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Изучали влияние состава питательной среды и условий культивирования каллуса сосны 
обыкновенной (Pinus sylvestris L.) на морфологию его клеток, степень их дифференциа-
ции и лигнификацию. Анатомо-морфологические характеристики клеток каллуса, содер-
жание и макромолекулярная структура лигнина значительно варьируют в зависимости от 
продолжительности культивирования каллуса, уровня освещенности и содержания в пи-
тательной среде сахарозы, поливинилпирролидона (ПВП), феруловой и аскорбиновой ки-
слот. Увеличение длительности культивирования каллуса с 21 до 60 сут способствует 
дифференциации клеток, однородности морфологической структуры их стенок и усили-
вает лигнификацию. Культивирование каллуса в темноте угнетает его рост и лигнифика-
цию, тогда как в условиях свет–темнота приводит к его росту и накоплению лигнина. 
Каллус, выращенный в темноте, содержит больше низкомолекулярного лигнина и мень-
ше высокомолекулярного, чем культивированный на свету. Повышение концентрации 
сахарозы в среде до 5 % усиливает рост каллусной массы и ее лигнификацию, увеличива-
ет содержание в лигнине высокомолекулярных фракций и влияет на состав структурных 
единиц лигнина, особенно при культивировании в условиях свет–темнота. Действие на 
лигнификацию ПВП зависит от стадии развития клеток каллуса, условий освещенности и 
продолжительности культивирования. При культивировании в темноте в течение 21 сут 
ПВП подавляет лигнификацию каллуса, но способствует появлению в составе лигнина 
сирингильных единиц. Увеличение длительности культивирования с ПВП до 60 сут спо-
собствует конденсации предшественников лигнина, что приводит к повышению в составе 
лигнина высокомолекулярной фракции. Феруловая кислота, добавленная в среду, способ-
ствует развитию вторичного утолщения стенок клеток каллуса, повышает содержание 
низкомолекулярной фракции и снижает – высокомолекулярной. Добавление в питатель-
ную среду аскорбиновой кислоты положительно влияет на пролиферацию клеток и рост 
каллусной массы, но тормозит ее лигнификацию. 
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ВВЕДЕНИЕ 

 
Лигнификация является одним из главных 

процессов, сопровождающих развитие кле-
ток ксилемы древесных растений. Накопле-
ние лигнина в клетках растений, с одной 
стороны, приводит к укреплению тканей и 
появлению их механической прочности, с 

другой – является одним из наиболее значи-
мых факторов, влияющих на производство 
целлюлозы и биотоплива. Поэтому процесс 
лигнификации активно изучается не только с 
целью понимания механизма биосинтеза по-
лимера, но и получения растений с низким 
содержанием лигнина или с измененной 
структурой, чтобы обеспечить последующую 
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легкую доступность химической деградации. 
Для изучения путей биосинтеза предшест-
венников лигнина – оксикоричных кислот и 
ферментов, участвующих в процессе био-
синтеза, с успехом используют культуру 
тканей (Eberhardt et al., 1993; Campbell, 
Sederoff, 1996; Anterola, Lewis, 2002; Möller 
et al., 2003, 2005, 2006; Stasolla et al., 2003; 
Kubo et al., 2005; Zhong et al., 2006, 2007, 
2008; Kärkönen, Kontaniemi, 2010). Система 
культуры тканей используется также для 
изучения и получения биологически актив-
ных веществ (Загоскина, 1997; Носов, 1999). 

Большинство работ с использованием 
культуры тканей проводилось на травянис-
тых и в меньшей степени на древесных рас-
тениях (Kärkönen, Kontaniemi, 2010). Из 
хвойных объектами изучения были Pinus ra-
diata (Möller et al., 2003, 2005, 2006), Pinus 
taeda (Carceller et al., 1971; Campbell, Ellis, 
1992; Eberhardt et al., 1993; Nose et al., 1995; 
Anterola et al., 2002; Anterola, Lewis, 2002; 
Stasolla et al., 2003), Picea abies (Brunow et 
al., 1990, 1993; Messner, Boll, 1993; Kärkönen 
et al., 2002; Kontaniemi et al., 2005). В качест-
ве модельных систем при изучении лигни-
фикации применяют суспензионные или 
каллусные культуры. Последняя имеет опре-
деленные преимущества, так как дает воз-
можность оценить состояние развития вто-
ричных клеточных стенок и лигнификацию 
ткани (Möller et al., 2003, 2005, 2006). Пред-
ложенная авторами система клеточной куль-
туры Pinus radiata D. Don позволяет индуци-
ровать дифференцированные трахеальные 
элементы с лигнифицированными клеточны-
ми стенками. При изменении условий куль-
тивирования каллуса эта система, по мнению 
авторов, позволяет также воздействовать на 
ключевые точки, влияющие на развитие кле-
точных стенок (Мöller et al., 2003). 

Оптимизировать рост культуры и биосин-
тез лигнина можно за счет изменения в пита-
тельной среде концентрации сахарозы 
(Carceller et al., 1971; Ramsden, Northcôte, 
1987; Nose et al., 1995; Rogers et al., 2005), 
содержания фитогормонов (Сarceller et al., 
1971; Simola et al., 1992; Eberhard et al., 1993) 
или варьирования таких физических факто-
ров, как свет, его экспозиция, температура. 

Сахарозу рассматривали как индуктор об-
разования лигнина в суспензионных культу-
рах Pinus taeda (Nose et al., 1995) и культи-
вируемых клетках Acer pseudoplatanus (Car-
celler et al., 1971). Однако при некоторых 
концентрациях она отрицательно влияет на 
рост каллуса (Ramsden, Northcôte, 1987; 
Rogers al., 2005). Например, содержание в 
питательной среде сахарозы выше 6 %, кине-
тина выше 2 мг/л и нафтилуксусной кислоты 
(NAA) выше 10 мг/л снижает активность фе-
нилаланинаммиак-лиазы (ФАЛ) и количест-
во образованных трахеид в клеточной куль-
туре Pinus sylvestris L. (Ramsden, Northcôte, 
1987). Негативное влияние определенных 
концентраций сахарозы в сочетании с усло-
виями культивирования, возможно, обуслов-
лено появлением продуктов ее разложения 
при автоклавировании (Pan, Staden, 1998) 
и/или накоплением в среде фенольных инги-
биторов (Sugano et al., 1975). Отмечали так-
же, что содержание сахарозы в среде и соот-
ношение регуляторов роста в разной степени 
влияют на развитие клеток и лигнификацию 
(Rogers et al., 2005; Kärkönen, Kontaniemi, 
2010). Чтобы устранить отрицательное дей-
ствие нежелательных ингибиторных соеди-
нений, присутствующих в питательной среде 
при культивировании, и повлиять на морфо-
генез клеток и биосинтез лигнина, предло-
жили в качестве сорбента использовать ак-
тивированный уголь (Pan, Staden, 1998; 
Möller et al., 2003, 2006) и ПВП (Möller et al., 
2003). Было показано, что среда без активи-
рованного угля содержит фенольные соеди-
нения и другие метаболиты, ингибирующие 
эмбрио- и морфогенез (Friborg et al., 1978). 

Из физических факторов для развития кал-
луса имеют значение уровень освещения и 
продолжительность культивирования. Пред-
полагается, что увеличение числа субкультур 
может иногда приводить к аккумуляции му-
таций клеток, что вызовет потерю способнос-
ти клеток к эмбриогенезу (Pan, Staden, 1998). 
Свет либо способствует дифференциации 
трахеальных элементов, либо не влияет на 
процесс, как это наблюдалось при изучении 
каллусной культуры Pinus radiata (Blee et al., 
2001; Möller et al., 2003). В литературе отме-
чено, что в зависимости от родовой и даже 



Г. Ф. Антонова, Т. В. Железниченко, В. В. Стасова 

 48

видовой принадлежности каждый из элемен-
тов культивирования может по-разному воз-
действовать на морфогенез клеток и степень 
их развития (Загоскина, 1997; Pan, Staden, 
1998; Kärkönen, Kontaniemi, 2010). 

Для окисления нежелательных метаболи-
тов, которые накапливаются при увеличении 
числа субкультур, и пролонгирования жиз-
неспособности клеточных культур можно 
использовать антиоксиданты. Ранее было 
показано, например, что аскорбиновая кис-
лота как антиоксидант положительно влияет 
на активность камбия, рост и развитие кле-
ток сосны in vivo (Антонова и др., 2009). 
Следует ожидать, что использование ее в со-
ставе среды культивирования будет способ-
ствовать пролиферации клеток и росту био-
массы каллуса. 

Другим компонентом среды могла бы 
быть феруловая кислота, которая является 
предшественником гваяцилпропановых еди-
ниц лигнина, что должно влиять на лигни-
фикацию каллуса. 

Цель нашей работы – изучение влияния 
сахарозы, ПВП, феруловой и аскорбиновой 
кислот, а также уровня освещенности и дли-
тельности выращивания культуры каллуса 
Pinus sylvestris L. на морфологию клеток, сте-
пень их дифференциации и лигнификации. 

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ 

Каллусную культуру инициировали из 
слоев клеток развивающейся ксилемы и фло-
эмы побегов сосны обыкновенной (Pinus syl-
vestris L.). Предварительно установили, что 

для успешного культивирования экспланты 
должны содержать меристематические тка-
ни, находящиеся в активном состоянии. По-
этому побеги собирали в период, когда кам-
биальные инициали активно производят кси-
лемные и флоэмные клетки (июнь–июль). 

Материал отбирали с верхушечного побе-
га предыдущего года 6-летней сосны. Побеги 
диаметром 3–6 см разрезали на отрезки дли-
ной 10–12 см, которые стерилизовали в те-
чение 10 мин раствором с концентрацией 
гипохлорида натрия не менее 5 % и затем 
раствором 10%-й перекиси водорода в тече-
ние 20 мин. Стерилизованные отрезки трех-
кратно промывали стерильной дистиллиро-
ванной водой. 

С отрезков удаляли кору и снимали по-
лоски размером 0.7×2.5 см дифференци-
рующихся клеток либо флоэмы, либо ксиле-
мы, содержащие камбиальную зону, а также 
смесь клеток ксилемы и флоэмы с камбием 
(меристематическую ткань) между ними. 
Экспланты помещали на питательную среду 
½ МС (среда МС с уменьшенным вдвое со-
держанием макроэлементов) (Murashige, 
Skoog, 1962), не содержащую гормоны и до-
полненную 0.3 % активированного угля, и 
инкубировали в темноте в течение 3 дней 
при 2 °С (Ravinda et al., 2005). Далее их пе-
реносили на среду ½ МС, дополненную гор-
монами 2.4-Д (2.4 – дихлорфеноксиуксусная 
кислота: 4.42 мг/л), NAA (2 мг/л) и БАП 
(бензиламинопурин, 4.7 мг/л), и выдержива-
ли в темноте в течение месяца при темпера-
туре (25±1) °С до появления каллуса. Экс-
плант, содержащий смесь клеток ксилемы и 

а                                                                                             б 

  
1                                            2 

  
Рис. 1. Каллусные культуры сосны обыкновенной: а) каллус на экспланте; б) культура каллуса на среде без ас-
корбиновой кислоты – 1, с добавлением аскорбиновой кислоты – 2. 
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флоэмы с камбием между ними, позволил 
получить хорошо развитый каллус (рис. 1, а), 
который использовали для дальнейших ис-
следований. 

Инициированный каллус переносили на 
свежую среду того же состава, которую ис-
пользовали для инициации каллуса, и суб-
культивировали его каждые 12–16 дней (ли-
ния «а»). Для стабилизации роста каллусной 
массы с 6-го по 12-й пассаж к питательной 
среде добавляли аскорбиновую кислоту 
(200 мг/л). Питательную среду доводили до 
рН 5.8 с помощью NaOH или HCl, добавляли 
агар (7 г/л) и стерилизовали при 121 °С в те-
чение 20 мин. Культивирование проводили в 
течение 14 дней при температуре (22±1) °С. 
Каллусы, выращенные на среде с аскорбино-
вой кислотой, были рыхлые, светлые, равно-
мерно окрашенные (линия «б») (рис. 1, б). 

Каллус 12-го пассажа линии «б» исполь-
зовали далее для изучения влияния состава 
питательной среды, условий освещенности и 
длительности культивирования на диффе-
ренциацию клеток каллуса и его лигнифика-
цию. Влияние света на инициацию образова-
ния лигнина при культивировании каллуса 
изучали, изменяя условия освещенности. 

Каллус 12-го пассажа разделили на части 
и культивировали далее на средах, особенно-
сти состава которых указаны в таблице. 
Концентрация сахарозы в питательной среде 
½ МС составляла 3 (14) и 5 % (11; 15–25), 
содержание ПВП 3.5 г/л (16; 19; 20). На 18-м 
пассаже в одну из сред была добавлена фе-
руловая кислота (0.5 ммоль/л) (24), в другую 
помимо феруловой вносили аскорбиновую 
кислоту (200 мг/л) (25). Все среды доводили 
до рН 5.8 и стерилизовали. Одну часть кал-
лусной культуры держали в темноте (11, 19), 
другую – на свету при 16-часовом фотопе-
риоде (14–16 и 20–25). Каллусы 11–16 куль-
тивировали в течение 21 сут, каллусы 19т–
25т – в течение 60–70 сут. 

После культивирования в течение 21 сут 
каллус был окрашен неравномерно и содер-
жал светло-розовые и коричневатые клетки, 
т. е. был гетерогенен по структуре (см. 
рис. 1, б). Поэтому его биомассу разделяли 
на внешнюю «светлую» (активно делящиеся 
клетки) (11с, 14с, 15с, 16с) и внутреннюю 

«темную» (дифференцированные клетки) 
(11т, 14т, 15т, 16т) части, которые анализи-
ровали раздельно. В каллусах с продолжи-
тельностью культивирования 60–70 сут 
светлая часть отсутствовала. 

Для сравнения влияния условий культи-
вирования на степень дифференциации кле-
ток и лигнификацию использовали каллус 
одинакового пассажа и времени выращива-
ния на питательной среде. 
Морфология клеток. Состояние развития 

каллуса и его анатомо-морфологические ха-
рактеристики оценивали световой микроско-
пией, используя давленые препараты и сус-
пензию клеток, полученную после мацера-
ции каллуса. Давленые препараты, получен-
ные гомогенизацией каллуса в воде, исполь-
зовали для определения степени дифферен-
циации клеток, лигнификации и наличия 
внутриклеточных включений. Давленые 
препараты готовили для каждого варианта 
культивирования, используя по 2–3 кусочка 
каллуса. Один препарат оставляли неокра-
шенным, другой окрашивали флороглюцин-
соляной кислотой (реактив Визнера) (Джен-
сен, 1965). Уровень лигнификации каллус-
ной ткани оценивали визуально по степени 
окраски по 5-балльной системе. Присутствие 
в клетках крахмала определяли по реакции с 
йодом (Дженсен, 1965). 

Мацерацию каллуса проводили смесью 
ледяной уксусной кислоты с 10%-й Н2О2 в 
соотношении 1:1 (Wheeler et al., 1966). Для 
мацерации брали две средние пробы каллус-
ных образований каждого варианта и в каме-
ре Фукса-Розенталя определяли число клеток 
разной формы. Данные рассчитывали как 
среднее из двух повторностей. Статистичес-
кую обработку результатов измерений про-
водили с применением программы Excel. 
Химический анализ. Отдельные части кал-

лусной биомассы («светлую» и «темную») с 
11-го по 16-й или весь объем каллуса из об-
разцов 19–25 брали в двух повторностях. 
Материал обрабатывали 80%-м этанолом и 
экстракты использовали для определения 
состава спирторастворимых веществ (Же-
лезниченко и др., 2011). Остатки после экс-
тракции спиртом использовали для опреде-
ления лигнина тиогликолевым методом 
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(Venverloo, 1969). Метод одинаково приго-
ден для определения лигнина in vivo и in 
vitro. Экстрагированный материал разделяли 
на две пробы и из каждой выделяли низко-
молекулярную (спирторастворимую) и вы-
сокомолекулярную (щелочерастворимую) 
фракции лигнина (Antonova et al., 2014). Со-
держание каждой фракции в каждом вариан-
те определяли в двух–трех аналитических 
повторностях. Статистическую обработку 
результатов измерений проводили с приме-
нением программы Excel. 

По две навески каллуса (0.12–0.2 г сырой 
массы) отбирали для определения влажности. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 

Гистохимический анализ. Анатомо-мор-
фологическая характеристика состояния раз-
вития клеток каллуса и степени его лигни-
фикации в зависимости от условий культи-
вирования приведена в таблице. 

Каллусы 13-го пассажа, культивировав-
шиеся в течение 21 сут (11, 13, 14, 15, 16), 
имели гетерогенную структуру: клетки 
внешних («светлая» часть) и внутренних 
(«темная» часть) фрагментов отличались он-
тогенетическим развитием и морфологией. В 
«светлых» (т. е. активно растущих частях 
каллуса) клетки имели разнообразную форму 
с преобладанием округлой, тонкие стенки и 
крупное ядро. 

Развитие вторичного утолщения стенок, 
которое является непременным компонентом 
инициации отложения лигнина, зависело от 
культивирования каллуса в темноте или в 
условиях свет–темнота. Так, в препарате 11с 
(5%-я сахароза, 21 сут, темнота) вторичное 
утолщение в клетках отсутствовало, тогда 
как в препарате 15с из каллуса, выросшего 
на свету на той же среде, оно было хорошо 
развито и клетки имели слабую окраску на 
лигнин. В составе более зрелых клеток тех 
же каллусов (11т и 15т) наблюдали помимо 
овальных клетки с сетчатым утолщением и 
окаймленными порами, а также грушевид-
ной (или гантелевидной) формы со сплош-
ным утолщением (трахеидоподобные клет-
ки) (рис. 2). Окраска на лигнин у каллуса 
15т, выросшего на свету, была на балл выше, 

чем у клеток 11т. Особенно сильное окраши-
вание наблюдалось в углах клеток, как 
обычно это наблюдается in vivo. 

Изменение концентрации сахарозы ведет 
к отличиям в форме клеток, степени их раз-
вития и лигнификации (см. таблицу). Так, 
«светлые» части каллусов, выращенных на 
свету на среде с концентрацией сахарозы 
3 % (14с), состояли из клеток со светлым со-
держимым, округлой или овальной формы, и 
только некоторые клетки имели утолщение 
стенок в виде прожилок. В каллусах, выра-
щенных на среде с повышенной концентра-
цией сахарозы 5 % (15с), клетки были в ос-
новном округлые или овальные с утолщен-
ными стенками. В некоторых клетках при-
сутствовали зерна крахмала (до 50 % объема 
клетки), что может указывать на использова-
ние части углеводов в виде запаса питатель-
ных веществ. Окраска на лигнин была очень 
слабой (диффузной). «Темные» части каллу-
сов, выращенных на средах с концентрацией 
сахарозы 3 % (14т) и 5 % (15т), отличались 
друг от друга по морфологии клеток. В пре-
парате 14т отмечены клетки разнообразной 
формы, тогда как в 15т преобладали оваль-
ные и грушевидные (70–80 %). Утолщение 
клеточных стенок в 14т было в виде сеток 
или окаймленных пор (2/3 клеток), а в 15т 
клетки преимущественно имели сплошные 
утолщения (2/3 клеток). Повышение содер-
жания сахарозы в среде (15т) способствовало 
лигнификации клеточных стенок. 

Увеличение длительности культивирова-
ния с 21 до 60 сут (15т и 21т) приводило к 
изменениям в морфогенезе клеток. В каллусе 
21 «светлая» часть отсутствовала и клетки 
имели сплошное вторичное утолщение (80–
90 %), проявляя равномерное окрашивание 
на лигнин. 

Добавление ПВП при выращивании кал-
луса на свету в течение 21 сут при 5%-й са-
харозе (16) усиливало дифференциацию кле-
ток и их рост в длину. Не только в «темной», 
но и в «светлой» частях каллуса появлялись 
клетки грушевидной формы. В 16с клетки со 
сплошным утолщением и окаймленными по-
рами составляли примерно 50 %, а в 16т их 
содержание достигало 80–90 %. При увели-
чении длительности культивирования в тех 
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Условия культивирования каллуса Pinus silvestris L. 
 

Об-
ра-
зец 

№ 
пас-
сажа 

Среда культиви-
рования 

Условия 
освеще-
ния 

Дли-
тель-
ность, 
сут 

Форма клеток 
Наличие  

вторичного 
утолщения 

Окраска на 
лигнин (по 
5-балльной 
системе) 

11с 13 ½ МС + 5%-я 
сахароза 

Темнота 21  Округлые, 
овальные, 
продолгова-
тые 

Нет 0. 5  

11т 13 То же >> 21  Округлые, 
овальные, 
грушевидные 

Сетчатое, 
сплошное 
(окаймленные 
поры)  

Сплошная 
розовая, 
диффузная 
2.5  

13с 13 ½ МС + 5%-я 
сахароза + ПВП 

>> 21  Округлые, 
овальные, 
неправильной 
формы 

Сетчатое, 
окаймленные 
поры (1/3 кле-
ток) 

Неравно-
мерная среда 
1.5–2.0  

13т 13 То же >> 21  Округлые, 
овальные, 
неправильной 
формы  

Сетчатое, в 
большей части 
клеток сплош-
ное 

Равномерная, 
яркая на 
стыках кле-
ток, среда, 
2.5– 3.0  

14с 13 ½ МС + 3%-я 
сахароза 

Свет 
(16 ч) – 
темнота 

21  Неправиль-
ной формы, 
овальные 

В виде прожи-
лок  

Слабая 0.5-
1.0  

14т 13 То же То же 21  Разная  Равномерное, 
сетчатое, 2/3 с 
окаймленными 
порами  

Равномерная, 
яркая на сты-
ках клеток, 
среда 1.5  

15с 13 ½ МС + 5%-я 
сахароза 

>>  21  Округлые, 
овальные 

Сплошное (сла-
бое) 

Диффузная, 
1.0–1.5  

15т 13 То же >> 21  Округлые, 
овальные, 
грушевидные 

У 2/3 клеток 
сплошное, сет-
чатое  

Сильная, 
особенно в 
углах клеток, 
3.0–3.5  

16с  13 ½ МС + 5%-я 
сахароза + ПВП 

Свет 
(16 ч) – 
темнота 

21  Округлые, 
грушевидные 

Сплошное, у 1/2 
клеток окайм-
ленные поры  

Слабая, 1.0–
1.5  

16т 13 То же То же  21  Разные (дис-
персные по 
форме) 

У 2/3клеток сет-
чатое сплошное, 
окаймленные 
поры  

Сильная, 
2.5–3.0  

19т 14 >> Темнота 60  Округлые, 
овальные 

Сплошное, сет-
чатое (редко)  

Диффузная, 
углы клеток – 
ярко красные, 
среда 3.5  

20т 14 ½ МС + 5%-я 
сахароза + ПВП 

Свет 
(16 ч) – 
темнота 

60  Крупные ок-
руглые и 
овальные 

Сплошное 
(2/3клеток), сет-
чатое  

Сильная, 
особенно в 
углах клеток, 
3.5–4.0  

21т 14 ½ МС + 5%-я 
сахароза 

То же 60  Округлые, 
овальные 

То же Равномерная, 
3.5  

24т 18 ½ МС + 5%-я 
сахароза + фе-
руловая кислота 

>>  70  То же Сплошное То же  

25т 18 ½ МС + 5%-я 
сахароза + фе-
руловая кислота 
+ аскорбат 

>>  70  Овальные Сплошное (1/2 
клеток), окайм-
ленные поры 

Равномерная, 
среда 2.5–3.0 
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Рис. 2. Примеры морфогенеза клеток каллуса: а – с окаймленными порами, б – утолщение стенок клетки (окра-
ска на лигнин). 
 
же условиях до 60 сут (20т) клетки в основ-
ном имели сплошное вторичное утолщение и 
равномерное окрашивание на лигнин. При 
этом «светлая» часть в каллусе отсутствова-
ла. Если при тех же условиях (5 % сахарозы, 
ПВП, 60 сут) каллус выращивали в темноте 
(19т), то клеток с сетчатым утолщением бы-
ло больше, а со сплошным меньше, чем в 
20т. Клетки каллуса 19т содержали крах-
мальные зерна. Окраска на лигнин была 
диффузной, ярче в углах клеток. Диффузная 
окраска препарата указывает на вероятность 
выхода низкомолекулярных фракций лигни-
на при окраске препарата. 

Внесение в среду феруловой кислоты 
(24т) способствовало развитию вторичного 
утолщения. В каллусе 24т все клетки имели 
сплошное утолщение, тогда как в 21т таких 
клеток было около 75 %. По балльной систе-
ме лигнификация каллусов была одинаковой, 
но существует вероятность различия в 
структуре полимера. Добавление в среду ас-
корбиновой кислоты в смеси с феруловой 
(25т) приводило к снижению лигнификации 
(2.5–3.0 против 3.0–3.5 баллов в каллусе 
24т). Клетки имели в основном овальную 
форму с окаймленными порами. Сплошное 
утолщение наблюдалось только у ½ клеток, 
тогда как в препарате 24т все клетки имели 
сплошное утолщение. Данные указывают на 
дедифференциацию клеток в культуре кал-
луса при добавлении в среду аскорбиновой 
кислоты на этом этапе культивирования. Ок-
рашивание препарата на лигнин было рав-
номерным, но меньшим, чем в 24т. Кроме 
того, наблюдалась розовая окраска среды, 

что может свидетельствовать о переходе в 
раствор низкомолекулярных фракций лигни-
на при обработке реактивом с содержанием 
кислоты. 
Лигнификация. Данные химического ана-

лиза показали различие в содержании лигни-
на как в «светлых» (рис. 3), так и в «темных» 
(рис. 4) частях каллусной биомассы в зави-
симости от условий культивирования (см. 
таблицу). 

«Светлые» (растущие) части каллусов по 
данным химического анализа содержали 
низкомолекулярные (спирторастворимые) и 
высокомолекулярные (щелочерастворимые) 
фракции лигнина (рис. 3). 

Как общее содержание (сумма) фракций 
(7.1, 15.2 и 10.9 %), так и их соотношение 
(1/5, 1/6.2, 1/6.4) меняются в зависимости от 
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Рис. 3. Содержание низко- (ТГЛ1) и высокомолеку-
лярных (ТГЛ2) фракций лигнина в растущих («свет-
лых») частях каллусов, выращенных в течение 21 сут 
на свету с 16-часовым периодом (14с, 15с, 16с) с со-
держанием сахарозы в среде 3 % (14с) и 5 % (15с, 16с) 
и при добавлении ПВП (16с). Бары показывают 
ошибки средних. 
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состава среды. Увеличение концентрации 
сахарозы в среде с 3 (14с) до 5 % (15с) уси-
ливало процесс лигнификации. При добав-
лении ПВП общее количество лигнина сни-
жалось (16с). Соотношение фракций при 
этом не менялось, но в составе структурных 
единиц полимера увеличивалось содержание 
феруловой и п-кумаровой кислот (Железни-
ченко и др., 2011), что может способствовать 
усилению связи формирующегося полимера 
с полисахаридами клеточных стенок. 

Наиболее отчетливо влияние состава сре-
ды и условий культивирования каллуса про-
является в содержании низко- и высокомо-
лекулярных фракций лигнина в «темных» 
(дифференцированных) частях каллусной 
массы (см. рис. 4). 

При всех условиях культивирования до-
минирует фракция ТГЛ2. Фракция ТГЛ1 в 
среднем составляет 0.33 % от ТГЛ2, варьи-
руя от 0.22 % в 15т до 0.55 % в 19т. Содер-
жание как низко-, так и высокомолекуляр-
ных фракций лигнина было наименьшим в 
каллусе 14т (см. рис. 4), который культиви-
ровался на среде с 3%-м содержанием саха-
розы, хотя культивирование проводили в ус-
ловиях свет–темнота. Увеличение содержа-
ния 5%-й сахарозы даже при выращивании в 
темноте (11т) интенсифицирует рост каллуса 

и лигнификацию. Содержание низко- и вы-
сокомолекулярных фракций лигнина в кал-
лусе 11т почти в 2 раза выше, чем в 14т. 
Данные доказывают существенную зависи-
мость развития клеток и лигнификации тка-
ни от сахарозы как источника метаболитов 
для формирования клеточных стенок и ис-
ходного субстрата в биосинтезе фенилпро-
пановых структурных единиц лигнина. 

Гетеротрофные условия (темнота) культи-
вирования по сравнению с культивировани-
ем на свету (с 16-часовым фотопериодом) 
при равном содержании в среде сахарозы 
(5 %) угнетают рост каллуса и его лигнифи-
кацию (11 и 15). Количество фракции ТГЛ1 в 
11т и 15т было практически равным, тогда 
как фракции ТГЛ2 в 15т было в 1.4 больше, 
чем в 11т (см. рис. 4). Усиление лигнифика-
ции наблюдали при культивировании каллу-
са чая в фотомиксотрофных (или частично 
фототрофных) условиях (Загоскина и др., 
1990; Загоскина, 1997). Реакция на измене-
ние световых условий объяснялась как ре-
зультат развития на свету хлоропластов, 
дающих дополнительный субстрат (фенил-
пропановые структуры) для образования 
лигнина. Возможно, что при культивирова-
нии каллуса сосны на свету тоже могут по-
являться дополнительные фенольные соеди-
нения, способствующие лигнификации тка-
ни. Интересно, что некоторые каллусы, вы-
ращенные на свету, имели на поверхности 
легкий зеленоватый оттенок, что может го-
ворить о присутствии хлоропластов. 

При добавлении в среду ПВП содержание 
ТГЛ2 лигнина в 16т снизилось по сравнению 
с 15т в 1.2 раза, тогда как содержание ТГЛ1 
не изменилось. Увеличение продолжитель-
ности культивирования на среде с ПВП на 
свету до 60 сут (20т) способствовало значи-
тельному накоплению как ТГЛ1, так и ТГЛ2 
фракций по сравнению с 15т (см. рис. 4). Из 
всех изученных условий культивирования 
каллус 20 был наиболее лигнифицирован и 
содержал самое высокое количество обеих 
фракций. Когда при тех же условиях культи-
вирование проводили в темноте (19т), коли-
чество фракции ТГЛ2 снизилось в 2 раза, а 
ТГЛ1 оставалось на том же уровне, что ука-
зывало на торможение процесса конденса-
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Рис. 4. Содержание низко- (ТГЛ1) и высокомолеку-
лярных (ТГЛ2) фракций лигнина в дифференциро-
ванных («темных») частях каллусов, выращенных при 
разных условиях культивирования: в темноте – 11т; 
на свету с 16-часовым фотопериодом (14т, 15т, 16т, 
20т, 21т, 24т, 25т); в течение 21 сут (11т, 14т, 15т, 16т) 
и 60–70 сут (19т, 20т, 21т и 24т, 25т); при концентра-
ции в среде 3 % сахарозы (14т) и 5 % (11т, 15т, 16т, 
21т, 24т, 25т) с добавлением ПВП (16т, 19т, 20т) или 
феруловой (24т) и аскорбиновой кислот (24т, 25т). 
Бары показывают ошибки средних. 
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ции монолигнолов при культивировании в 
темноте. 

Культивирование на свету при 5%-м со-
держании сахарозы в среде без ПВП в тече-
ние 60 сут (21т) приводило к увеличению 
количества ТГЛ2 в 1.2 раза, а ТГЛ1 – в 1.4 по 
сравнению с каллусом 15т. Повышение со-
держания низкомолекулярной фракции на 
фоне относительного снижения высокомоле-
кулярной может указывать на некоторое 
торможение процесса конденсации олиго-
мерных фрагментов. Можно было предпо-
ложить, что это связано с недостатком в сре-
де сахарозы как субстрата для построения 
клеточных стенок. Однако в каллусе 21т 
большинство клеток имеет сплошное утол-
щение, что говорит о нормальном развитии 
вторичных стенок клеток каллуса. В то же 
время в большинстве клеток каллуса 15т 
утолщение развито только фрагментарно 
(сетчатое), что свидетельствует о начальных 
стадиях развития вторичных стенок клеток. 
Вероятно, неким тормозом лигнификации в 
данном случае является накопление нежела-
тельных/ингибиторных метаболитов в среде 
из-за отсутствия в ней ПВП или такого ад-
сорбента, как активированный уголь. Если 
сравнить 15т и 16т с 20т и 21т, то можно от-
метить следующее. При культивировании в 
течение 21 сут ПВП отрицательно влияет на 
процесс лигнификации каллуса, очевидно, 
вмешиваясь в метаболизм дифференцирую-
щихся клеток. При культивировании в тече-
ние 60 сут, когда в среде идет последователь-
ное накопление фенольных метаболитов, 
ПВП, наоборот, оказывает положительное 
влияние на образование высокомолекулярной 
фракции лигнина. В среде без ПВП (21т) 
фракция ТГЛ2 составляет 79 %, тогда как с 
ПВП (20т) – 76 % от общего количества лиг-
нина, что явно указывает на усиление конден-
сации его фенилпропановых предшественни-
ков. Однако потенциал для последующей по-
лимеризации в 20т более высокий за счет по-
вышенного содержания фракции ТГЛ1. 

Действие ПВП связано с наличием в его 
структуре амидной группы, благодаря чему 
ПВП может сорбировать ароматические со-
единения, такие как фенолы (подобно акти-
вированному углю или полиамиду), а также 

некоторые спирты, кислоты и белки. Акти-
вированный уголь, например, может адсор-
бировать индолилуксусную кислоту и другие 
гормоны, снижая тем самым их положитель-
ное влияние на рост (Pan, Staden, 1998). Дей-
ствие ПВП, очевидно, зависит также от ста-
дии дифференциации клеток каллуса и накоп-
ления ингибиторов ростовых процессов. 

Хотя феруловая кислота является предше-
ственницей гваяцильных структур лигнина, 
добавление ее в среду культивирования не 
способствовало усилению лигнификации 
каллуса. В 24т содержание ТГЛ2 было 
меньше, чем в 21т, несмотря на то, что все 
клетки имели хорошо развитое вторичное 
утолщение (см. таблицу). Это, скорее, гово-
рит об участии феруловой кислоты в образо-
вании диферуловых мостиков между поли-
сахаридами и укреплении матрикса клеточ-
ных стенок. Количество ТГЛ1 в 24т увели-
чилось с 6.7 до 7.96 % от сухой массы ткани 
по сравнению с каллусом 21т (см. рис. 4), 
что свидетельствует об определенном потен-
циале для последующей конденсации струк-
турных единиц лигнина. 

Подобная картина наблюдалась и при до-
бавлении в питательную среду смеси феру-
ловой и аскорбиновой кислот (25т). Клетки 
каллуса имели овальную форму, частично 
сплошное вторичное утолщение и частично 
окаймленные поры, т. е. каллус содержал 
много клеток на стадии начала вторичного 
утолщения, несмотря на длительность куль-
тивирования. Количество ТГЛ2 снизилось по 
сравнению с 24т, а содержание ТГЛ1 прак-
тически не изменилось (см. рис. 4). Ранее 
нами было показано, что аскорбиновая ки-
слота положительно влияет на рост клеток 
при формировании древесины в деревьях со-
сны обыкновенной (in vivo), но тормозит 
лигнификацию (Антонова и др., 2009; An-
tonova, 2012). 

Состав структурных единиц фракций 
ТГЛ1 и ТГЛ2 лигнина при изменении усло-
вий культивирования изучен нами для кал-
лусов 14, 15 и 16 (Железниченко и др., 2011). 
Установлено, что отношение п-оксибензаль-
дегид : сирингилальдегид : ванилин + вани-
линовая кислота варьирует и составляет в 
ТГЛ2 из 14т – 0.17 : 1, из 15т – 0.6 : 0.26 : 1 и 
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из 16т – 0.4 : 0.38 : 1 соответственно. Данные 
показывают, что при развитии каллуса в 
темноте (14) идет задержка образования си-
рингильных структур. В условиях свет–
темнота не только относительно увеличива-
ется содержание п-оксибензальдегида, как 
продукта окисления п-оксифенилпропано-
вых единиц. В составе лигнина появляются 
сирингильные структуры. Присутствие в 
среде ПВП, хотя и задерживает лигнифика-
цию каллуса, способствует биогенезу фе-
нилпропаноидов и синтезу сирингильных 
единиц. Это указывает на усиление активно-
сти ферментов и коферментов, преобразую-
щих феруловую кислоту вначале в 5-дегид-
роксиферуловую кислоту и через ряд преоб-
разований – в синаповый альдегид и затем 
синаповый спирт с последующим введением 
монолигнола в сирингильные структуры 
лигнина (Whetten, Sederoff, 1995). Световые 
условия культивирования влияют на актив-
ность ферментов, например ФАЛ, ключевого 
фермента шикиматного пути образования 
оксикоричных кислот, фенилпропановых 
предшественников лигнина (Митус, Дитчен-
ко 2013). 

Авторы подчеркивали, что активность 
ФАЛ в каллусе эхинацеи пурпурной в значи-
тельной степени зависит от физиологическо-
го состояния клеток при культивировании в 
гетеро- или фотомиксотрофных условиях. 
При разных световых условиях (гетеро- и 
фотомиксотрофных) культивирования кал-
лусных культур чайного растения наблюда-
лось изменение в составе и соотношении 
структурных единиц лигнина (Zaprometov et 
al., 1993). 

Можно ожидать, что фракция ТГЛ2 из 20т 
будет содержать больше сирингильных еди-
ниц, чем ТГЛ2 из 16т, в результате увеличе-
ния длительности культивирования, как 
следствие пролонгирования путей биосинте-
за монолигнолов. С другой стороны, присут-
ствие ПВП тоже должно благоприятствовать 
появлению сирингильных единиц в 20т. 

Ранее было показано, что существуют 
значительные отличия в динамике аккуму-
ляции лигнина, в его макромолекулярной 
структуре, содержании и составе его пред-
шественников (фенолкарбоновых кислот) 

при образовании (in vivo) в годичном при-
росте сосны обыкновенной слоев ранней и 
поздней древесины, которые формируются 
при разном водном статусе клеток (Antonova 
et al., 2012; Antonova et al., 2014). Это указы-
вает на кардинальные различия в механизме 
биосинтеза лигнина, синтезе его предшест-
венников и в условиях их дегидрогенной по-
лимеризации в процессе лигнификации двух 
типов ксилемы. 

Варьирование условий культивирования 
также по-разному влияет на состояние раз-
вития каллуса сосны обыкновенной, уровень 
его лигнификации, соотношение низко- и 
высокомолекулярных фракций в лигнине и 
биогенез предшественников, в результате 
чего меняется состав структурных единиц 
лигнина и степень их конденсации. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

Условия культивирования каллуса сосны 
обыкновенной оказывают влияние на мор-
фологию клеток, степень их дифференциа-
ции и лигнификации. Увеличение концен-
трации сахарозы в среде до 5 % усиливает 
рост каллусной массы и ее лигнификацию, 
особенно при культивировании в условиях 
свет–темнота, а также влияет на состав 
структурных единиц лигнина. Увеличение 
длительности культивирования каллуса спо-
собствует дифференциации клеток, более 
однородной морфологической структуре их 
стенок и усиливает лигнификацию каллуса. 
Культивирование каллуса в темноте угнетает 
рост и лигнификацию, в условиях свет–тем-
нота приводит к росту каллусной культуры и 
накоплению в ней лигнина. Каллус, выра-
щенный в темноте, содержит больше низко-
молекулярного лигнина и меньше высокомо-
лекулярного, чем культивированный на све-
ту. Действие ПВП, внесенного в среду, зави-
сит от стадии развития клеток каллуса, све-
товых условий и продолжительности куль-
тивирования. При культивировании в темно-
те в течение 21 сут ПВП подавляет лигнифи-
кацию каллуса, но способствует появлению в 
составе лигнина сирингильных единиц. При 
увеличении длительности культивирования 
ПВП усиливает конденсацию предшествен-
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ников лигнина, благодаря чему увеличивает-
ся количество высокомолекулярной фрак-
ции. Феруловая кислота, добавленная в сре-
ду, способствует развитию вторичного 
утолщения клеток каллуса, создавая матрицу 
для отложения лигнина, повышению содер-
жания его низкомолекулярной фракции и 
снижению высокомолекулярной. Аскорби-
новая кислота в среде положительно влияет 
на пролиферацию клеток и рост каллусной 
массы, но тормозит лигнификацию каллуса. 

 
Работа выполнена при поддержке Рос-

сийского фонда фундаментальных исследо-
ваний, грант № 09-04-00155. Авторы выра-
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The effect of nutrient medium composition and of the conditions of cultivation of Scots 
pine (Pinus sylvestris L.) callus on the morphology of its cells, the degree of their dif-
ferentiation and lignification was studied. The morphological characteristics of callus 
cells, the content and macromolecular structure of lignin considerably vary in the de-
pendence on the duration of callus cultivation, the degree of illumination and on the 
content of sucrose, polyvinylpyrollidon (PVP), ferulic and ascorbic acids in nutrient 
medium. The increase in the duration of callus cultivation from 21 to 60 days promotes 
the differentiation of cells, the homogeneity of morphological cell wall structure and in-
tensification of lignification. The cultivation of callus in the darkness suppresses its 
growth and lignification, whereas under the conditions «light- darkness» leads to the 
growth of the callus and the accumulation of lignin. The callus grown in the darkness 
contains more low-molecular lignin and less high-molecular lignin than that cultivated 
in the light. The increase in sucrose concentration in nutrient medium to 5 % leads to 
the growth of callus mass and its lignification, to heightened content of high-molecular 
fraction in lignin and influences the composition of lignin structural units, especially 
under such conditions as «light- darkness». The effect of PVP on lignification depends 
on the development stage of callus cells, the conditions of illumination and the time of 
cultivation. With the cultivation in the darkness during 21 days PVP suppresses the lig-
nification of callus, but it contributes to appearance of siringyl units in the composition 
of lignin. The increase in the duration of cultivation with PVP to 60 days promotes the 
condensation of lignin precursors that increases the quantity of high-molecular fraction. 
The ferulic acid, added in the medium, contributes to the development of the secondary 
wall thickening of callus cells as matrix for deposition of lignin, increases the content of 
low-molecular fraction and decreases the high-molecular fraction. The addition of 
ascorbic acid to nutrient medium favourably affects the proliferation of cells and the 
growth of the callus mass, but it impedes its lignification. 
 
Keywords: Scots pine, callus, duration of cultivation, light, darkness, sucrose, polyvi-
nylpyrollidon, ferulic and ascorbic acids, cell morphology, lignin, structure. 


