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Резюме 
Nicotiana tabacum L. – растение семейства Пасленовые, являющееся промышленным культурным 
видом, которое потенциально может быть использовано в качестве биофабрик для производства 
лекарств, вакцин или ценных мелких метаболитов, кроме того, растения табака имеют уникальную 
способность к быстрому и эффективному каллусогенезу. Благодаря этому, возможно его 
использование в качестве модельной системы клеток растений. Рассмотрены два сорта 
курительного табака Вирджиния 202 и Юбилейный новый 142, у которых была исследована 
эффективность каллусогенеза при стандартных условиях на среде с добавлением 1 мг/л 6-БАП (6-
бензиламинопурин) и 0,1 мг/л НУК (нафтилуксусная кислота) с помощью регенерации через стадию 
каллусов. В результате, сорт Вирджиния 202 показал высокий потенциал каллусообразования, 
кроме того, хорошо адаптировался в лабораторных условиях после роста in vitro и давал зрелые 
семена. Это дает возможность расширить спектр используемых сортов с высокой эффективностью 
каллусообразования для исследований моделей с внесенными генетическими изменениями. 

Ключевые слова: каллусогенез, Nicotiana tabacum L., 6-БАП, НУК, in vitro, Вирджиния 202, Юбилейный 
новый 142. 
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Resume 
Nicotiana tabacum L. is a plant of the Solanaceae family, which is an industrial cultivated species that can be 
used as biofactories for the production of drugs, vaccines or valuable small metabolites; tobacco plants also have 
a unique ability for rapid and efficient callusogenesis. Because of this, it can be used as a model plant cell 
system. Two varieties of smoking tobacco Virginia 202 and Yubileiny new 142 were considered, in which the 
efficiency of callusogenesis was studied under standard conditions on a medium with the addition of 1 mg/l 6-
BAP (6-benzylaminopurine) and 0.1 mg/l NAA (naphthylacetic acid) with using regeneration through the callus 
stage. As a result, the variety Virginia 202 showed a high potential for callus formation, in addition, it adapted 
well in laboratory conditions after growth in vitro and produced mature seeds. This makes it possible to expand 
the range of varieties used with high callus formation efficiency for studying models with introduced genetic 
changes. 
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Введение 
Табак (Nicotiana tabacum L.) — одна из 

основных технических культур, широко 
выращиваемая во многих странах, относится к 
семейству Паслёновые (Solanaceae Juss.). Все виды 
табака распространены главным образом в тропиках 
Америки, где они встречаются в диком состоянии. В 
культуре распространены два вида: табак настоящий 
(Nicotiana tabacum L.) и табак махорка (N. rustica L.). 
N. tabacum описывается как однолетнее травянистое
растение высотой 1–2 м, несущее на прямостоячем
стебле от 10 до 20 крупных, широкоовальных или
яйцевидных листьев. Всё растение покрыто клейкими
выделениями железистых волосков. Растения табака
возделываются из-за листьев, содержащих алкалоид
никотин (1–4%), углеводы (2–20%), белок (1–13%),
органические кислоты (5–17%), смолы (4–12%),
эфирные масла (0,1–1,7%). Аромат табака зависит от
эфирных масел. Кроме того, в листьях имеется целый
ряд других веществ, некоторые из них канцерогенны
[Демьянова и др. (Dem'yanova et al.), 2007]. Многие
дикие виды растений табака обладают рядом ценных
свойств: иммунитетом к болезням и вредителям,
холодостойкостью, высокой продуктивностью,
приятным ароматом и другими положительными
качествами, благодаря чему их используют в
селекционной работе. Главным образом культуру
табака выращивают для получения урожая листьев –
они имеют основную хозяйственную значимость как
материал для изготовления курительных изделий [Sun
et al., 2020].

Одним из важных свойств растений является 
способность к регенерации in vitro из 
недифференцированных соматических тканей с 
получением нормальных, фертильных растений. Это 
свойство тотипотентности позволяет получать генно-

модифицированные растения через культуру тканей. 
Растения табака имеют уникальную способность к 
быстрому и эффективному каллусообразованию. 
Благодаря этому N. tabacum возможно 
трансформировать плазмидами с целевыми генами и 
получать взрослые растения, которые не только несут 
внесённые гены, но также могут передавать их 
будущим поколениям [Щелкунов (Shchelkunov), 
2004]. Одной из целей генной инженерии является 
получение растений с ценными признаками для 
сельскохозяйственного производства.  

За последние десятилетия появилось немало 
публикаций, где первоначальное изучение изменений 
биохимических и физиологических параметров после 
генно-инженерных манипуляций в растениях 
рассматриваются именно на растениях табака, то есть 
N. tabacum выступает как модельная система. Имеется
много работ по изучению сверхэкспрессии генов,
ассоциированных с адаптацией растений к
абиотическим стрессам, которые могут повышать
устойчивость к ним экономически важных
сельскохозяйственных культур [Agarwal et al., 2010;
Широких и др. (Shirokikh et al.), 2020]. Например,
были получены растения табака сорта Самсун с геном
холиноксидазы (codA), отвечающим за синтез
глицинбетаина – осмолита, способствующего
стабилизации клеток при абиотических стрессах
[Широких и др. (Shirokikh et al.), 2020]. Отобраны
линии табака сорта Wisconsin, несущие два гена ацил-
липидных десатураз цианобактерий, экспрессия
которых в растениях позволяет изменить состав
жирных кислот мембран и повысить их
холодоустойчивость [Герасименко и др. (Gerasimenko
et al.), 2010].

Методом агробактериальной трансформации 
получены растения табака сорта Самсун с геном 
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антимикробного пептида бомбинина (bom). 
Экспрессия данного гена в трансгенных растениях 
показана по ингибированию роста фитопатогенных 
бактерий Erwinia carotovora экстрактами 
трансформированных растений [Захарченко и др. 
(Zakharchenko et al.), 2013]. Также описана работа, где 
получены трансгенные растения табака того же сорта 
со встроенным геном антимикробного пептида 
цекропина Р1 (СP1). Уровень синтеза цекропина Р1 в 
различных линиях составлял 0.02–0.2% от общего 
растворимого белка листьев растений. Трансгенные 
растения проявляли по сравнению с контрольными 
растениями повышенную устойчивость к фитопатогенным 
микроорганизмам и к окислительному стрессу 
[Захарченко и др. (Zakharchenko et al.), 2005; 2015]. 

Трансформация растений табака генами Mn-
SOD и Fe-SOD арабидопсиса (Arabidopsis thaliana L.) 
приводила к активации антиоксидантной системы в 
клеточных компартментах, что увеличивало не только 
активность СОД за счет ее дополнительного 
количества, но и увеличивалась активность 
компонентов защитной системы, участвующих в 
детоксикации пероксида водорода [Савина и др. 
(Savina et al.), 2015]. Кроме того, N. tabacum L. 
используют и в детоксикации окружающей среды. 
Например, чтобы изучить возможность повышения 
способности растений к детоксикации взрывчатого 
2,4,6-тринитротолуола (ТНТ), который является 
наиболее широко используемым военным взрывчатым 
веществом (токсичен для биологических систем и не 
распадается в окружающей среде), были созданы 
трансгенные растения табака NC89, конститутивно 
экспрессирующие ген нитроредуктазы nsfI из 
Enterobacter cloacae. Трансгенные линии растений 
при добавлении ТНТ оказались способны удалять его 
из среды [Sun et al., 2012]. 

Большое количество экспериментов 
проведено на N. tabacum L. сорта Petit Havana линии 
SR1. В работах были получены трансгенные растения 
с использованием генов транскрипционных факторов 
AINTEGUMENTA: PnANTL1 и PnANTL2 тополя 
черного [Кулуев и др. (Kuluev et al.), 2012; 2013а], 
BnaX.ANT.b рапса [Kuluev et al., 2016], NtANTL табака 
[Kuluev et al., 2015]; белков с OSR-доменом: ARGOS и 
ARGOS-LIKE A. thaliana [Кулуев и др. (Kuluev et al.), 
2014], PnARGOS-LIKE тополя черного [Kuluev et al., 
2016]; экспансинов NtEXPA1, NtEXPA4 и NtEXPA5 
табака [Кулуев и др. (Kuluev et al.), 2014], AtEXPA10 
A. thaliana [Кулуев и др. (Kuluev et al.), 2012],
PnEXPA1 и PnEXPA3 тополя черного [Кулуев и др.
(Kuluev et al.), 2012; Кулуев и др. (Kuluev et al.),
2013б]; ксилоглюканэндотрансгликозилаз NtEXGT
табака (AB017025.1), PnXTH1 тополя черного
(XM_002304589), tXET-B2 томата (X82684.1);
глутатионсинтазы BnGSH рапса (NC_027758);

глутатион-S-трансферазы AtGST1 A. thaliana 
(Y11727.1). Данные целевые гены были клонированы 
в бинарные вектора семейства pCambia, под 
контролем конститутивных промоторов 35S или 
промотора вируса мозаики георгина [Кулуев и др. 
(Kuluev et al.), 2016].  

Таким образом, целью данной работы 
являлась проверка новых сортов растений табака на 
способность к каллусообразования для расширения 
спектра используемых сортов для исследований in 
vitro. 

Материалы и методы 
Исследуемые сорта растений табака. 

Объектами в данной работе выступали курительные 
табаки сортов Вирджиния 202 и Юбилейный новый 
142. Вирджиния 202 описывается как один из самых
распространенных сортов табака, предназначенный
для курения любым способом, с низким содержанием
смол и приятным сладковатым вкусом.
Вегетационный период 115-130 дней. Растение
крупное, высотой 180-200 см, с прямым стеблем,
крупными светло-зелеными листьями и розоватыми
воронковидными цветками. Сорт Юбилейный новый
142 считается стандартом качества и с ним
сравнивают все вновь выведенные разновидности
табака. Положение листьев на стеблях торчащее, 25-
27 штук, высота растения – 180-200 см.

Изначально растения табака исследуемых 
сортов были выращены в лабораторных условиях в 
350 мл готового грунта TerraVita (ООО «Норд Палп», 
Россия). 

Стерилизация листьев растений. В 
исследовании по индукции каллусообразования 
использовали листья табака здорового двухмесячного 
растения, росшего в стандартных условиях полива, 
температуры и освещения (5 кЛк, 16/8 часов, 
день/ночь). Стерилизацию проводили следующим 
образом: листья табака промывали стерильной 
дистиллированной водой, затем добавляли 70%-ный 
этанол, чтобы полностью покрывал образцы. 
Аккуратно перемешивали в течение 15 секунд, после 
чего сливали спирт и в сосуд наливали 10% раствор 
хлорного отбеливателя «Белизна» (АО «Башкирская 
содовая компания», Россия) с добавлением 10 мкл 
твин-20. Следили, чтобы раствор также полностью 
покрывал кусочки листьев. Стерилизацию проводили 
в течение 10 минут при осторожном периодическом 
перемешивании и покачивании. Затем сливали 
стерилизующий раствор и промывали кусочки листьев 
5 раз стерильной дистиллированной водой. Далее 
переносили листья в стерильные чашки Петри, 
обрезали побелевшие края и скальпелем нарезали на 
отдельные экспланты размером приблизительно 1 х 1 
см без крупных жилок. Готовые экспланты 
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переносили на среду МС нижней стороной листа 
вверх. Далее инкубировали экспланты при постоянной 
температуре 25оС. 

Способность к каллусообразованию 
проверяли на стандартной среде для регенерации 
табака – MS [Murashige, Skoog, 1962], содержащая 1 
мг/л бензиламинопурина (БАП) и 0,1 мг/л 
нафтилуксусной кислоты (НУК) [Horsch et al.,1984; 
Герасименко и др.(Gerasimenko et al.), 2010]. 

Статистическая обработка результатов. 
Результаты обрабатывали с использованием пакета 

Microsoft Office Excel 2010, доверительные интервалы 
определяли для 95% уровня значимости. 

Результаты и обсуждение 
Первые видимые изменения на растительных 

эксплантах начали появляться через неделю 
культивирования (рисунок 1А), еще через неделю 
образовывался видимый каллус на краях растений 
(рисунок 1Б). Еще через 10 дней были видимые 
маленькие побеги полноценных растений табака 
(рисунок 1В и 1Г).  

Рисунок 1. Образование морфогенного каллуса с микрорастениями через 4 недели культивирования in vitro 
Figure 1.Formation of morphogenic callus with microplants after 4 weeks of cultivation in vitro 

Далее микрорастения были отделены от 
основного каллуса и рассажены в высокие стерильные 
стаканы фирмы Magenta для увеличения 
морфологических размеров растений. На этапе 
получения полноценных маленьких растений 
концентрация 6-БАП в среде была уменьшена на 25% 

для более активного образования корней (рисунок 2). 
Далее сформированные растения переносили сначала 
в стерильную почву в закрытом сосуде для 
предохранения от пересыхания, а через неделю 
культивировали в открытом стакане. 

Рисунок 2. Образование корней in vitro у 7-8 недельных растений и адаптация растений в лабораторных 
условиях: А – микрорастения сразу после пересадки; Б – 2 недели роста растений в высоких стерильных 

стаканах; В – отсаженные растения с образовавшимися корнями; Г – адаптация растений к лабораторным 
условиям; Д – две недели роста адаптированного растения. 

Figure 2. In vitro root formation in 7-8 week old plants and plant adaptation in laboratory conditions: A – microplants 
immediately after transplantation; B – two weeks of plant growth in tall sterile glasses; С – transplanted plants with 

formed roots; D – adaptation of plants to laboratory conditions; Е – two weeks of growth of an adapted plant. 

Одним из наиболее информативных 
показателей эффективности каллусогенеза является 
получение правильных морфогенных побегов и 
прироста каллусной массы у эксплантов [Гвасалия и 
др. (Gvasaliya et al.), 2020. 

Через 4 недели культивирования 
рассчитывали сколько побегов образовалось на 
каждом экспланте и была вычислена эффективность 
каллусообразования (таблица 1).  
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Таблица 1 
Количество полученных растений табака / Table 1 – Number of tobacco plants obtained 

Cорт 
variety 

количество 
эксплантов 
number of 
explants 

количество 
каллуса 

amount of callus 

количество побегов 
через 4 недели 

number of shoots 
in 4 weeks 

количество 
адаптированных 
растений in vitro 
number of plants 
adapted in vitro 

Юбилейный 
новый 142 

Jubilee new 142 
40 75 86 52 

Вирджиния 202 
Virginia 202 

40 86 95 75 

Количество побегов было рассчитано через 4 
недели, так как известно, что каллусы способны 
регенерировать новые побеги еще долгое время при 
благоприятных условиях культивирования. В 
результате оба сорта показали эффективный 
каллусогенез, экспланты активно образовывали 
каллусы при стандартных условиях культивирования. 
От обоих сортов было получено достаточное 
количество побегов. Наибольшее количество каллусов 
было получено у растений табака сорта Вирджиния 
202. 

Было замечено, что сорт Юбилейный новый 
142 имел очень долгий период роста, на листьях 
проявлялся хлороз и практически не цвел при 
комнатных условиях и соответственно не давал 
зрелые семена. В виду этого данный сорт не подходит 
для использования его как модельной системы для 
экспериментов in vitro. Наиболее подходящим 
оказался табак сорта Вирджиния 202, который 
отлично рос при комнатных условиях, имел 
достаточный период роста и давал зрелый урожай 
семян (рисунок 3). 

Рисунок 3. Взрослые 2-х месячные растения: А – Вирджиния 202; Б – Новый Юбилейный 142;  
В и Г – образование семенных коробочек и созревшие семена растений 
Figure 3. Adult 2-month-old plants: A – Virginia 202; B – New Jubilee 142;  

C and D – the formation of seed pods and ripe plant seeds 

Таким образом, из исследуемых сортов 
растений табака выбран сорт Вирджиния 202, который 
подходит для исследований in vitro в качестве 
модельной системы в создании трансгенных растений 
с целевыми генами. Это дает возможность расширить 
спектр используемых сортов, которые хорошо 

адаптируются к росту in vitro и в лабораторных 
условиях. 
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