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Summary 
The aim of this work was development of a screening system to find salt stress tolerant black locust 
seedling for following identification of stress tolerant genotypes. Our system combined original proto-
col of black locust seed germination under salt stress conditions and originally modified DNA extrac-
tion protocol. Salt stress induced changes in germination capacity, morphological indexes and bio-
chemical markers confirmed stress development in proposed screening system. Used DNA extraction 
method allowed preparing DNA with good quality for molecular genetic research. Therefore, devel-
oped screening system can be applicable to find salt stress tolerant black locust genotypes. 

Abstract 
Introduction. Soil salinity is an unfavorable natural factor acting in addition to water deficiency in 
arid areas. Black locust (Robinia pseudoacacia L.) is tree widely used in agroforestry in arid lands. 
Therefore identification of black locust genotypes exhibiting increased salt stress tolerance is highly 

https://elibrary.ru/contents.asp?id=34228653
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important. Objects. Black locust seeds and seedlings. Materials and methods. Black locust seeds 
were germinated without or with NaCl in irrigation water (range of concentrations 0-300 mM). We 
measured seed germination rate, weight and length of 46 days old seedlings and some stress related 
biochemical markers. Results and conclusions. We found black locust seed germination capacity de-
creased with an increase in the concentration of NaCl (from 93% at 0 mM to 9% at 300 mM). Seed-
lings grown in the presence of NaCl had some morphological alterations and changes in the biochemi-
cal marker values. Strong negative correlation between NaCl concentration in irrigation water and aer-
ial part length to root length ratio was observed. Proposed DNA extraction method allowed to prepare 
DNA with good quality for molecular genetic research. Developed screening system could be used to 
find salt stress tolerant black locust seedling for following identification of stress tolerant genotypes. 
 

Key words: robinia seedlings, robinia genotypes, robinia pseudoacacia, plant salt stress, salt-
resistant plant screening. 
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Актуальность. На засушливых территориях наряду с дефицитом влаги неблагоприят-
ным экологическим фактором часто является засоление почвы. Робиния лжеакация (Robinia 
pseudoacacia L.) широко используется в агролесомелиорации на засушливых землях. Поэтому 
важным представляется выявление генотипов этой породы с повышенной устойчивостью к со-
левому стрессу. Объект. Семена и проростки робинии лжеакации. Материалы и методы. 
Проращивали семена робинии лжеакации и выращивали проростки в присутствии различных 
концентраций NaCl (от 0 до 300 мМ). Оценивалась всхожесть семян, масса и размеры пророст-
ков, а также ряд биохимических показателей, связанных с ответом растений на стресс. Резуль-
таты и выводы. Было установлено, что всхожесть семян робинии снижалась при увеличении 
концентрации NaCl (с 93% при 0 мМ до 9% при 300 мМ). При выращивании в присутствии 
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NaCl также наблюдались определенные изменения в морфологических характеристиках и био-
химических показателях. Была выявлена сильная отрицательная корреляция между концентра-
цией NaCl и отношением длин надземной части и корней проростков. Выделение ДНК предло-
женным методом позволило получить препараты приемлемого для молекулярно-генетических 
исследований качества. Таким образом, разработанную нами систему можно считать подходя-
щей для скрининга солеустойчивых растений робинии лжеакации с последующим выявлением 
устойчивых генотипов молекулярно-генетическими методами. 

 

Ключевые слова: проростки робинии, генотипы робинии, робиния лжеакация, 
солевой стресс растений, скрининг солеустойчивых растений. 
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Введение. Робиния лжеакация (Robinia pseudoacacia L.) является древесной по-
родой, имеющей широкое практическое применение [15]. В частности, это растение 
используется в защитном лесоразведении и агролесомелиорации, преимущественно на 
территориях с засушливыми условиями [5, 9]. В таких зонах на многих участках одно-
временно может наблюдаться и дефицит влаги, и засоление почвы [2]. В то же время 
каждый вид обладает высокой генетической вариабельностью, в результате которой 
многие растения могут проявлять сниженную жизнеспособность под действием стрес-
совых факторов. Указанный факт делает чрезвычайно важным поиск и выявление гено-
типов робинии с более высокой устойчивостью к неблагоприятным факторам окружа-
ющей среды. Очевидно, что для этого необходимо использовать систему скрининга, 
которая позволяет, во-первых, адекватным образом отбирать растения, резистентные к 
определенному стрессовому фактору, и, во-вторых, выделять качественные препараты 
ДНК из отобранных растений. Следовательно, эффективная система скрининга устой-
чивых генотипов должна включать в себя методику выращивания тестируемых расте-
ний в условиях контролируемого стрессирующего воздействия и методику эффектив-
ного выделения ДНК, качество которой будет приемлемо для последующего анализа 
современными молекулярно-генетическими методами. Выращивание растений в усло-
виях контролируемого стресса предполагает возможность произвольно изменять ин-
тенсивность воздействия тестируемого фактора, а все остальные условия выращивания 
будут одинаковыми для всех растений. Обычно такие условия достижимы только в 
условиях лабораторного эксперимента. Однако на сегодняшний день существует огра-
ниченное число работ, в которых в лабораторных условиях тестировалась устойчивость 
растений робинии к солевому стрессу, причем почти все работы выполнены на сеянцах 
2-летнего возраста [6-8, 10, 11, 13]. С другой стороны, массовый отсев чувствительных 
к стрессовым факторам генотипов обычно происходит еще на стадии прорастания се-
мян и раннего развития проростков [20]. Нам удалось выявить лишь две опубликован-
ные к настоящему времени работы, в которых влияние солевого стресса на робинию 
оценивалось на стадии прорастания [3, 21]. Лишь в одной из этих работ [3] из пророст-
ков выделяли ДНК, но для скрининга устойчивых форм описанная модель не использо-
валась. Выделение ДНК  из проростков, выросших в неблагоприятных условиях, может  
иметь определенные сложности, поскольку солевой стресс в качестве защитного кле-
точного ответа стимулирует в растениях синтез вторичных метаболитов, в частности 
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фенольных соединений [4]. Такие метаболиты могут выступать в роли ингибиторов 
ферментов, используемых в молекулярно-генетических методах исследований, или 
мешать выделению ДНК из биологических образцов [18]. Поэтому используемые мето-
дики выделения ДНК должны обладать большей устойчивостью к наличию вторичных 
метаболитов для получения препаратов выделенной ДНК высокого качества [17]. 

Целью данной работы было разработать модельную систему для отбора соле-
устойчивых растений робинии лжеакации на стадии прорастания и раннего развития и 
проверить возможность эффективного выделения ДНК из растений, выращенных в 
условиях солевого стресса. 

Материалы и методы. Объектом исследования стали семена робинии лжеака-
ции Robinia pseudoacacia L. (540 штук), собранные в Суровикинском районе Волго-
градской области России в 2021 году. Перед посевом семена скарифицировали обра-
боткой кипящей водой, после этого выдерживали в воде при температуре 20-25°С в те-
чение 3 часов и высаживали в кассеты с ячейками объемом 28 мл, содержащие 25 мл 
субстрата (перлит: вермикулит 1:1) по 2 семени на ячейку. Полив осуществляли раз-
личными концентрациями раствора NaCl (от 0 до 300 мМ) в день посадки, на 5, 10 и 15 
дни, после этого солевым питательным раствором Хогланда раз в 3-4 дня. 

Всхожесть семян определяли на 10-й день после посева. На 46 день эксперимен-
та растения извлекали из субстрата, взвешивали, измеряли длину и использовали для 
выделения ДНК и определения биохимических показателей. Экстракцию пигментов и 
определение их содержания проводили как описано в работе [19]. Содержание суммы 
фенольных соединений в экстрактах определяли спектрофотометрически с реагентом 
Фолина – Чиокалте [1], а флавоноидов – по образованию окрашенного комплекса с 
хлоридом аллюминия [12]. 

Для выделения ДНК из проростков робинии использовали методику, основан-
ную на описанной в работе [16], с модификациями, направленными на повышение вы-
хода ДНК из образцов с высоким содержанием вторичных метаболитов. Ткани листьев 
растений 100 мг помещали в 2,0 мл пробирку для гомогенизации (СК28), добавляли 800 
мкл экстракционного буфера, содержащего 100 мМ трис(гидроксиметил)аминометана 
(трис)-HCl, 50 мМ этилендиаминтетрауксусной кислоты (ЭДТА), 1 М NaCl, 0,043% 
дитиотреитолом, 2,5% поливинилпирролидона (рН 8,0). Гомогенизировали с помощью 
гомогенизатора Precellys 24 компании Bertin, используя программу 6000-2х30. После 
гомогенизации добавляли 100 мкл 20% SDS, перемешивали и инкубировали при 65°С в 
течение 15 мин. После инкубации добавляли 225 мкл 2М CH3COOK и осторожно пере-
мешивали переворачиванием. Образцы инкубировали в холодильнике при +4 °С в те-
чение 15 минут, а затем центрифугировали при 12000 g в течение 10 минут при ком-
натной температуре. Супернатант переносили в новую пробирку и осаждали ДНК рав-
ным объемом холодного изопропилового спирта. Осадок ДНК осаждали центрифуги-
рованием при 12000 g в течение 10 минут, однократно промывали 70% этиловым спир-
том и ресуспендировали в 100 мкл ТЕ буфера (10 мМ трис и 1 мМ ЭДТА, рН 8). 

Определение концентрации ДНК полученных препаратов определяли флуори-
метрически. Возможность использования выделенной ДНК оценивали по ее способно-
сти к амплификации с универсальными праймерами Uniplant для штрих-кодирования 
по ядерному локусу ITS2: UniplantF – TGTGAATTGCARRATYCMG, UniplantR – 
CCCGHYTGAYYTGRGGTCDC [14]. ПЦР в реальном времени проводили с набором 
реагентов 5X qPCRmix-HS SYBR+LowROX (Евроген, Россия). Амплификацию выпол-
няли с помощью системы Applied Biosystems QuantStudio 5 (Thermo Fisher Scientific, 
США). Реакционную смесь нагревали при 95 °C в течение 10 минут, затем повторяли 
40 циклов амплификации: 30 сек при 95 °C, 30 секунд при 56° C и 60 секунд при 72°C, 
после чего проводили финальную элонгацию в течение 10 минут при 72°C. 
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Для определения статистически значимых различий между группами по иссле-
дуемым количественным показателям пользовались тестом Краскалла – Уоллиса с по-
следующим анализом (post-hoc) по Данну с коррекцией множественных сравнений по 
Сидаку с помощью программы Microsoft Excel с надстройкой Xrealstats 
(https://www.real-statistics.com/). Для выявления наличия ассоциаций между отдельными 
показателями использовали корреляционный анализ по Спирмену. 

Результаты и обсуждение. Для подтверждения применимости разработанной 
нами системы скрининга солеустойчивых форм робинии необходимо было доказать, 
что: (1) солевой стресс вызывает изменения в жизнеспособности растений в зависимо-
сти от концентрации NaCl; (2) под действием солевого стресса происходят изменения в 
биохимических показателях; (3) из проростков, выращенных при всех протестирован-
ных концентрациях NaCl, выделяется ДНК достаточного для молекулярно-
генетических исследований качества. 

Оценка жизнеспособности была основана на способности семян робинии прорас-
тать при различной концентрации соли. Мы обнаружили, что увеличение концентрации 
NaCl в поливной воде в общем вызывает снижение всхожести семян робинии (рисунок 1), 
однако вплоть до концентрации 50 мМ включительно статистически значимых отличий от 
всхожести семян, выращенных в отсутствие NaCl, не наблюдалось (рисунок 2). При кон-
центрации соли 100 мМ всхожесть была статистически значимо ниже, чем у интактных 
семян. Повышение концентрации соли до 150 мМ вызывало резкое (в 2-3 раза) снижение 
всхожести. При этом всхожесть в группах с поливом 150-250 мМ NaCl не имела статисти-
чески значимых отличий. При концентрации соли 300 мМ всхожесть становилась ниже 
10%. Корреляционный анализ по Спирмену показал наличие статистически значимой 
сильной обратной ассоциации между всхожестью и концентрацией NaCl (rs = -0,90303, p = 
0,00034). Схожая динамика зависимости всхожести  была обнаружена в работе [3]. Однако 
в силу различий в методиках нельзя точно сопоставить содержание солей между опытны-
ми группами в этих двух экспериментах. Тем не менее, мы можем констатировать, что в 
обоих экспериментах было выявлено критическое значение уровня солевого стресса, при 
котором происходило резкое снижение всхожести семян. 

Дальнейшее выживание проростков также оказалось зависимым от концентра-
ции соли в поливной воде. К 40-му дню после посева в группах, которые поливались 
водой с содержанием NaCl 200, 250 или 300 мМ, не выжил ни один проросток робинии. 
Поэтому последующие измерения были возможны лишь для проростков, выросших в 
условиях полива 0-150 мМ NaCl. 

 

 
 

Рисунок 1 – Всхожесть семян робинии на десятые сутки, в %, в зависимости от концентрации 

NaCl. Данные представлены в виде медианы с указанием 95%-ного доверительного интервала  
Figure 1 – Germination of robinia seeds on the tenth day, in %, depending on the concentration of 

NaCl. The data is presented as a median with a 95% confidence interval 
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Рисунок 2 – Статистический анализ сравнения всхожести семян робинии при поливе  
растворами NaCl с различной концентрацией соли. Результаты представлены в виде величин 

достигнутого уровня значимости в тесте Краскалла – Уоллеса с последующим анализом  
(post-hoc) по Данну. Зеленым выделены значения, свидетельствующие о статистически  

значимых отличиях в величине всхожести между определенными двумя опытными группами 
после коррекции множественных сравнений по Сидаку 

Figure 2 – Statistical analysis of comparison of germination of robinia seeds with different  
concentrations of NaCl solution watering. The results are presented as the values of the achieved  

significance level in the Kraskel-Wallis test with subsequent Dann post-hoc analysis. Green values 
indicate statistically significant differences in the amount of germination between certain two  

experimental groups after correction of Sidak multiple comparisons  
 

Общая длина проростков при изменении концентрации соли была примерно 
одинаковой во всех исследованных группах, проявляя тенденцию к постепенному 
уменьшению при увеличении концентрации соли (рисунок 3, I). Гораздо более показа-
тельным было соотношение длин надземной части и корня проростков (рисунок 3, II). 
При увеличении концентрации соли в поливной воде наблюдается постепенное, кон-
центрационно-зависимое удлинение корня относительно надземной части проростков. 
Мы выявили сильную обратную корреляцию между концентрацией соли в воде и соот-
ношением длины надземной части проростков к длине корня (коэффициент корреляции 
Спирмена rs = -0,90303, p = 0,00009). В то же время, мы не обнаружили статистически 
значимых различий по массе проростков между какими-либо группами. 

 

 
 

Рисунок 3 – Длина проростков (I) и соотношение длины надземной части к длине корня (II) у 
проростков семян робинии, выращенных при различных концентрациях NaCl. Данные  

представлены в виде медианы с указанием 95%-ного доверительного интервала  
Figure 3 – The seedlings length (I) and the ratio of the aerial part to root length (II) in seedlings of  

robinia grown with various NaCl concentrations.The data is presented as a median with a 95%  
confidence interval 
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Поскольку при различных видах абиотического стресса могут наблюдаться из-
менения в состоянии фотосинтетического аппарата, мы изучили возможное влияние 
солевого стресса на состав фотосинтетических и вспомогательных пигментов у про-
ростков робинии. Мы обнаружили, что только концентрация соли 150 мМ вызывала 
существенное изменение (в сторону повышения) общего содержания хлорофиллов и 
содержания каротиноидов, при остальных концентрациях соли не было достоверных 
отличий от интактных проростков, за исключением снижения содержания каротинои-
дов в группах 25 мМ и 100 мМ NaCl (рисунок 4). Также не было обнаружено статисти-
чески значимых отличий в соотношении содержания хлорофиллов a и b между какими-
либо из исследованных групп. Наоборот, соотношение хлорофиллы/каротиноиды воз-
растало при увеличении концентрации соли от 0 до 25 мМ, а при дальнейшем повыше-
нии концентрации соли это соотношение уменьшалось. 

 

 
 

Рисунок 4 – Содержание фотосинтетических и вспомогательных пигментов в проростках семян 
робинии, выращенных при различных концентрациях NaCl. Данные представлены в виде  

медианы с указанием 95%-ного доверительного интервала 
Figure 4 – Content of photosynthetic and additional pigments in robinia seedlings grown with various 

NaCl concentrations. The data is presented as a median with a 95% confidence interval 
 

Мы также определили содержание вторичных метаболитов фенольной природы, 
которые могут накапливаться в растениях при различных видах абиотического стресса. 
У интактных проростков робинии содержание суммы фенольных соединений состави-
ло от 0,84 до 1,4 мкмоль/г сырой массы растения. У проростков, выращенных на соле-
вых растворах, содержание фенолов в зависимости от концентрации NaCl существенно 
не отличалось, и было в диапазоне от 2,02 до 5,38 мкмоль/г сырой массы растения. 
Схожая картина наблюдалась для флавоноидов: содержание в интактных растениях 
было намного ниже, чем в растениях, выращенных на солевых растворах (рисунок 5). 
При этом максимальное содержание флавоноидов обнаруживалось в растениях, выра-
щенных при концентрациях NaCl 10 и 150 мМ. Таким образом, полученные нами ре-
зультаты показывают, что растения выращенные на солевых растворах отличаются от 
интактных проростков как по жизнеспособности, так и по ряду морфологических ха-
рактеристик и биохимических показателей. 
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Рисунок 5 – Содержание флавоноидов в проростках семян робинии, выращенных при  
различных концентрациях NaCl. Данные представлены в виде медианы с указанием 95%-ного 

доверительного интервала  
Figure 5 – Flavonoid content in robinia seedlings grown with various NaCl concentrations.  

The data is presented as a median with a 95% confidence interval 
 

Поскольку робиния содержит достаточно большие количества вторичных мета-
болитов, для выделения ДНК был использован экстракционный раствор с повышенным 
содержанием солей и добавкой поливинилпирролидона, который может инактивиро-
вать фенольные соединения. Подобный подход позволил выделить достаточные коли-
чества ДНК изо всех проростков (таблица 2). Важным является не только наличие ДНК, 
но и возможность применения ее в молекулярно-генетических исследованиях. По-
скольку многие методы включают в себя использование ПЦР, выделенные препараты 
ДНК не должны содержать в своем составе значимых количеств ингибиторов ампли-
фикации. Проведенный ПЦР анализ с универсальными праймерами к ITS2 показал, что 
все полученные препараты могут быть эффективно амплифицированы (таблица 2). 
Определение температуры плавления полученных ампликонов позволяет определить 
специфичность взаимодействия праймеров с целевой последовательностью ДНК. Если 
это условие соблюдается, то кривые плавления будут иметь совпадающие максимумы. 
На рисунке 6 приведены кривые плавления продуктов амплификации ДНК из пророст-
ков робинии. Все они обладают близкими максимумами температуры плавления – око-
ло 87,5 °C. Это подтверждает хорошее качество препаратов ДНК. 

 

Таблица – Содержание ДНК в препаратах, полученных из проростков, которые росли при раз-
личной концентрации соли, и пороговый цикл амплификации (Ct) 

Table – DNA content in germ-derived preparations that grew at different salt concentrations and 
threshold amplification cycle (Ct) 

Концентрация 
NaCl / NaCl 
concentration 

0 мМ 1 мМ 10 мМ 50 мМ 100 мМ 150 мМ 

Концентрации 
ДНК, нг/мкл (мин-

макс) / DNA 
concentration, ng/μl 

(min-max) 

4-70 25-99 63-130 28-130 4-38 7-27 

Ct (мин-макс)/ 
(min-max) 

20-25 20-25 20-23 21-25 19-22 16-21 
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Рисунок 6 – Кривые плавления ампликонов, полученных при  ПЦР анализе ДНК из проростков 

робинии по ядерному ДНК штрих-коду ITS2 
Figure 6 – Melting curves obtained by PCR analysis of DNA from robinia seedlings using the ITS2 

nuclear DNA barcode  
 

Выводы. По результатам проведенных экспериментов было выявлено, что всхожесть 

семян робинии снижалась при увеличении концентрации NaCl. при выращивании в присут-

ствии соли также наблюдались определенные изменения в морфологических характеристиках и 

биохимических показателях. Соотношение длин надземной части и корней проростков показа-

ло наиболее выраженное изменение: выявлена сильная отрицательная корреляция между этим 

показателем и концентрацией NaCl. Биохимические показатели изменялись в меньшей степени. 

Использованная методика выделения ДНК позволила получить препараты с приемлемым для 

молекулярно-генетических исследований качеством. Таким образом, полученные нами резуль-

таты подтвердили возможность использования разработанной системы для скрининга соле-

устойчивых растений робинии лжеакации на стадии прорастания и раннего развития. 
Conclusions. Our experiments demonstrated that black locust seed germination capacity de-

creased with an increase in the concentration of NaCl (from 93% at 0 mM to 9% at 300 mM). Seed-
lings grown in the presence of NaCl had some morphological alterations and changes in the biochemi-
cal marker values. Strong negative correlation between NaCl concentration in irrigation water and aer-
ial part length to root length ratio was observed. Biochemical markers were less sensitive to NaCl con-
centration elevation. Proposed DNA extraction method allowed to prepare DNA with good quality for 
molecular genetic research. Therefore, developed screening system could be used to find salt stress 
tolerant black locust seedling for following identification of stress tolerant genotypes. 
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