу морфотопографических
изменений (деформаций) корневой системы проростков при обусловленном токсичными ионами стрессе по сравнению с контролем. 
В соответствии с разработанной балловой шкалой генотип относят
к одной из трех групп устойчивости (табл. 5).
Таблица 5
Пример оценки устойчивости генотипов ячменя к ионной токсичности
алюминия и водорода морфотопографическим способом
	Морфотопографический признак
	Белгородский 100
	774-04
	Купец
	Новичок
	917-01

	Снижение длины корней
по сравнению с контролем 
	Более чем
на 70 %
	Более чем
на 50 %
	Менее чем
на 50 %

	Наличие корней второго порядка 
	Нет
	Есть

	Уменьшение общего 
количества корней
по сравнению с контролем 
	Есть
	Нет

	Пространственная
ориентация корня
	Нарушена
	Сохранена

	Корневые деформации
	Есть
	Нет

	Количество баллов
	0
	1
	3
	4
	5



Следует отметить, что важным преимуществом морфо-топографического способа оценки стрессоустойчивости является высокое соответствие (r = 0,952) полученных с его применением результатов результатам оценки устойчивости генотипов по снижению семенной продуктивности на фоне стресса. Ранжирование набора сортов ячменя различными способами – по массе зерна с 1 растения и количеству баллов − показывает их практически полную сходимость (табл. 6).

Таблица 6
Дифференциация генотипов ячменя по устойчивости к ионной токсичности
	№ 
варианта
	Генотип
	Оценка
	Группа
устойчивости

	
	
	предлагаемая (количество баллов по шкале)
	продуктивность (масса зерна
с 1 растения) на кислой почве, г
	

	1
	Белгородский 100
	0
	3,8
	Чувстви-тельный

	2
	774-04
	1
	4,0
	

	3
	Купец
	3
	4,5
	Устойчивый

	4
	Новичок
	4
	6,0
	

	5
	917-01
	5
	6,5
	Высоко-устойчивый



В результате использования предлагаемого способа создаются условия проведения оценки, максимально приближенные к естественным. Объективность тестирования повышается благодаря визуализации учитываемых признаков тест-объекта, упрощения процесса оценки и повышения её достоверности без выполнения замеров и проведения громоздких статистических расчетов (Шуплецова и др., 2017б). Кроме того, представленный метод может быть использован при лабораторном скрининге устойчивых к ионной токсичности генотипов сельскохозяйственных растений (зерновых культур) с целью дальнейшего использования их в качестве исходного селекционного материала для создания новых сортов, отличающихся толерантностью к повышенной кислотности почвы и токсичности ионов алюминия и/или тяжелых металлов.

5. ПРОВЕДЕНИЕ КЛЕТОЧНОЙ СЕЛЕКЦИИ ЯЧМЕНЯ
НА КОМПЛЕКСНУЮ УСТОЙЧИВОСТЬ
К ИОННОЙ ТОКСИЧНОСТИ МЕТАЛЛОВ И ЗАСУХЕ

Особенности получения осмотолерантных сомаклонов.
В настоящее время рядом исследователей разработаны элементы
технологии отбора осмоустойчивых клеточных и регенерантных линий различных растений на селективных средах в культуре ткани. Для имитации in vitro стрессового эффекта обезвоживания используют питательные среды, в которые вносят осмотически активные вещества,
понижающие внешний водный потенциал, такие как неионные осмотики – полиэтиленгликоль (ПЭГ), маннит, сорбит, абсцизовая кислота, 
аналоги пролина, сахароза и ионный осмотик – NaCl. В последнем
случае можно получить соле- и засухоустойчивые формы. Чаще других вносят два осмотически активных вещества: высокомолекулярный
не проникающий в клетку ПЭГ и низкомолекулярный проникающий
в клетку маннит (Аль-Холани и др., 2010; Круглова, 2012б; Тагиманова и др., 2013; Matheka et al., 2008; Pérez-Clemente, Gómez-Cadenas, 2012). Селективные системы с этими осмотиками обеспечивают наиболее полную элиминацию чувствительных клеток и высокую выживаемость растений, регенерированных из резистентных клеток. Каждый вид 
растений имеет индивидуальную чувствительность к осмотикам,
поэтому рекомендуемые в литературе их селективные концентрации существенно различаются.
Реализация приспособительных реакций растений к засухе на клеточном и субклеточном уровнях, например, образование стрессовых полипептидов, дезинтеграция полисом и т. д., даёт основание использовать в селекции на засухоустойчивость клеточные технологии отбора.
Для ряда растений показана положительная корреляция между ростом культивируемых тканей на средах с осмотиками и засухоустойчивостью растений (Копертех, Бутенко, 1996; Barakat, Abdel-Latif, 1996; Tabori et al, 2009). Физиологическая оценка растений, полученных методами клеточной селекции, показала наследование признака засухоустойчивости при семенном размножении (Jaleel et al., 2009; Mah-mood et al., 2012). В селективных системах in vitro с использованием маннита и ПЭГ были получены осмоустойчивые растения кукурузы (Долгих, 2004, 2005; Аль-Холани, 2010; Аль-Холани и др., 2010; Matheka et al., 2008), с манитом и NaCl получены лаванда, шалфей (Егорова, 2012; Егорова, Ставцева, 2013), солеустойчивые и холодоустойчивые пшеница и озимый ячмень (Tantau et al., 2004); с пролином и NaCl – растения риса (Хадеева и др., 2000), с NaCl – солеустойчивая и засухоустойчивая пшеница (Никитина и др., 2014; Mahmood et al., 2012).
Повышение осмоустойчивости на клеточном уровне может обеспечить толерантность растений одновременно к нескольким абиотическим стрессам, вызывающим обезвоживание клеток, в том числе к засухе, засолению и неблагоприятным температурам (Tantau et al., 2004; Никитина и др., 2014). Получены растения кукурузы, обладающие повышенной устойчивостью одновременно к засухе, засолению и заморозкам. Выявлены эффекты кросс-адаптации в каллусных культурах ряда
растений: так на селективных средах с ионами Ва2+ получены солеустойчивые клеточные линии табака, которые отличались стабильным ростом и пролиферацией (Сергеева и др., 2006, 2013, 2016). Подтверждено сохранение повышенной толерантности к засухе в потомстве большинства полученных после клеточной селекции линий, что указывает на мутационную природу толерантности (Аль-Холани, 2010).
Селективные среды с водным дефицитом. В рамках представленной технологии для создания осмотического стресса в жидкие
селективные среды с целлюлозным носителем вносят ПЭГ с молекулярной массой 6000. Выбор ПЭГ в качестве осмотика был обусловлен его свойствами: осмотическое воздействие, снижающее водный потенциал, химическая и биологическая инертность при неспособности
проникать в апопласт каллусных клеток вследствие высокой молекулярной массы. Все перечисленные качества объясняют отсутствие
фитотоксичности его использования. Некоторое снижение регенерации в культурах in vitro на средах с ПЭГ (Matheka et al., 2008) возможно устранить при внесении осмотика в среду с высокой степенью очистки. Кроме того, ПЭГ-овые растворы наиболее близко имитируют сухую почву, по сравнению с растворами соединений низкой молекулярной массы, которые легко проникают в клеточную стенку с помощью
растворителя (Pérez-Clemente, Gómez-Cadenas, 2012).
В наших исследованиях изучен адаптационный потенциал 10 генотипов ячменя в условиях водного дефицита. Каллусную ткань индуцировали на среде в отсутствие стресса. В возрасте трех недель каллус-ные культуры переносили на жидкие селективные среды, где культивирование длилось 20 дней. Регенерацию растений проводили на плотных средах MS 3. Определена сублетальная концентрация осмотика,
составляющая 15 % ПЭГ. В этом случае средний уровень выживаемости составил 47,62 %. Регенерационная способность, в среднем 15,8 %, 
сохранялась только у 4 из 10 генотипов. 

5.1. Разработка условий отбора in vitro 
каллусных культур с комплексной устойчивостью
к алюминию и водному дефициту

Проведена оценка эффективности схем с последовательным (на этапах пролиферации и морфогенеза) или одновременным (на этапе пролиферации) введением в состав селективных сред ПЭГ и ионов А13+.
Одновременное присутствие стрессовых факторов (10 % ПЭГ и 20 ионов мг/л Al3+ при рН 4,0) в среде повышало жесткость селективных условий, поэтому использовали сниженные концентрации селективных агентов по сравнению с их раздельным применением. Но и в этих условиях каллусная ткань (среднее значение для четырех генотипов) погибала на 7-10 день после пересадки или останавливалась в своем развитии. Для преодоления возникшей трудности поэтапно повышали реакцию среды с 4,0 до 5,0 ед. рН, что приводило к увеличению выживаемости каллусов практически у всех исследованных генотипов (среднее значение 63-65 %). Частота регенерации в каллусных культурах
в этом случае достигала 7,2 % (рН 4,5) и 28,1 % (рН 5,0). Независимо от кислотности среды и исходного генотипа, совместное введение в среду ионов алюминия и осмотика сопровождалось появлением среди растений-регенерантов значительного количества альбиносов, что
свидетельствует об активных мутационных процессах, но в дальнейшем может оказаться препятствием для проведения клеточной селекции.
Альтернативным подходом является последовательное введение селективных агентов в питательные среды на этапах пролиферации и морфогенеза каллусной ткани. Проведен сравнительный анализ реакции каллусных культур четырёх генотипов ячменя (999-93, 889-93, Новичок, Кумир) в двухфакторном эксперименте, где фактор А ‒ концентрация
в селективной системе (по три градации для ионов Al3+ и ПЭГ); фактор В – последовательность введения агента на различных этапах развития каллуса (прямая Al-ПЭГ и обратная ПЭГ-Al) (табл. 7). О приемлемости того или иного варианта селективных систем судили по количеству выживших каллусных культур (%) и частоте регенерации растений (%).

Таблица 7
Схема эксперимента по выявлению оптимальных концентраций
ионов алюминия и полиэтиленгликоля при последовательном введении
в селективные среды

	№
варианта
	Прямая
	Обратная

	
	последовательность введения на этапах

	
	пролиферации
Al3+, мг/л
	морфогенеза
ПЭГ, %
	пролиферации
ПЭГ, %
	морфогенеза
Al3+, мг/л

	Контроль
	0
	0
	0
	0

	1
	20
	10,0
	10,0
	20

	2
	25
	10,0
	10,0
	25

	3
	30
	10,0
	10,0
	30

	4
	20
	12,5
	12,5
	20

	5
	25
	12,5
	12,5
	25

	6
	30
	12,5
	12,5
	30

	7
	20
	15,0
	15,0
	20

	8
	25
	15,0
	15,0
	25

	9
	30
	15,0
	15,0
	30



На выживаемость и способность каллусной ткани формировать на этапе морфогенеза растения-регенеранты существенное влияние оказывают концентрация селективных агентов и последовательность их введения в
селективную среду (рис. 11). Приемлемую для практической работы частоту регенерации растений отмечали при введении в среду 20-30 мг/л Al3+ и 10 % ПЭГ как в прямой (34,3-40,2 %), так и обратной последовательности (29,3-31,7 %). Увеличение концентрации ПЭГ до 12,5 и 15 % независимо
от концентрации алюминия снижало способность каллуса к образованию регенерантов до 24,7 и 14,4 % соответственно, что указывало на малую
эффективность этих вариантов селективных схем.
 (
Рисунок 11.
 
Частота регенерации в 
каллусных
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 для четырех генотипов) в результате раздельного введения селективных агентов в прямой (А) и обратной (Б) последовательности
.
 
Варианты представлены в таблице 7.
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В данной серии опытов подтверждено повышение жизнеспо-собности и морфогенетического потенциала каллусной ткани на селективных средах при повторном введении и отборе растений-регене-рантов в культуре in vitro.

	5.2. Оценка эффективности схем отбора каллуса
с устойчивостью к комплексному воздействию
токсичности металлов и водного дефицита



Изучена возможность получения каллусных линий ячменя с комплексной устойчивостью к осмотическому стрессу и ионной токсичности металлов кадмия, марганца и алюминия. В таблице 8 представлены схемы внесения селективных агентов в различных сочетаниях на
стадиях пролиферации и морфогенеза каллусной ткани. 

Таблица 8
Схемы отбора каллусных линий ячменя, устойчивых к комплексному
стрессу ионной токсичности металлов и водного дефицита

	№
варианта
	Селективные среды с ПЭГ (%) и Cd2+, Mn2+, Al3+(мг/л)

	
	для пролиферации
	для морфогенеза

	1
	20 Al3+ + 20 Cd2+
	10 % ПЭГ

	2
	10 % ПЭГ
	20 Al3++ 20 Cd2+

	3
	20 Al3+ + 200 Mn2+
	10 % ПЭГ

	4
	10 % ПЭГ
	20 Al3+ + 200 Mn2+



Средние значения выживаемости и регенерационной способности 25 генотипов представлены на рисунке 12. Отмечено значительное
генотипическое варьирование показателей выживаемости и частоты регенерации в этих условиях. Более высокий уровень выживаемости каллуса наблюдали при введении ионов металлов на этапе пролифе-рации, а ПЭГ − на этапе морфогенеза (50,4-53,2 %), чем при обратной очередности введения селективных агентов (40,0-41,4 %). У каллуса, подвергнутого действию осмотика в период пролиферации, регенерационная способность отсутствовала, если в последующем морфогенез протекал в присутствии ионов Сd2+. 
 (
Вариант
) (
Рисунок 12.
 
Выживаемость и частота регенерации в 
каллусных
 культурах я
чменя (среднее для генотипов) в селективных условиях с 
Cd
2+
,
 
Al
3+
 и ПЭГ; 
Mn
2+
, 
Al
3+
 и ПЭГ
) (
Контроль
)

Проведенные исследования позволили выявить оптимальные условия для отбора каллусных линий ячменя с комплексной устойчивостью к:
·  токсичности алюминия и водному дефициту. Схема с последовательным введением селективных агентов в питательные среды: 
20 Al3+ мг/л (пролиферация) – 10 % ПЭГ (морфогенез);
· к ионной токсичности металлов и осмотическому стрессу. Схемы:
20 Al3+ + 20 Cd2+ мг/л (пролиферация) ‒ 10 % ПЭГ (морфогенез);
20 Al3+ + 200 Mn2+ мг/л (пролиферация).
6. РЕГУЛЯЦИЯ МОРФОГЕНЕЗА
В КАЛЛУСНОЙ ТКАНИ ЯЧМЕНЯ

Сортообразцы ячменя обладают способностью формировать
каллус и образовывать регенеранты в течение 3...4 месяцев культивирования. Наличие селективного агента в питательной среде снижает выживаемость каллусной ткани, что делает проблему образования
растений из оставшихся каллусов еще более сложной. Регенерационная способность определяется активностью и направленностью морфогенеза каллусных клеток. Поэтому особенно остро стоит задача разработки способа управления морфогенезом in vitro.
Морфогенетическая способность клеток (возникновение организованных структур из неорганизованной массы клеток) в селективных условиях обнаруживает тенденцию к затуханию, что снижает результативность отбора желаемых генотипов независимо от свойства исходного сорта. В то же время морфогенез, зачастую, приобретает направленность ризогенеза, после которого не удается восстановить эмбриогенные
потенции культивируемых клеток и получить регенерантные растения. Поэтому при разработке селективных систем in vitro необходимо
создать условия, способствующие повышению морфогенетической
активности отбираемой каллусной ткани в направлении образования продуктивного каллуса. Кроме того, культуры тканей с увеличением периода культивирования снижают свою тотипотентность из-за потери или мутации генов, которые существенны для регенерации.
Каллусная ткань зерновых культур отличается низкой регенерационной способностью даже в течение первых месяцев культивиро-вания, уровень которой неизбежно снижается с возрастом каллуса. Продолжительный период культивирования ткани in vitro приводит к увеличению частоты хромосомных аберраций, вследствие чего каллус-ные клетки теряют свою тотипотентность из-за потери или мутации
генов, необходимых для регенерации. Вследствие этого среди растений, регенерированных из “старых» каллусных культур, увеличивается
частота сомаклональных вариантов.
Для интенсификации морфогенеза в каллусных культурах наряду с индукторами физического происхождения (стимуляция клеток электрическим током или низкими дозами гамма-излучения, подсушивание каллусной ткани) применяют химические регуляторы роста. Ключевыми регуляторными функциями обладают фитогормоны, прежде всего
оптимальное соотношение ауксинов и цитокининов. Определённую роль играют и другие регуляторы роста, в частности, гибберелловая кислота (ГК), абсцизовая кислота, этилен, которые используют экзогенно для повышения регенерации в культуре in vitro (Овчинникова
и др., 2006; Jha et al., 2007). Кроме того, повышению регенерации
ячменя в каллусной культуре способствуют различные модификации микро- и макроэлементного состава среды, в частности корректировка уровней меди, железа, бора, органического азота (Nuutila et al., 2000; Dahleen, Bregitzer, 2002). Стимулирующее действие на регенерацию ячменя оказывают многие органические вещества: мальтоза, миоинозитол, гидролизат казеина, аминокислоты (глутамин, аспарагин,
тиамин), кокосовая вода – жидкий эндосперм Cocos nucifera (Чернобровкина и др., 2004; Овчинникова и др., 2006; Nuutila et al., 2000).

[bookmark: _Hlk117747328]6.1. Участие абсцизовой кислоты
в повышении устойчивости каллусных культур
к абиотическим стрессорам

При проведении клеточной селекции существует вероятность нарушения фитогормонального баланса в каллусных тканях, обеспечивающих нормальную регуляцию роста и развития культуры in vitro. Как известно, определяющим фактором ростовых процессов клеточных и каллусных культур является соотношение ауксинов и цитокининов (Бутенко, 1999). Снижение способности образовывать растения в длительно культивируемой каллусной ткани связано с нарушением фитогормонального баланса в сторону увеличения образования ауксинов, что ведет к снижению морфогенетического потенциала культивируемых клеток.
Избыточное накопление ауксинов в длительно культивируемой каллусной ткани можно нивелировать и восстановить фитогормональный баланс путем добавления в состав питательной среды абсцизовой кислоты (АБК), которая является антагонистом ауксинов.
Значимость АБК, как регулятора морфогенетических процессов, повышается в стрессовых условиях различной природы (Шаяхметов, 2004). Многочисленные исследования указывают на ключевую роль АБК в неспецифической устойчивости растений. Содержание АБК увеличивается в самых различных стрессовых ситуациях у растений, благодаря чему её считают «гормоном стресса» (Кулаева, 1994; Шакирова, 2001), под влиянием которого развивается защитное торможение метаболизма, и соответственно снижается скорость повреждающих клетки процессов. Установлено, что экзогенная АБК в присутствии стресс-факторов, так же, как и эндогенная, многократно индуцирует экспрессию генов БТШ (Robertson et al., 1994; Jackson, 1997). Кроме того, экзогенная АБК участвует в регуляции экспрессии генов, кодирующих специфические белки при соматическом и зиготическом
эмбриогенезе (Quatrano et al., 1989). При добавлении в среду для культивирования каллуса пшеницы АБК способствовала «созреванию»
соматических эмбриоидов (Катасонова и др., 2006). Стресс-индуциро-ванное накопление АБК относится к универсальным неспецифическим реакциям, позволяющим растениям «пережить» стрессовые ситуации
с наименьшими потерями (Жирмунская, Шаповалов, 1987; Шакирова, 1999), в т.ч. и в условиях in vitro.
Наши исследования показали позитивное влияние экзогенной АБК уже в составе селективных сред на устойчивость каллусной ткани ячменя к стрессовым факторам различной природы. Внесение АБК
в алюмоселективные среды с концентрацией 1,5 мг/л стимулирует регенерацию растений в 1,5-3,0 раза в зависимости от генотипа и удлиняет период компетентности каллусных клеток с 45-55 до 60-80-дневного возраста. В селективных системах отбора in vitro на комплексную устойчивость к засухе и токсичности алюминия присутствие АБК в среде повышает уровень регенерационной способности в среднем в 1,5 раза.
Влияние АБК на направленность морфогенеза в каллусной ткани. Каллус представляет собой гетерогенную интегрированную структуру, формирующуюся в результате пролиферации изначально различных клеток. Эти клетки имеют морфогенетические потенции, которые реализуются различными путями (эмбриоидогенез, органогенез, гистогенез) (Батыгина, 1999). Эффективность клеточной селекции
зерновых во многом определяется способностью культивируемых 
клеток и тканей к регенерации растений через соматический эмбриогенез (Шаяхметов, 2004).
В наших исследованиях регенерационные процессы начинались 
в каллусной ткани после первого пассажа, когда в составе питательной среды вдвое снижали содержание 2,4-Д ‒ дедифференцирующего фактора. В неорганизованной массе клеток появлялись организованные структуры – морфогенные очаги, частота возникновения которых сильно варьировала в зависимости от генотипа донорного растения. Было отмечено, что в каллусной культуре ячменя на селективных
средах морфогенетические процессы, в основном, развиваются по типу стеблевого и корневого (ризогенез) органогенезов, т. е. через образование монополярных структур (рис. 13, А, Б). Если в первом случае за формированием стебля развивались и корешки, а затем регенерантное
растение, то во втором случае растения получить не удавалось. Реже
в каллусной ткани наблюдали образование биполярных зародышевых структур, из которых одновременно развивались побеги и корни
(рис. 13, В, Г). Часть регенерантов, получаемых от различных исходных генотипов, представляла собой полностью или частично бесхлорофильные растения (рис. 13, Д), которые, как сообщалось в литературе, появляются в культуре ткани злаков вследствие делеции части хлоропластной ДНК (Zhou et al., 1996) или ее инактивации транспозонами (Izawa et al., 1997) и свидетельствовали об активных мутагенных
процессах. Вторичная дифференцировка каллусных клеток не всегда заканчивалась морфогенезом и регенерацией растений. Часть каллусной ткани претерпевала нормальный цикл развития, старела и некротизировалась без признаков морфогенеза (рис. 13, Е). В отдельных случаях каллусная ткань сильно разрасталась, увеличиваясь в объёме, но не
переходила к вторичной дифференцировке, по-видимому, превращаясь в опухолевую (рис. 13, Ж).
Изменение соотношения между ауксинами и цитокининами является мощным индуктором морфогенеза. Преобладание цитокининов над ауксинами индуцирует стеблевой органогенез, наоборот ‒ ризогенез. В то же время развитие биполярных зародышевых структур (сомати-ческих зародышей) активизируется при устранении из среды дедифференцирующего фактора (2,4-Д или любые другие ауксины). Кроме того, введение растений в культуру in vitro является для них сильнейшим стрессовым фактором (Сельдимирова и др., 2009), который усугубляется в условиях клеточной селекции. 
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Рисунок 13. Направленность морфогенеза каллусной ткани ячменя: 
А – монополярная структура с образованием стебля; Б – ризогенез; неморфогенный каллус; В и Г – биполярная структура с образованием корня и стебля; Д – образование альбиноса; Е – некротизация; Ж – опухолевая клетка
Изучено влияние экзогенной АБК (1,5 мг/л) на направленность морфогенеза в каллусной культуре ячменя шести генотипов на селективной среде (40 мг/л Аl3+ при рН 3,8-4,0). Выявлена способность АБК оказывать неспецифическое протекторное действие в стрессовых условиях in vitro. АБК, являясь антагонистом ауксинов, восстанавливает
фитогормональный баланс клеток при избыточном накоплении ауксинов в каллусной ткани, тем самым изменяет долевое соотношение каллус-ных культур с тем или иным типом морфогенеза и способствует его развитию в перспективном для клеточной селекции направлении. 
В наших исследованиях средняя частота образования зародышевых структур увеличилась в 3 раза по сравнению с контролем. Наблюдали значительное (в 5 раз) снижение доли культур с «бесперспективным» ризогенезом (рис. 14). Вследствие этого частота регенерации под воздействием АБК, несмотря на генотипическое варьирование, увели-чилась в среднем по генотипам на 9,2 % по отношению к контролю.
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Рисунок 14. Влияние АБК на направленность морфогенеза в каллусной культуре ячменя в селективных условиях (40 мг/л Аl3+ при рН 3,8-4,0).
Типы морфогенеза: 1 – биполярная зародышевая структура; 2 – стеблевой
органогенез; 3 – ризогенез; 4 – отсутствие морфогенных очагов или некроз

Таким образом, АБК способна в диапазоне концентраций от 1,0 до 1,5 мг/л усиливать и продлевать регенерационную способность каллус-ной ткани ячменя в 1,2...2,0 раза, в зависимости от генотипа, как в
селективных (40 мг/л алюминия и рН 3,8), так и контрольных условиях. Добавление в селективную среду АБК в количестве 1,5 мг/л способствует «созреванию» биполярных структур, предупреждая нежелательное на данном этапе образование корневых структур. 
Интенсивность стимулирующего эффекта фитогормона АБК проявлялась независимо от кратности отбора и типа селективных агентов
и носила видоспецифичный характер. 
Также возможно использование в качестве стимуляторов морфогенеза и другие индукторы химической природы.
Пролин в концентрации 4 г/л повышает регенерационную способность в каллусных тканях. Возможны разнообразные механизмы влияния пролина на морфогенетические процессы: регуляция осмотичес-кого состояния клетки; активизация митоза; использование в качестве
источника питания; регуляция метаболизма пуриновых оснований. Пролин изменяет чувствительность клетки к ауксинам и через эти
изменения влияет на соматический эмбриогенез. Известно положительное влияние пролина на морфогенетическую компетенцию культивируемых клеток зерновых культур. Важной особенностью этой аминокислоты является ее способность активизировать неспецифическую устой-чивость растений к стрессам (Шаяхметов, 1999).
AgNO3 в концентрации 10 мг/л является индуктором морфо-генеза, ингибитором (антагонистом) этилена, образующегося в каллусных тканях и влияющего на накопление в них ауксинов (Шаяхметов, 2004; Шевелуха, 2008).
Регенерационные процессы начинаются в каллусной ткани ячменя после первого пассажа, когда в составе питательной среды вдвое снижают содержание 2,4-Д (до 1 мг/л). Поэтому индукторы морфогенеза следует вводить в состав селективных питательных сред для пролиферации. Индукторы оказывают влияние на направленность морфогенеза каллуса и его активность, что подтверждается экспериментальными
результатами изучения 5 генотипов ячменя (табл. 9).
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Таблица 9
Влияние индукторов химической природы на направленность морфогенеза
в каллусной культуре на селективных средах (с 40 мг/л Аl3+ при рН 4,0)

	Индуктор
	Количество каллусных линий, шт.
	Доля каллусов, реализующих типы морфогенеза, %

	
	
	биполярные структуры
	образо-вание
стеблей
	ризогенез
	отсутствие
морфогенных очагов

	Контроль
	212
	4,8
	16,5
	21,1
	57,6

	AgNO310 мг/л 
	190
	9,8
	22,9
	8,1
	59,2

	АБК 1,5 мг/л 
	190
	14,1
	15,4
	4,0
	66,5

	Пролин 4 г/л
	193
	19,7
	14,6
	10,3
	55,4


[bookmark: _Hlk117746642]6.2. Адаптация регенерантов ячменя
к условиям in vivo
в условиях искусственного климата

В фазе 2-3 листьев растения-регенеранты высаживают в сосуды, наполненные смесью почвы, песка и торфа в равных объемах, помещают в камеру искусственного климата со следующим режимом: температура днем 16-18 °С, ночью 14 °С, фотопериод 16 ч, освещенность 10 тыс. люкс, влажность воздуха 80 %. После двухнедельного адаптационного периода у регенерантов температуру в климакамере повышают до 22...240С. При данном режиме растения выращивают до получения
семенного потомства. В качестве контроля используют одновозрастные растения, выращенные из семян ячменя исходных генотипов.
Укоренение регенерантов и их последующая адаптация к почвенным условиям являются трудоемкими этапами, от которых зависит результативность клеточной селекции. Регенеранты ячменя, независимо от условий их получения в культуре in vitro, имеют более продолжительный вегетационный период, чем исходные генотипы. Это является причиной высокой стоимости регенерантных линий как селекционного материала и обусловливает необходимость поиска путей снижения
неоправданно высоких затрат. В этом случае целесообразно исполь-зовать регуляторы роста, стимулирующие как развитие элементов
продуктивности регенерантов, так и сокращение периода вегетации
на этапе их адаптации к нестерильным условиям.
Влияние экзогенной АБК на адаптацию растений-регене-рантов в переходном периоде in vitro in vivo. Имеются свидетельства участия АБК в неспецифических механизмах формирования повышенной устойчивости растений к действию стрессовых факторов внешней среды (Косаковская, Майдебура, 1989; Таланова и др., 2006), что позволяет использовать АБК в качестве фактора повышения адаптации стерильных растений к условиям in vivo.
Изучали возможность использования экзогенного АБК в качестве стимулятора повышения адаптационного потенциала при переходе
стерильных растений к условиям in vivo. Водными растворами АБК в концентрациях 0,002-0,010 % обрабатывали растения-регенеранты ячменя R0-поколения двух генотипов (999-93 × Фермер и Фермер × 999-93) на стадии их пересадки из условий in vitro в почвенную культуру. Выявлена эффективная концентрация АБК в водном растворе (0,006-0,010 %), в результате обработки которым период приживления растений (количество дней до появления нового листа) сократился с 9 до 5,3-6,4 дня (табл. 10).
Таблица 10
Влияние АБК на приживаемость (количество дней до появления нового листа) растений-регенерантов R0-поколения при пересадке в почву
	Генотип
	Концентрация АБК, %

	
	0 (контроль)
	0,002
	0,006
	0,010

	999-93 × Фермер
	9,7±0,3
	8,3±0,7*
	9,0±0,1
	8,3±0,7*

	Фермер × 999-93
	9,0±0,7
	7,3±0,7*
	5,3±0,6*
	6,4±0,6*


* Достоверно отличается от контроля при Р>0,95; после знака ± указано стандартное отклонение

Далее изучали влияние обработки растений-регенерантов ячменя в поколениях R1-R3 водными растворами АБК (в период кущения и
колошения) на структуру урожая. При использовании АБК в концентрации 0,006 % наметилась тенденция к увеличению среднего количества зёрен (с 193,7±27,7 до 220,2±12,7 шт.) и массы зерна (с 10,2±0,4 до 11,6±1,5 г) с одного растения. Сокращению вегетационного периода
на 6-8 дней, по сравнению с контролем, способствовала обработка
регенерантов 0,010 % АБК.
Таким образом, выявлена протективная и фиторегуляторная 
способность АБК в стрессовых условиях in vitro и in vivo. Проведенные исследования позволяют говорить о полифункциональном действии АБК, а также рекомендовать к использованию этот регулятор роста
в качестве постоянного ингредиента питательных сред и препаратов для обработки растений при культивировании в камерах искусственного климата (0,006 %).
Перспективными объектами для поиска регуляторов роста нового поколения являются природные биологически активные вещества.
Интерес в этом плане представляют соли тритерпеновых кислот (ТК) ланостанового ряда древесной зелени пихты, ели и березы, обладающие выраженной биологической активностью по отношению к растениям и в эволюционном аспекте являющиеся наиболее древними регуляторами роста и развития растений (Levinson, 1972).
Известно также, что синтетические соединения с цитокининовой биологической активностью, в частности, цитодеф, тидиазурон, оказывают стимулирующее влияние на фотосинтетическую активность злаковых культур и, как следствие, на сокращение сроков созревания
семян и повышение продуктивности (Башмаков и др., 2007).
Эффективность воздействия регуляторов роста на регенеранты оценивают по длительности вегетативного периода и изменению в структуре продуктивности (продуктивных признаков) регенерантов.
Для обработки растений-регенерантов используют природные и синтетические регуляторы роста: АБК; препарат цитодеф с цитокининовой активностью (действующее вещество N-(1,2,4-триазол-4-ил)-N´´-фенилмочевина), природные терпеноиды пихты (1,0 % по д. в. – Вэрва), ели (0,5 % по д. в. – ДТЕ) и берёзы (0,25 % по д. в. – ТТБ) по фазам
развития. Растения обрабатывают по разработанной нами схеме водными растворами препаратов путем опрыскивания с помощью ручного пульверизатора из расчета 10 мл на 10 г сырой массы листьев (табл. 11).
Таблица 11
Схема применения синтетических и природных регуляторов роста
для получения семенного потомства растений-регенерантов 
 условиях климатической камеры

	Фаза развития
	Препарат,
концентрация
	Биологический эффект

	Приживление
растений в почве
	АБК, 0,006 % 
	Сокращение периода адаптации
до 5 дней

	Кущение
	Цитодеф, 0,08 %
	Увеличение продуктивной
кустистости растений на 66...75 %

	Выход в трубку
	Вэрва, 0,0025 %
(Цитодеф, 0,08 %)
	Увеличение озерненности и массы зерна главного колоса на 16...30 %

	Колошение
	Вэрва, 0,0025 %
	Сокращение периода вегетации
до получения семенного потомства
на 12...20 дней



Предложенная схема позволяет сократить длительность вегетационного периода регенерантов на 12...20 дней и повысить значения
таких признаков, как продуктивная кустистость, количество и масса
зёрен с одного растения на 16...75 %. 

[bookmark: _Hlk117714984]7. ОЦЕНКА РАСТЕНИЙ-РЕГЕНЕРАНТОВ 
В УСЛОВИЯХ IN VIVO
7.1 Методы оценки селекционного материала
Возникающая in vitro изменчивость не всегда является адаптивной: отдельные признаки могут изменяться как в сторону повышения, так и понижения значений по сравнению с исходным сортом (Шаяхметов, 1999; Шевелуха, 2008). Существует мнение, что регенеранты часто
обладают более низкой продуктивностью относительно стандарта при отсутствии стресса (Жученко, 2001), что, возможно, вызвано пролонгированным негативным влиянием селективных условий in vitro. Однако селекция ориентирована на создание сортов, способных давать
стабильно высокий урожай на высоком агрофоне и не снижать его при наличии стрессовых факторов (Баталова, 2012). Поэтому важным
этапом успешного создания стрессоустойчивых сортов с использованием клеточных технологий является оценка их хозяйственной ценности на всех этапах селекционного процесса уже в условиях in vivo. 
В селекционной практике применяется множество методов
диагностики растений на устойчивость к кислотности почвы. Они
отличаются по трудоемкости, объему оцениваемого материала за определенный промежуток времени, уровню дифференциации оцениваемых объектов по устойчивости и другим признакам. Это и обусловливает
ту или иную степень их практического распространения (Гончарова, 2011). Методы диагностики различаются также по уровню биологи-ческой организации, на котором работают исследователи, конкретным предполагаемым механизмам устойчивости, выбранным в качестве критерия оценки, степени интегрированности ответа растений на стресс, используемой среды роста. Между разными показателями одни исследователи обнаруживают высокую сопряженность, тогда как другие, наоборот, очень низкую (Лисицын, 2012б). Однако в основе всего
разнообразия способов диагностики устойчивости растений лежит
небольшое число общих принципов оценки этого свойства, базирующихся на представлениях о механизмах адаптации растений к стрессам.
Большое практическое значение имеют методические указания, разработанные во ВНИИР им. Н.И. Вавилова (Определение кислотоустойчивости…,1995; Косарева, 2012), где не только представлены
методы экспресс-диагностики, используемые в разработке собственных и зарубежных (США, Польша, Чехия, Беларусь и др.) авторов, но также приводятся данные об уровне кислотоустойчивости образцов ячменя
из коллекции ВИР. 
Ряд авторов (Foy, 1967; Reid, 1969; Климашевский, 1988б) предлагают химические методы, основанные на измерении содержания
лимонной кислоты, ионов фосфора, алюминия в корнях, отношение концентрации кальция и алюминия в тканях корней и другие.
Физиологические аспекты устойчивости растений к токсичности ионов водорода и алюминия представлены в работах Э.Л. Климашевского с сотрудниками (1988а, 1988б, 1991), где отмечается, что физиологические свойства растений определяют меру толерантности к стрессовым факторам. Ряд авторов предлагает в качестве тестов стрессового состояния растений определение сдвига рН в растворе с проростками, коэффициента устойчивости хлорофилл-белкового комплекса листьев, изменение фотохимической активности хлоропластов, а также актив-ности АТФазы (Lee et al, 1988; Ohtagaki. et al, 1996).
Доказано, что чувствительность к кислым почвам зерновых культур очень высока в молодом возрасте (Климашевский, 1991; Евдокимов
и др., 1997). Поэтому большинство методов сортовой диагностики разработаны именно для проростков. Наиболее широкое применение нашел метод оценки растений на устойчивость к кислотности почвы, связанный с определением ростовых показателей проростков. При этом измеряют общую длину корней, длину самых развитых корней, биомассу проростков (Essen et al., 1962; Kaminska,1981; McMeilly, 1982; Manyowa et al., 1988; Косарева и др., 1994; Южанина и др., 1995; Foy, 1996; Zhang, Jessor, 1998; Akira Saito, 1999; Родина, Солодянкина, 1999;
Лисицын, 2012б). Определяют сортовые различия как по корневому, так и по листовому индексу. С. В. Климов и С. В. Рыбакова (1984)
считают, что усредненный индекс позволяет дифференцировать селекционный материал с большей разрешающей способностью, чем индекс по длине корней. Оценивают также способность проростков к гуттации (Полонский, Сурин, 1995) и поверхностную площадь листьев (Герасимова, Лисицын, 2012б). В. Ю. Ступко и А.В. Киреева (2008) доказали эффект стимулирования роста проростков в дистиллированной воде
с рН 4,0 по сравнению с контрольными условиями (рН 5,6) при использования целлюлозосодержащей поддерживающей основы, объясняя это кислотным гидролизом, приводящим к частичной нейтрализации рН
и выходу в среду веществ, стимулирующих морфогенез и ростовые процессы. При создании алюмотолернатных сортов используемые концентрации алюминия в лабораторных опытах должны соответствовать уровню подвижного алюминия, присутствующего в почвах региона, для которых создается сорт (Blamey et al, 1991; Лисицын, 2007). 
В ФАНЦ Северо-Востока успешно был применен метод оценки регенерантов ячменя в водной культуре на разных уровнях алюмокислого стресса (рис. 15). 
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Рисунок 15. Оценка регенерантов ячменя в водной культуре на разных уровнях алюмокислого стресса
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Рисунок 16. Изучение сортов ячменя на двух контрастных фонах (А – рН 6,0; Аl3+ ‒ 0 мг/100 г почвы; В – рН 3,9; Аl3+ ‒ 11,0 мг/100 г почвы) с использованием
вегетационных емкостей 
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Рисунок 17. Оценка регенерантов ячменя в полевых условиях на фоне эдафического стресса (рН 3,8; А13+7 мг/100 г почвы): А – селекционный
питомник; Б – конкурсное сортоиспытание (ФАНЦ Северо-Востока, г. Киров)
Приводятся данные (Essen et al, 1962; Foy еt al, 1967; Reid, 1969) об использовании взрослых растений: определение сухой массы корней ячменя в 50-дневном возрасте, выращиваемого в теплице при низких величинах рН почвы; определение величины урожая при закислении почвы. Многие исследователи (Kaminska, 1983; Климашевский, 1995; Родина, 1995, 2006; Родина и др., 1995; Ruiz-Torres, Carver, 1992; Ring et al., 1993; Johnson et al., 1997) скрининг устойчивых генотипов проводили на известкованном и кислом фонах с использованием вегетаци-онных (рис. 16) и полевых опытов (рис. 17).
Создаваемые сорта должны сочетать толерантность к эдафи-ческому стрессу с высокой продуктивностью. Поэтому на всех этапах селекции необходима оценка селектируемого материала по продуктивности (Родина, 2006).

7.2 Результаты клеточной селекции ячменя
на устойчивость к токсичности алюминия и засухе
В ФАНЦ Северо-Востока для выделения перспективных для
селекции регенерантных линий ячменя было проведено сравнительное изучение их с исходными формами в серии лабораторных опытов. Установлено, что варьирование значения ИДК (индекс длины корней) 
у всех генотипов изменялось от 0,80 до 1,20. Полученные результаты можно объяснить тем, что как исходные генотипы, так и их регенерантные формы, отобранные на селективных средах in vitro, имели
высокий уровень устойчивости к алюмокислому стрессу. Для разделения сортов на группы по степени устойчивости было проведено парное сравнение по длине корней в контроле (рН 6,0; А13+0 мг/л) и на стрессовом фоне (рН 4,0; А13+15 мг/л) с использованием критерия Стьюдента (t05). Выявлено достоверное снижение длины корней на стрессовом фоне у сортов Биос 1, Фермер, линий 635-02, RA 440-05 и RA 441-05 (табл. 12).
Одновременно установлено стимулирующее действие алюминия на прирост корневой системы у сорта Новичок (ИДК = 1,20), линий RA 530-98 (ИДК = 1,17), RA 780-04 (ИДК = 1,11). У остальных генотипов изменение длины корней находилось в пределах ошибки опыта (Шуплецова, Щенникова, 2016). Оценка сортов и их регенерантных форм показала, что использование культуры тканей и последующий
отбор позволяет выделить генотипы, более устойчивые к алюмокислому стрессу, но результат в значительной степени зависит и от исходной формы. Так, уровень ИДК у исходного сорта 999-93 составил 0,86, у её регенерантных форм RA 781-04 – ИДК = 0,91; RA 917-01 – ИДК = 0,94; RA 780-04 – ИДК = 1,11. В то же время отбор на клеточном уровне
у сорта Новичок не повлек за собой существенного повышения ИДК
у созданных на его основе регенерантных линий ячменя. 

Таблица 12
Сравнительная характеристика алюмотолерантных
сортов и линий ячменя
	Сорт,
линия
	Происхождение
	Изменение длины
корней на стрессовом фоне по отношению
к контролю, см
	ИДК
	tфакт.
	tтабл.

	Биос 1
	-
	  -0,9*
	0,89
	3,09
	2,0

	Новичок
	-
	  +1,3*
	1,20
	2,86
	2,1

	Купец
	Адам х Дуэт
	+0,5
	1,06
	0,91
	2,1

	635-02 
	Адам х Дуэт
	 -0,8*
	0,89
	2,34
	2,1

	440-05 
	RA Новичок**
	 -1,5*
	0,82
	4,88
	2,0

	441-05 
	RA Новичок
	 -1,3*
	0,83
	2,63
	2,0

	999-93
	1200-85 х 2867-80
	-1,0
	0,86
	1,43
	2,1

	917-01 
	RA 999-93
	-0,4
	0,94
	1,39
	2,0

	781-04 
	RA 999-93
	-0,5
	0,91
	0,62
	2,1

	780-04 
	RA 999-93
	 +0,9*
	1,11
	2,23
	2,0

	530-98
	RA 173-85
	 +1,3*
	1,17
	2,8
	2,1

	Фермер
	Агат х 2967-86
	 -1,5*
	0,80
	3,08
	2,1

	774-04 
	RA Джин
	-1,0
	0,87
	0,44
	2,1

	770-04 
	RA 637-98
	-0,9
	0,89
	0,51
	2,1


* Различия значимы при Р≤ 0,05;  ** RA – регенерантная форма

Многолетние полевые испытания показали преимущество регенерантов перед стандартами и исходными формами, которое выразилось
в более высокой их продуктивности и урожайности в условиях засухи 2010 г., что свидетельствует об их возможной засухоустойчивости (Щенникова, 2017). Сравнение регенерантных линий с их родитель-скими формами по урожайности показало преимущество образцов, 
полученных в культуре in vitro на фоне стрессовых факторов (повышенное содержание ионов H+ и Al3+ и/или ПЭГ), относительно исходных сортов и линий, не прошедших отбор на клеточном уровне (табл. 13). Установлены также различия между генотипами по продолжительности вегетационного периода как в сторону его увеличения (RA 707-01), так и уменьшения (RA 917-01, RA 496-07, RA 507-07 и др.) относительно исходной формы. В условиях засухи 2010 г. как наиболее урожайные выделены образцы, отобранные на селективной среде, содержащей ПЭГ. Максимальная урожайность 7,5 т/га была получена у линий
RA 496-07 и RA 507-07. 
Таблица 13
Сравнительная характеристика регенерантных линий
и их исходных сортов
	Сорт,
линия
	Происхож-дение
	Стрессовый фактор*
	Урожайность, т/га
	% к исходному сорту
	Вегетационный
период, дни

	552-98
	Исходная линия
	5,2
	100,0
	78

	496-07
	RA 552-98
	H+, Al3+, ПЭГ
	7,5
	144,2
	75

	507-07
	RA 552-98
	H+, Al3+, ПЭГ
	7,5
	144,2
	75

	510-07
	RA 552-98
	H+, Al3+, ПЭГ
	7,3
	140,3
	75

	503-07
	RA 552-98
	H+, Al3+, ПЭГ
	6,6
	126,9
	75

	494-07
	RA 552-98
	H+, Al3+, ПЭГ
	5,2
	100,0
	76

	495-07
	RA 552-98
	H+, Al3+, ПЭГ
	5,0
	96,1
	76

	999-93
	Исходный линия
	4,7
	100,0
	77

	917-01
	RA 999-93
	H+    Al3+
	5,3
	112,8
	74

	707-01
	RA 999-93
	H+    Al3+
	4,7
	100,0
	79

	780-04
	RA 999-93
	ПЭГ
	5,1
	108,5
	76

	781-04
	RA 999-93
	ПЭГ
	5,1
	108,5
	78

	Новичок
	Исходный сорт
	4,9
	100,0
	76

	441-05
	RA Новичок
	H+   Al3+
	5,1
	104,1
	77

	НСР05
	0,8
	-
	-


* Стрессовый фактор в культуре in vitro

Объективным показателем, характеризующим способность генотипа не реагировать на засуху, является масса зерна с колоса (Кумаков и др., 2000), значительную роль в формировании которого, и в целом продуктивности растения играет показатель «масса 1000 зерен».
В наших исследованиях подтверждена существенная зависимость
продуктивности колоса и растения от массы 1000 зерен: коэффициент корреляции составил r = 0,73 и r = 0,57 соответственно.
Отмечены сортовые различия по реакции регенерантов на стрессовые условия засухи в период налива зерна. У стандарта Биос 1 полевая засухоустойчивость (ПЗ) по массе зерна с колоса составляла 32,2 % 
при снижении показателя на 0,57 г. Тогда как у регенерантных линий RA 917-01, RA 781-04 (табл. 14) не выявлено существенного изменения продуктивности колоса под воздействием засухи, у RA 770-04 и 
RA 441-04 зафиксирован даже некоторый прирост массы зерна с колоса. Это объясняется тем, что высокие температуры и ограниченное количество осадков не повлияли на налив зерна и, как результат, масса 1000 зерен
у этих генотипов увеличилась на 1,7 (ПЗ = -4,0 %) и 0,5 г (ПЗ = -1,1 %) соответственно. Тогда как у сорта-стандарта Биос 1 масса 1000 зерен снизилась на 6,7 г (ПЗ = 11,9 %). 

Таблица 14
Полевая засухоустойчивость (ПЗ) регенерантов ячменя, %

	Сорт,
линия
	ПЗ для показателей 

	
	масса зерна 
с колоса
	масса зерна
с растения
	урожайность

	Биос 1, стандарт
	32,2
	42,2
	35,3

	RA 530-98
	46,2
	46,2
	0,4

	RA 917-01
	 1,1
	-16,8
	14,1

	RA 781-04
	6,98
	24,9
	21,1

	RA 780-04
	12,3
	-1,98
	-4,08

	RA 770-04
	-20,5
	0,4
	4,76

	RA 774-04
	15,1
	22,4
	22,5

	RA 441-05
	-22,2
	-4,35
	6,59



Как уже отмечалось ранее, одним из основных факторов, определяющих формирование массы зерна с растения, является способность растений образовывать большое количество продуктивных стеблей. Исследованиями установлено, что в благоприятных агроклиматических условиях 2009 г. продуктивность растений в значительной степени зависела от продуктивной кустистости (r = 0,70), тогда как в условиях засухи 2010 г. данная зависимость практически не прослеживалась (r = -0,11).
В 2009 г. максимальную продуктивность растений наблюдали
у стандарта Биос 1 – 3,45 г, у регенерантов она изменялась от 2,60 г (530-98) до 2,13 г (781-04). В 2010 г. выделена линия-регенерант
RA 780-04 с массой зерна с растения 2,60 г при 2,00 г у стандарта.
Высокая продуктивность растений была у RA 917-01, RA 441-05 и
RA 770-04, отличающихся и высокой полевой засухоустойчивостью, которая изменялась от ‒ 16,8 % (RA 917-01) до 0,4 % (RA 770-04),
у стандарта Биос 1 – 42,2 %. Все генотипы в условиях стресса снизили урожайность значительно меньше по сравнению со стандартом, за
исключением RA 774-04, полевая засухоустойчивость которого была
на его уровне. Показатель ПЗ сортов изменялся от 0,4 % (530-98) до 22,5 % (774-04). Выделился RA 780-04, превысивший по урожайности сорт-стандарт в условиях засухи 2010 г. на 0,2 т/га при ПЗ = -4,08 %.
В полевых исследованиях (2008-2012 гг.) все изученные регенеранты имели урожайность на уровне стандарта Биос 1. Лучшей была регенерантная линия RA 917-01 с урожайностью 5,11 т/га, что на
0,24 т/га (4,9 %) выше стандарта и на 0,34 т/га (7,1 %) исходной формы 999-93. Следует отметить, что линия RA 917-01 характеризуется высокой комбинационной способностью. С её участием созданы новые гибридные комбинации и высокоурожайные линии, отборы из которых характе-ризуются высокой урожайностью и изучаются на всех этапах селекционного процесса. Так, в контрольном питомнике выделены линии 382-10, 368-10, 378-10 и 372-10, в предварительном – 138-09, 458-09 и 459-09
с урожайностью более 5,0 т/га (прибавка к стандарту более 1,0 т/га). Данные линии являются перспективными для создания новых высокоурожайных сортов ячменя, адаптивных к регионспецифичным экологическим факторам. 
Выявлены генотипы, превышающие сорта-стандарты по комплексу селекционно-ценных признаков при выращивании на благоприятном агрофоне. Особенно ценен тот факт, что все генотипы, выделенные
в условиях засушливого 2010 г., за исключением RA 781-04, достоверно превосходили стандарт по урожайности. Следовательно, засуха не
оказала негативного влияния на налив зерна у регенерантов. Максимальная урожайность отмечена у линии RA 496-07 (7,50 т/га). 
Высокая устойчивость к засухе регенерантных линий, полученных на селективных средах с алюминием в условиях in vitro, является
примером неспецифической устойчивости, включение механизмов
которой приводит к созданию форм с комплексной устойчивостью
к стрессам различной природы.
	Иммунологическая оценка регенерантных линий ячменя на фоне естественной и искусственной инфекционной нагрузки гельминтоспориозных болезней не выявила иммунных генотипов. Однако обнаружена достаточно широкая внутрисортовая дифференциация по восприим-чивости. Так, по отношению к корневым гнилям линии характеризуются как умеренно и среднеустойчивые (таблица 15), но при повышении
инфекционной нагрузки они переходят в группу восприимчивых. Можно лишь отметить линии RA 917-01 и RA 781-04 с наименьшим развитием болезни.
Таблица 15 
Иммунологическая характеристика перспективных линий ячменя

	Линия, 
сорт
	Степень поражения, %

	
	корневые гнили
	полосатая
пятнистость
	сетчатая
пятнистость
	тёмно-бурая пятнистость

	Биос 1 – ст.
	   23,3/43,5*
	16,3
	21,3
	7,0

	RA 917-01
	16,0/30,5
	0,5/15,5
	5,0/20,0
	2,0

	RA 530-98
	21,1/33,2
	7,5/23,5
	8,8/20,0
	2,5

	RA 496-07
	18,0/35,0
	8,0
	10,0
	4,7

	RA 781-04
	12,1/23,4
	2,0
	6,7
	3,3


* в знаменателе степень поражения на инфекционном фоне

По отношению к гельминтоспориозным пятнистостям листьев
линии на естественном фоне проявляют высокую устойчивость.
При искусственном заражении линии RA 917-01 и RA 530-98 характеризуются как среднеустойчивые к полосатой и сетчатой пятнистостям. Наилучшее иммунологическое состояние имеет линия RA 917-01, которая в меньшей степени, чем стандарты и другие линии, поражалась гельминтоспориозными болезнями на естественном и искусственном
инфекционных фонах. 
Линии-регенеранты изучаются ежегодно на всех этапах селекционного процесса. Их доля в селекционных питомниках от младших
(селекционный) к старшим (конкурсное сортоиспытание) увеличивается. Они представляют практический интерес как для создания сортов непосредственно из регенерантов, так и для их использования в качестве компонентов скрещивания.
Таким образом, полученные данные свидетельствуют об эффективности использования клеточных технологий для скрининга сортов ярового ячменя, толерантных к стрессовым факторам. Усовершенст-вована технология селекционного процесса путем использования регенерантных форм ячменя. Методом клеточной селекции созданы новые сорта ячменя регенерантного происхождения. Выделены стрессоустойчивые формы для использования в качестве источников устойчивости
к алюмокислому стрессу: RA 530-98, RA 780-04, RA 774-04, RA 770-04 и Форвард; к засухе в период налива зерна: RA 780-04, RA 770-04,
RA 441-05 и Форвард. Линии и сорта-регенеранты RA 530-98, RA 781-04, Форвард и Бионик отличаются меньшим поражением гельминтоспо-риозными болезнями по сравнению со стандартом. Сочетают устойчивость к алюмокислому стрессу и засухе – Форвард, RA 780-04, RA 770-04; алюмокислому стрессу и болезням – Форвард, RA 781-04, RA 530-98.
По комплексу признаков выделен сорт-регенерант Форвард: высокая урожайность, устойчивость к комплексу абиотических и биотических стрессовых факторов, высокая комбинационная способность. С его
участием создан и находится на различных этапах селекционного
процесса материал, перспективный для создания новых высокоуро-жайных, адаптивных к комплексу стрессовых факторов сортов ячменя. 

7.3. Морфобиологическая характеристика
сортов ярового ячменя
регенерантного происхождения 

Форвард. В задачу исследований входило создание сорта, толерантного к повышенному содержанию ионов водорода и алюминия
в почвенном растворе кислых дерново-подзолистых почв. 
Следует отметить, что недостатком ранее созданных сортов, устойчивых к эдафическому стрессу, является их слабая конкурентоспособность на хорошо окультуренных почвах. Скрининг генетических источников проводили, основываясь на результатах изучения селекционных линий в серии опытов в вегетационных емкостях. Вегетаци-онный метод оценки кислотоустойчивости обеспечивает равные условия для роста и развития растений изучаемых генотипов, проводится на
основании учета 50-60 растений, что повышает репрезентативность
выборки и точность оценки. Вегетация растений проходит в условиях, приближенных к полевым по составу и объему почвы, плотности стеблестоя, обеспеченности влагой и светом. Посев в вегетационных емкостях проводили на известкованном (рН ≥ 5,5, А13+ 0 мг/100 г почвы) и естест-венно кислом фонах (рН ≤ 4,0, А13+ 18 мг/100 г почвы). В результате
изучения в 1992-1994 гг. была выделена селекционная линия 1200-85 (Luly x Conrad), снижение урожайности у которой на кислом фоне
по сравнению с известкованным составило 38,3 %, что практически
на уровне устойчивого к алюмокислому стрессу сорта Белорусский 18 – 32,7 %. В качестве отцовской формы использовали высокоурожайную линию 2867-80.
Скрещивание проведено в 1991 г., получено 4 колоса. Скрининг элитных растений был проведен по фенотипу во втором поколении
гибридов. После браковки по продуктивности, устойчивости к полеганию и патогенам выделили 48 элитных растений, отвечающих задачам
исследований. В селекционном питомнике отобрали линию, селекционный номер 999-93, с урожайностью на уровне стандарта Абава. Доказанное превосходство перспективной линии по урожайности на 93 г/м2 (17 %) над стандартом Абава было отмечено в контрольном питомнике в 1995 г. Дальнейшее изучение проходило по комплексу признаков
в предварительном и конкурсных сортоиспытаниях в 1996-2001 гг. Преимущество по урожайности обеспечивалось хорошей выживае-мостью растений и более высокой продуктивной кустистостью по сравнению со стандартом.
Отбор на клеточном уровне проводили в 2001 г. в лаборатории биотехнологии растений и микроорганизмов НИИСХ Северо-Востока. Для создания фона, имитирующего токсичные условия кислых почв,
в среду вводили дополнительно на различных этапах – сульфат алю-миния – А12(SO4)3 · 18 H2O в количестве 20 мг/л при рН 3,8-4,0.
В 2002 г. семенное потомство шести регенерантных форм ячменя было высеяно в селекционном питомнике. После браковки в полевых условиях по продуктивности, устойчивости к полеганию и патогенам выделенной регенерантной линии присвоили селекционный номер
RA 917-01. Дальнейшее изучение проходило по комплексу признаков
в КП в 2003 г., ПСИ и КСИ в 2004-2014 гг. Питомники КСИ в 2005-2011 гг. закладывали параллельно на двух фонах: нейтральном (рН 5,0; А13+ 0 мг/100 г почвы) и стрессовом (рН 3,8-4,5; А13+ 0,5-9,6 мг/100 г почвы). По итогам конкурсного испытания 2012-2014 гг. сорт-регене-рант Форвард (RA 917-01) в 2014 г. передан на государственное сортоиспытание, на который получен патент РФ № 9152 от 11.07.2017 г.
Ботаническая характеристика. Сорт двурядного типа (Hordeum vulgare L., sensu lato.) относится к разновидности nutans. Куст полупрямостоячий. Опушение листовых влагалищ нижних листьев отсутствует. Антоциановая окраска ушек и стеблевых узлов отсутствует
или очень слабая. Встречаемость растений с наклоненным флаговым листом низкая. Соломина полая, средней толщины, прочная. Колос двурядный, цилиндрической формы, со слабым восковым налетом, средней длины и плотности, соломенно-желтый. Ости длинные, зазубренные по всей длине, соломенно-желтые. Переход цветковой чешуи
в ость постепенный. Опушение основной щетинки зерновки длинное. Внутренние нервы наружной цветковой чешуи зазубрены. Бороздка зерновки не опушена. Масса 1000 зерен 42-46 г.
Хозяйственно-биологическая характеристика. Сорт среднеспелый, вегетационный период составлял 67-89 дней, что на уровне стандарта – сорта Нур. В среднем за годы оценки на двух фонах сорт созревал
за 77-78 дней (табл. 16). 
Таблица 16
Характеристика сорта Форвард
	Показатель
	Форвард
	Сорт-стандарт 
	± к
стандарту

	Нейтральный фон (рН 5,0) 

	Урожайность, т/га
	5,50
	4,89
	+0,61

	Вегетационный период, дни
	77
	79
	-2

	Продуктивная кустистость
	2,91
	2,00
	+0,91

	Количество зерен в колосе, шт. 
	20
	20
	0

	Масса зерна с растения, г
	2,0
	2,1
	-0,1

	Масса 1000 зерен, г
	45
	52
	-7

	Высота растений, см
	73
	63
	+10

	Устойчивость к полеганию, балл
	5,0
	5,0
	0

	Сохранность растений к уборке, шт./м2
	305
	303
	+2

	Стрессовый фон (рН 3,8…4,5; А13+ 0,5…9,6 мг/100 г почвы)

	Урожайность, т/га
	3,73
	3,46
	+0,27

	Вегетационный период, дни
	78
	79
	-1

	Продуктивная кустистость
	2,06
	1,95
	+0,11

	Количество зерен в колосе, шт. 
	18
	18
	0

	Масса зерна с растения, г
	1,24
	1,28
	-0,04

	Масса 1000 зерен, г
	43,3
	46,1
	-2,8

	Высота растений, см
	71
	56
	+15

	Устойчивость к полеганию, балл
	4,9
	4,9
	0

	Сохранность растений к уборке, шт./м2
	315
	267
	+48


Ячмень Форвард высокостебельный, имеет прочную полую
соломину. При высоте соломины на 7-15 см больше, чем у стандарта, сорт имеет высокую устойчивость к полеганию независимо от условий выращивания. 
Определяющим в получении высокого урожая на обоих фонах
является хорошая выживаемость растений в условиях повышенной кислотности почв и продуктивная кустистость. 
В конкурсном сортоиспытании НИИСХ Северо-Востока сорт сформировал урожайность 2,27-6,17 т/га, превышая стандарт Нур на нейтральном фоне на 0,61 т/га, на фоне повышенного содержания в почвенном растворе ионов водорода и алюминия на 0,27 т/га (табл. 17). 

Таблица 17
Результаты конкурсного испытания сорта ячменя Форвард
	Сорт
	Урожайность, т/га
	± к стандарту

	
	2012 г.
	2013 г.
	2014 г.
	среднее
	т/га
	 %

	Нейтральный фон (рН 5,0)

	Форвард
	6,17
	5,30
	5,04
	5,50
	+0,61
	113,0

	Нур, ст.
	6,14
	4,10
	4,44
	4,89
	-
	-

	НСР05
	Нет
	0,29
	0,47
	-
	-
	-

	Стрессовый фон (рН 3,8…4,5; А13+ 0,5...9,6 мг/100 г почвы)

	Форвард
	3,60
	2,27
	5,31
	3,73
	+0,27
	108,0

	Нур, ст.
	4,28
	1,82
	4,28
	3,46
	-
	-

	НСР05
	0,81
	0,39
	0,63
	-
	-
	-



У сорта отмечена устойчивость к засухе в период налива зерна.
В засушливом 2013 г. урожайность сорта составила 5,3 т/га, что на
1,2 т/га больше, чем у стандарта. 
В условиях естественного инфекционного фона конкурсного сортоиспытания сорт устойчив (поражение до 1,0 %) к пыльной головне. При оценке в полевых условиях на инфекционном фоне Форвард высокоустойчив к сетчатой и темно-бурой пятнистостям листьев и среднеустойчив к полосатой (табл. 18).
Расчет эффективности использования нового сорта показал, что возделывание сорта Форвард на благоприятном фоне обеспечивает снижение себестоимости на 7,2 % по сравнению со стандартом Нур, на фоне повышенного содержания в почве ионов водорода и алюминия на 11,1 %. Чистый доход от использования сорта при выращивании элиты на благоприятном фоне планируется получать в размере 21,4 тыс. руб./га, на почвах с повышенной кислотностью ‒ 33,7 тыс. руб./га. 
Таблица 18
Иммунологическая характеристика сорта ячменя Форвард
на инфекционном фоне

	Болезнь
	Степень поражения, %

	
	2012 г.
	2013 г.
	2014 г.

	
	Форвард
	Нур
	Форвард
	Нур
	Форвард
	Нур

	Корневая гниль
	25,5
	36,9
	37,3
	41,8
	29,8
	20,3

	Полосатая пятнистость
	10,0
	10,6
	22,0
	16,0
	10,0
	10,6

	Сетчатая пятнистость
	2,5
	8,0
	-
	-
	10,0
	10,0



Бионик. В задачу исследований входило создание сорта, толерантного к повышенному содержанию ионов водорода и алюминия
в почвенном растворе кислых дерново-подзолистых почв и осмоти-ческому стрессу. Недостатком ранее созданных сортов, устойчивых
к стрессу, является их слабая конкурентоспособность на хорошо окультуренных почвах из-за склонности к полеганию на фоне высоких доз удобрений. Поэтому в качестве отцовской формы в скрещивания был включен сорт Дуэт (рис. 18), характеризующийся высокой урожай-ностью, алюмотолерантностью на кислых почвах и устойчивостью
к полеганию (Родина, 2006). 
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Рисунок 18. Генеалогия сорта ячменя Бионик

Скрещивание проведено в 1995 г., получено 5 колосьев. Скрининг элитных растений осуществляли по фенотипу во втором поколении
гибридов. После браковки по продуктивности, устойчивости к поле-ганию и патогенам выделили 21 элитное растение, отвечающее цели исследований. В селекционном питомнике отобрали линию, селек-ционный номер 552-98, с урожайностью на уровне стандарта Абава. Дальнейшее изучение проходило по комплексу признаков в контрольном питомнике в 2000 г., предварительном и конкурсных сортоиспытаниях в 2001-2007 гг. Преимущество по урожайности обеспечивалось хорошей выживаемостью растений и более высокой продуктивной кустистостью по сравнению со стандартом.
Отбор на клеточном уровне был проведен в 2007 г. в лаборатории биотехнологии растений и микроорганизмов НИИСХ Северо-Востока. Технология создания регенератных растений была аналогична созданию сорта Форвард. Для создания фона, имитирующего токсичные условия кислых почв и осмотического стресса, в питательную среду вводили
на этапе пролиферации – сульфат алюминия – А12(SO4)3 x 18 H2O
в количестве 30 мг/л при рН 3,8-4,0 ед., этапе морфогенеза – полиэтиленгликоль в качестве осмотика – 10 %.
В 2008 г. семенное потомство 17 регенерантных форм было высеяно в селекционном питомнике. После браковки в полевых условиях по продуктивности, устойчивости к полеганию и патогенам выделенной регенерантной линии присвоили селекционный номер RA 496-07. Дальнейшее изучение проходило по комплексу признаков на стрессовом фоне (рН 3,8-4,5; А13+ 0,5-9,6 мг/100 г почвы) в КП в 2009 г., ПСИ и КСИ в 2010-2011 гг. Питомники КСИ в 2012-2014 гг. закладывали на нейтральном фоне (рН 5,0; А13+ 0 мг/100 г почвы). 
	В 2017 г. на сорт-регенерант Бионик (RA 496-07) получен патент № 9295 от 25.10.2017 г.
Ботаническая характеристика. Сорт двурядного типа (Hordeum vulgare L., sensu lato.) относится к разновидности nutans. Форма куста – промежуточная. Опушение листовых влагалищ нижних листьев отсутствует. Антоциановая окраска ушек и стеблевых узлов отсутствует или очень слабая. Встречаемость растений с наклоненным флаговым
листом низкая. Соломина полая, средней толщины, прочная. Колос двурядный, цилиндрической формы, со слабым восковым налетом, средней длины и плотности, соломенно-желтый. Ости длинные, зазубренные по всей длине, соломенно-желтые. Переход цветковой чешуи
в ость постепенный. Опушение основной щетинки зерновки длинное. Внутренние нервы наружной цветковой чешуи зазубрены. Бороздка зерновки не опушена. Масса 1000 зерен 42-44 г.
Хозяйственно-биологическая характеристика. В конкурсных сортоиспытаниях НИИСХ Северо-Востока сорт сформировал урожайность 2,18-6,15 т/га, превышая стандарт Нур на 0,84 т/га (табл. 19). 
Таблица 19 
Результаты конкурсного испытания сорта ячменя Бионик (RA 496-07)

	Сорт
	Урожайность, т/га
	± к стандарту

	
	2012 г.
	2013 г.
	2014 г.
	среднее
	т/га
	%

	Бионик
	6,15
	2,18
	5,12
	4,48
	+0,84
	123,0

	Нур, стандарт
	4,30
	2,35
	4,28
	3,64
	-
	-

	НСР05
	0,71
	0,30
	0,63
	-
	-
	-



Сорт среднеспелый, вегетационный период составляет 80 дней
(от 70 до 89), что на уровне стандартного сорта Нур. Ячмень Бионик имеет короткую, прочную соломину с диаметром нижнего междоузлия в среднем 2,6 мм, устойчив к полеганию (табл. 20). За все годы изучения 
у сорта не было отмечено полегания растений. 

Таблица 20
Характеристика сорта ячменя Бионик
	Показатель
	Бионик
	Нур,
стандарт 
	± к стандарту

	Урожайность, т/га
	4,48
	3,64
	+0,84

	Вегетационный период, дни
	80
	79
	-1

	Продуктивная кустистость
	2,48
	1,93
	+0,55

	Количество зерен в колосе, шт. 
	18
	18
	0

	Масса зерна с растения, г
	1,44
	1,36
	+0,08

	Масса 1000 зерен, г
	43,6
	49,0
	-5,4

	Высота растений, см
	45
	56
	-11

	Устойчивость к полеганию, балл
	5,0
	4,8
	+0,2

	Сохранность растений к уборке, шт./м2
	312
	311
	+1



За годы изучения количество колосьев на одном растении у ячменя Бионик составило в среднем 2,48 при 1,93 у стандарта Нур. Растения сорта формируют колос, в котором завязывается в среднем 18 зерен.
В зависимости от количества продуктивных стеблей на растении масса зерна с растения варьирует от 1,04 до 1,67 г. Масса 1000 зерен у ячменя Бионик в среднем составляет 43,6 г, у стандарта Нур – 49,0 г. Высота растений у сорта на 11 см меньше стандарта. 
Сорт формирует зерно с хорошими технологическими свойствами: натура – 682 г/л, выравненность – 85,0 %, пленчатость – 7,1 %, содержание белка в зерне – 9,6 %, крахмала – 55,9 %, экстрактивность – 78,2 %.
На естественном фоне сорт устойчив (поражение до 1,0 %) к пыльной головне, высокоустойчив к сетчатой пятнистости листьев.
Снижение себестоимости производства зерна нового сорта по сравнению со стандартом ‒ сортом Нур на благоприятном почвенном фоне составляет 18,7 %, на фоне с повышенным содержанием в почве ионов водорода и алюминия – 21,8 %. Чистый доход от использования нового сорта при выращивании семян элиты в благоприятных условиях может достигать 25,0 тыс. руб./га, на почвах с повышенной кислот-ностью ‒ 37,3 тыс. руб./га. 
Витрум. На государственное сортоиспытание в 2022 году передан сорт ярового ячменя Витрум (RA 550-08). Регенерантная линия 550-08 была получена в процессе разработки оптимальных селективных
систем in vitro для индукции новых стрессоустойчивых генотипов со стабильным целевым признаком. Исходной формой служила гибридная линия, созданная с участием коллекционных образцов ячменя Valeta
(к-22345, Нидерланды) и Lulu (к-25169, Германия), характеризующаяся чувствительностью к токсичности алюминия на кислых почвах. Ячмень вводили в культуру in vitro, индуцировали каллус и проводили отбор каллусных линий на кислых селективных средах с ионами алюминия
с последующей регенерацией растений. Семенное потомство полученных растений-регенерантов служило исходным генотипом для проведения последующих этапов клеточного отбора. Первоначально осуществляли селекцию каллуса в присутствии 20 мг/л Аl3+ и рН 3,8. В этих условиях погибало более половины каллусной ткани при невысокой частоте
регенерации (12,4 %), а способность к каллусогенезу, даже в контрольных условиях, не превышала 50%-ный уровень. Таким образом, наблюдали совпадение реакции на стресс условий in vivo/in vitro.
Изолированные зародыши с полученных растений-регенерантов (линия 173-85) вводили в культуру in vitro, а индуцированный каллус помещали на селективные среды с удвоенной концентрацией Аl3+ (40 мг/л) при сохранении кислотности (рН 3,8). Очевидно, при первом культивировании изолированных зародышей происходил внутрисортовой негативный отбор по признакам способности к каллусогенезу и регене-рации. Поэтому клеточную селекцию генотипов с низкими стрессоустойчивостью и способностью к каллусогенезу целесообразно проводить в несколько этапов (Шуплецова, 2019). При повторном введении регенерантов ячменя в культуру in vitro способность незрелых зародышей к каллусогенезу, а также толерантность к алюмокислому стрессу индуцированных из них каллусов и регенерированных из них растений
существенно повышались. Полученная на этом этапе регенерантная 
линия 530-98 была передана в коллекцию ВИР в качестве генетического источника толерантности к повышенному содержанию в почве ионов водорода и алюминия.
На третьем этапе отборов в селективные среды дополнительно
в качестве неспецифического иммуномодулятора вносили абсцизовую кислоту в количестве 1,0 мг/л (табл. 21). Известно, что экзогенное
внесение этого фитогормона повышает активность морфогенетических процессов каллусной ткани ячменя в присутствии стрессоров различной природы. В результате такой многоэтапной клеточной селекции был создан генотип 550-08.

Таблица 21
Влияние кратности отборов in vitro в алюмокислых условиях
на параметры развития каллусной культуры ячменя

	Генотип
(происхождение)
	Параметры развития каллусной культуры

	
	условия отбора
in vitro
	выживаемость, %
	частота
регенерации, %

	Valletta×Lulu
	Исходный генотип
	-
	-

	173-85
(RA Valletta×Lulu)
	20 мг/л Аl3+
(рН 3,8)
	44,8
	12,4

	530-98 (RA 173-85)
	40 мг/л Аl3+
(рН 3,8)
	67,9
	25,6

	550-08 (RA 530-98)
	40 мг/л Аl3+
(рН 3,8) + 1,0 мг/л абсцизовая кислота
	62,5
	50,0



Дальнейшая оценка регенерантных линий в лабораторных и вегетационных опытах подтвердила эффективность используемых методов in vitro. В условиях водной культуры было установлено, что длина
корневой системы регенеранта 530-98 на стрессовом фоне (рН 3,8,
Al3+ 20 мг/л) была достоверно больше, чем в контрольном варианте
(рН 6,0, Al3+ 0 мг/л) и, соответственно, их соотношение (ИДК) превышало единицу. Кроме того, ИДК 530-98 существенно превышал
ИДК 173-85 и стандарта (рис. 19).
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Рисунок 19. Оценка алюмоустойчивости (ИДК) регенерантных линий ячменя в водной культуре (*достоверно отличается от стандарта)

В вегетационных опытах толерантность к токсическому действию ионов водорода и алюминия регенеранта 530-98 проявлялась при
усилении эдафического стресса. При благоприятных условиях выращивания (рН 6,0) и отсутствии свободных ионов алюминия в почвенном растворе отмечалось преимущество стандарта (+0,24 т/га, 4,5 %), усиле-ние почвенного стресса вызывало снижение урожайности обоих сортов (рис. 20). 
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Рисунок 20.
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Однако, если во втором варианте урожайность сортов была равной и составляла 5,0 т/га, то дальнейшее ухудшение условий произрастания вызвало существенное снижение урожайности у стандарта и незначительное повышение у RA 530-98 относительно предыдущего варианта, в итоге в третьем варианте регенерант превысил стандарт на 1,37 т/га (35,8 %). Явное преимущество регенеранта проявилось в четвертом
варианте, превышение составило 0,66 т/га (90,4 %). Адаптационное свойство некоторых алюмотолерантных сортов ячменя повышать
урожайность при наличии небольшого содержания ионов алюминия
в почвенном растворе, относительно известкованного фона, ранее уже отмечали (Щенникова, 20017) в вегетационных опытах на сортах ячменя Новичок, Фермер и других.
В результате последующих отборов in vitro  получена линия 550-08. В результате полевой оценки, включающей всю схему селекционного процесса для самоопылителей, регенерантная линия 550-08 была выделена по ряду селекционно-ценных признаков и урожайности и подготовлена для передачи на государственное сортоиспытание под рабочим названием Витрум (заявка на выдачу патента № 86497/7754415 с датой приоритета 31.05.2022 г.).
Ботаническая характеристика. Сорт двурядного типа (Hordeum vulgare L., sensu lato.). Разновидность nutans. Форма куста – полупрямо-стоячая-промежуточная. Опушение листовых влагалищ нижних листьев отсутствует. Антоциановая окраска ушек и стеблевых узлов имеется. Соломина полая, средней толщины, прочная. Колос двурядный, цилинд-рической формы, со слабым восковым налетом, средней длины и плотности, полупрямостоячий, соломенно-желтый. Ости длинные, зазубренные по всей длине, соломенно-желтые. Переход цветковой чешуи
в ость постепенный. Опушение основной щетинки зерновки длинное. 
Продолжительность вегетационного периода нового сорта была на уровне среднеспелого стандарта Белгородский 100 (83±8 дня,
НСР05 = 3 дня, р = 1,25 %) и в среднем за годы изучения составила
86±6 дней. По времени наступления фаз развития и, соответственно, условиям вегетации, складывающимся в межфазные периоды, не отмечалось существенных различий между сортами. В период исследований условия вегетации, близкие к оптимальным по влагообеспеченности (1,0 ≤ ГТК ≥ 2,0), сложились во все межфазные периоды за исключе-нием периода «выход в трубку – колошение». 
Установлена достоверная корреляционная связь между значением ГТК в период «выход в трубку-колошение» и урожайностью (r = 0,520) сортов ячменя. У сортов Витрум и Новичок период «выход в трубку-колошение» проходил при явном недостатке влаги, что не помешало сортам проявить свои адаптационные свойства, сформировав высокую относительно стандарта урожайность (Щенникова, Шуплецова, 2022). Более ранними исследованиями была установлена способность нового сорта формировать мощную корневую систему при наличии дефицита влаги. Так, в 2016 г., в условиях жесткой засухи на протяжении всего вегетационного периода сорт Витрум сформировал в среднем 9,1 корня/ раст. (3,7 у стандартного сорта, НСР05 = 2,4 корня/раст.), что обеспечило высокую сохранность растений к уборке (87,3 %, у стандарта 74,3 %, НСР05 = 7,9 %) и, соответственно, высокую урожайность. Выраженные адаптивные свойства сорта Витрум подтвердились и в 2021 г., когда
в условиях засухи, которая продолжалась весь межфазный период
«кущение – колошение» (табл. 22), сорт превысил по урожайности стандарт Белгородский 100 на 1,40 т/га.

Таблица 22
Характеристика сортов ячменя по дополнительному сбору зерна
относительно стандарта Белгородский 100, т/га

	Сорт
	2018 г.
	2019 г.
	2020 г.
	2021 г.
	Среднее

	Витрум
	+0,05
	+0,63
	+0,51
	+1,40
	+0,85

	Новичок
	-0,46
	-0,58
	+1,05
	+0,83
	+0,43

	НСР05
	0,67
	0,61
	0,69
	0,39
	-



	Адаптивность и экологическую пластичность нового сорта оценивали при различных погодных условиях и определяли как разность между минимальным и максимальным значением признака (Ymin - Ymax). (Гончаренко, 2005). Этот показатель имеет отрицательный знак, и чем он меньше по абсолютной величине, тем выше стрессоустойчивость,
то есть шире диапазон приспособительных возможностей сорта. Регенерант отличался минимальной разностью по урожайности, что характеризовало его высокую стрессоустойчивость относительно стандарта
и сорта Новичок. При оценке средней урожайности в контрастные по условиям вегетации годы () оба сорта также показали преимущество перед стандартом (табл. 23).
	Сорт Витрум сформировал зерно с хорошими технологическими свойствами: натура – 662 г/л, выравненность – 93,2 %, содержание
сырого протеина в зерне – 10,9 %, крахмала – 50,7 %, жира – 1,7 %, клетчатки – 3,33 %.

Таблица 23
Адаптивный потенциал сортов ячменя, т/га (2018-2020 гг.) 

	Сорт
	Показатель

	
	
	
	
	

	Витрум
	2,88
	6,69
	-3,81
	4,79

	Белгородский 100, ст.
	1,48
	6,18
	-4,70
	3,83

	Новичок
	2,31
	7,23
	-4,92
	4,77



Оценка сорта на инфекционно-провокационном фоне, проведенная в лаборатории иммунитета и защиты растений ФАНЦ Северо-Востока, характеризует Витрум как умеренно устойчивый к гельминтоспориозным пятнистостям листьев (степень поражения сетчатой пятнистостью 15,0 %, темно-бурой – 16,3; индикаторные сорта 29,0 и 50,0 % соответственно) и среднеустойчивый к корневым гнилям (24,6 %, индикаторный сорт – 48,4 %). В естественных полевых условиях отмечалось слабое поражение пыльной головней (до 0,2 %).









ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Разработана биотехнология для создания сортов ярового ячменя, устойчивых к повышенной кислотности почв, токсичности металлов и засухе. В основу технологии положено культивирование каллусной ткани на селективных средах со стрессорами различной природы и
последующей регенерацией растений. Получены регенерантные линии ячменя, сочетающие устойчивость к абиотическим стрессам с устойчивостью к фитопатогенам. Показано преимущество регенерантов в полевых условиях по степени адаптированности к неблагоприятным условиям по сравнению с растениями исходных сортов и сортов-стандартов. 
Регенерантные линии предлагаются к использованию в качестве генетических источников устойчивости к неблагоприятным почвенным условиям и для обновления сортовых ресурсов ячменя ‒ важнейшей для Нечерноземной зоны зерновой культуры. Регенеранты представляют интерес для самостоятельного использования и в качестве компонентов при скрещивании. Перспективно вовлечение в традиционный селекционный процесс «двойных» и «тройных» регенерантов, неоднократно прошедших через отбор в культуре in vitro. Использование регенерантных линий ячменя позволяет усовершенствовать технологию селекционного процесса.
Отдельные этапы технологии защищены патентами на изобретение. С применением разработанных селективных систем in vitro созданы сорта ячменя Бионик, Форвард и Витрум, которые характеризуются
высокой урожайностью в условиях эдафического стресса, хорошими технологическими свойствами зерна и умеренной устойчивостью к
болезням. Высокие адаптивность и экологическая пластичность новых сортов обусловлены фактом отборов алюмоустойчивых форм на стадии каллуса в селективных системах in vitro, что подтверждает эффективность применяемых методов клеточной селекции.
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