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КАРТОФЕЛЯ IN VITRO
Ч. СУБД, Н. Н. ТРЕТЬЯКОВ, В. Н. ОВЧИННИКОВА*,

О. С. МЕЛИК-САРКИСОВ*, А. 11. ШАРОВА*.
(Кафедра физиологии растений)

Изучали влияние электростатического поля на прямую регенерацию корне
вых и стеблевых эксплантов картофеля in vitro. В ряде вариантов отмечена 
интенсификация процесса прямой регенерации на стеблевых и корневых эксп- 
лантах картофеля под воздействием электростатическими полями напряженно
стью Е = +10 кВ/м и Е = -10 кВ/м. Отмечена сортовая особенность реакции. 
Электростимуляция перспективна при регенерации растений в культуре ткани, 
в т.ч. трансгенных растений, где необходима ускоренная регенерация с целью 
предотвращения нежелательной сомаклональной изменчивости.

Регенерация растений путем орга
ногенеза состоит в появлении побегов 
однополюсных структур. Побеги мо
гут быть физически связаны с тка
нью экспланта, могут появляться из 
дедифференцированных каллусных 
клеток или образовываться в резуль
тате активации роста скрытых стеб
левых инициалей [9]. Таким образом, 
регенерация растений может осуще
ствляться посредством непрямого ор
ганогенеза (через стадию каллусоге- 
неза) и прямого (непосредственно из 
тканей экспланта).

Прямая регенерация дает возмож
ность получать растения-регенераты 
без дедифференцировки экспланта, 
минуя стадию каллусогенеза, и соот
ветственно с минимальной вероят
ностью получения нежелательных 
сомаклональных форм. Прямая реге
нерация обычно происходит непосред
ственно на среде индукции, т.е. не 
требует пассажей с последовательной 
сменой нескольких гормональных ва
риантов сред, что экономически вы
годно и при этом ускоряется процесс

получения регенерантов. Такие пре
имущества прямой регенерации позво
ляют использовать данный метод и в 
экспериментах по генетической транс
формации растений.

Прямая регенерация растений мо
жет осуществляться двумя различны
ми путями: через формирование со
матических эмбриоидов непосредст
венно на тканях экспланта (чаще все
го незрелых зародышей) и через об
разование адвентивных побегов из 
меристематических тканей эксплан
та [1].

Процесс прямой регенерации, по
мимо определяющей роли генотипа, 
зависит от типа экспланта, гормо
нального состава культуральной сре
ды и некоторых других особенно
стей культивирования, в т.ч. и от 
влияния физических факторов [7].

Одним из способов повышения мор
фогенетической активности культиви
руемых тканей является их электро
стимуляция. В условиях электроста
тического поля не только увеличи
валась интенсивность прямой реге-

* ВНИИ сельскохозяйственной биотехнологии. Работа выполнена в рамках про
граммы ФЦП «Интеграция».
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нерации на эксплантах листовых дис
ков ряда культур (вишни, земляни
ки, киви), но даже наблюдалось об
разование эмбрионоподобных струк
тур у груши, чего не отмечалось в 
контроле [4].

Воздействие электростатического 
поля на этапе микроразмножения 
проявилось в увеличении дополни
тельной пролиферации пазушных 
почек и усилении роста микропобега. 
Электростатическое поле уменьша
ет величину пластохрона. Это обес
печивает увеличение количества за
чаточных листьев (места синтеза аук
синов), стимулирует рост меристе- 
матических верхушек в длину [3, 8].

Формированию дифференцирован
ных структур всегда предшествует 
поляризация клетки, где ведущая 
роль принадлежит возникновению 
биоэлектрических потенциалов [6].

Появление эндогенных электри
ческих токов, входящих в растущие 
и выходящих из закончивших рост 
участков клетки, является одной из 
наиболее ранних реакций растений 
в процессе дифференцировки рас
тительных клеток, характеризую
щихся полярным типом роста (зиго
ты водорослей, прорастающая пыль
ца, корневые волоски, зародыши 
и др.). Эти электрические токи, как 
правило, предшествуют морфологи
ческим изменениям. Поляризация и 
в первую очередь возникновение 
электрических токов имеют важное 
значение и на дальнейших этапах 
роста и развития зародыша [13-14].

При действии постоянным элект
рическим током (контактным спосо
бом) силой 1 мкА на 70% увеличи
вался прирост массы каллуса и в 
5 раз повышалась частота побегооб
разования [11-12]. Пропускание посто
янного тока силой 2 мкА через кал- 
лусные инокулюмы кукурузы вызы
вало усиление роста тканей и значи
тельное повышение частоты форми
рования корней, почек и побегов [5].

Можно предположить, что в ус
ловиях стресса клетки выходят за 
норму реакции данной программы 
дифференцировки, свойственную 
клеткам растений, и могут переходить 
на другую программу, в т.ч. и морфо
генетическую. Известно, что многие 
морфогенетические эффекты могут 
проходить только при определенных 
электрических потенциалах на мемб
ранах клетки [2].

Вместе с тем не определено влия
ние силы, направления и продолжи
тельности воздействия электростати
ческого поля и прямого электричес
кого тока, а также состояния обра
батываемых тканей на морфогенез.

В связи с этим задачей данной 
работы был анализ эффективности 
воздействия электростатическими 
полями, положительной и отрица
тельной направленности на процесс 
прямой регенерации корневых и 
стеблевых эксплантов картофеля 
различных генотипов (сортов).

Методика

Исследования проводили в лабо
ратории физиологии растений МСХА 
и в лаборатории безвирусных куль
тур ВНИИ СБ РАСХН. В опыте ис
пользовали пробирочные растения 
картофеля сортов Удача, Романо, 
Шийр 6 (монгольской селекции).

Экспланты — отрезки стеблей без 
почек и отрезки корней размером
1 см — помещали в чашки Петри на 
культуральные среды Мурасиге и 
Скуга, различающиеся по составу 
гормонов (табл. 1). Такой гормональ
ный состав сред наиболее эффекти
вен для процесса прямой регенерации 
картофеля для выбранных нами ти
пов эксплантов [10].

Чашки Петри с эксплантами по
мещали в электростатические поля 
с экспериментально определенными 
в предыдущих опытах параметрами: 
+10 кВ/м и -10 кВ/м [8].
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Электростатические поля создава
ли генератором высокого напряжения 
В-524. Один полюс источника тока со
единен с токопроводящей пластиной, 
на которой устанавливаются штати
вы с пробирками, другой — с метал
лической сеткой 2x2 мм, расположен
ной над нижней пластиной на высоте 
25-30 см. Напряженность электроста
тического поля между пластинами 
зависела от напряженности (U) тока, 
подаваемого на пластины установки, 
и расстояния (I) между пластинами.*

Воздействие электростатическим 
полем на экспланты было постоян
ным в течение всего пассажа и про
должалось 30 дней. Опыты проводи
лись в 6-кратной повторности.

Культивирование вели в клима
тической камере «Фитотрон» кафед
ры физиологии растений при 16-ча- 
совой продолжительности светового 
дня и температуре +20°С ночью и 
+25°С днем, освещенности 3000 лк 
(ДРИ-2000-6).

Результаты и их обсуждение

Прямая   регенерация   корней.  В
опыте использовали культуральные 
среды, различающиеся только по 
качественному составу цитокининов. 
В культуральную среду №1 был до
бавлен зеатин в концентрации 1 мг/л, 
в составе среды №2 — 6-БАП в та
кой же концентрации. Экзогенные 
фитогормоны являются основным 
средством индукции морфогенеза в 
культуре in vitro растений, в т.ч. и 
у картофеля.

Проявилась зависимость эффек
тивности прямой регенерации от сор
та и регуляторов роста под влияни
ем электростатических полей раз
личной направленности.

У сорта Удача в контрольном ва
рианте (Е = 0 кВ/м) не отмечено раз
ницы во влиянии гормонов на изуча
емый процесс. Образование узлов (то
чек) регенерации на эксплантах разви
валась равномерно в течение всего



периода культивирования (10, 20, 30 
дней) и достигла к концу пассажа 
76,4% на среде с 6-БАП и 78,5% на 
среде с зеатином (рис. 1, 2).

В то же время под воздействием 
электростатических полей как положи
тельной, так и отрицательной направ
ленности на среде с зеатином не толь
ко увеличивалось образование морфо
генных узлов, но и ускорялся процесс. 
Так, уже через 20 дней культивирова
ния у 100% корневых эксплантов это
го сорта в поле напряженностью (Е = 
= + 10 кВ/м) образовались морфоген
ные узлы. Электростатическое поле 
(Е = -10 кВ/м) в меньшей степени ак
тивизировало регенерацию. За 30 дней 
этот процесс составил 86,8% (рис. 1).

На среде с 6-БАП у данного сорта 
под воздействием электростатических 
полей как положительной, так и от
рицательной направленности одина
ково увеличивалась прямая регенера
ция корневых эксплантов картофе
ля — соответственно на 20,1 и 17,1% 
по сравнению с контролем (рис. 2).

У сорта монгольской селекции 
Шийр 6 на среде регенерации с зе
атином не наблюдалось положитель
ной реакции корневых эксплантов на 
воздействие электростатических 
полей. Так, при воздействии (Е =

= -10 кВ/м) показатели регенера
ции эксплантов на 30-й день не пре
вышали контрольный вариант. Кро
ме того, даже наблюдалось ингиби
рование данного процесса при (Е = 
= +10 кВ/м) (рис. 1).

В то же время на средах с 6-БАП 
через 30 дней отмечали 100%-ю реге
нерацию под воздействием электро
статического поля (Е = -10 кВ/м), при 
положительной направленности (Е = 
= +10 кВ/м) реакция эксплантов не 
отличалась от контрольного вариан
та (рис. 2).

Аналогично и у сорта Романо на 
среде с зеатином не отмечено раз
личий между контролем и вариан
тами с воздействием электростати
ческими полями как положительной, 
так и отрицательной направленнос
ти. Через 30 дней культивирования 
процент регенерации составил соот
ветственно 82,8 и 82,8% (рис. 1).

В то же время на средах с 6-БАП 
уже через 20 дней отмечали 99,5%-ю 
регенерацию под воздействием элек
тростатического поля (Е = -10 кВ/м). 
Реакция эксплантов на воздейст
вие электростатического поля по
ложительной направленности (Е = 
= +10 кВ/м) была немного ниже, чем 
в контрольном варианте (рис. 2).



Таким образом, можно сделать 
вывод, что при воздействии элект
ростатическими полями на процессы 
прямой регенерации корневых эксп
лантов картофеля проявилось харак
терное для этого процесса влияние 
генотипа (сорта) и состава культураль
ной среды. В ряде случаев отмечен 
максимальный процент регенерации 
уже на 20-й день экспозиции эксп
лантов в электростатических полях. 
Наблюдаемое варьирование показа
телей регенерации в вариантах опы
та, очевидно, объясняется также и 
гетерогенностью корневых эксплантов 
растений одной линии (сорта).

Прямая регенерация на стеб
левых эксплантах. В среде реге
нерации № 3 использовали гормоны 
в следующих концентрациях: 6-БАП 
(2,5 мг/л), также зеатин (1 мг/л) с 
НУК (0,1 мг/л), а в среде №4 со
держание зеатина было выше —
5 мг/л и 0,2 мг/л ИУК.

Прямая регенерация на стеблевых 
эксплантах картофеля в отличие от 
корневых эксплантов проявилась на 
30-й день. На среде с 6-БАП и зеати
ном у всех трех сортов было отмече
но положительное влияние на дан
ный процесс обработки электростати
ческими полями как положительной, 
так и отрицательной направленности.

У сорта Удача почти одинаковый 
стимулирующий эффект получен и 
при положительном и отрицательном 
электростатических полях. Регенера
ция на стеблевых эксплантах на 13- 
15% превышала контрольный вари
ант (рис. 3). У сортов Шийр 6 и Ро
мано регенерация была существенно 
выше под воздействием отрицатель
ного поля соответственно на 23 и 
15,5%. Положительные поля лишь 
незначительно (на 5%) у обоих сор
тов увеличивали регенерацию на 
стеблевых эксплантах (рис. 3).

Одинаковую реакцию на воздей
ствие электростатических полей на

Рис. 3. Динамика регенерации стеб
левых эксплантов при среде регенера
ции (стебли-1), %

среде с зеатином и ИУК показали 
сорта Удача и Шийр 6. В данном слу
чае только положительное электро
статическое поле способствовало уве
личению выхода регенерантов на 15% 
по сравнению с контролем. Отрица
тельное электростатическое поле на 
5-7% снижало регенерацию в срав
нении с контролем (рис. 4). У сорта 
Романо регенерация в условиях по
ложительного электростатического 
поля была почти на 11% меньше, чем 
в контроле. Различия между конт
рольным вариантом и воздействием 
отрицательным полем несущественны
(3%).

В случае стеблевых эксплантов так 
же, как и при прямой регенерации 
корневых эксплантов, наблюдались 
различия в реакции генотипа (сорта) 
и гормонального состава культураль
ных сред при воздействии электро
статических полей разной направлен
ности.

Выход регенерантов. После 30 
дней воздействия электростатических 
полей экспланты пересаживали на 
среды аналогичного гормонального 
состава. Учет выхода регенерантов 
определяли через 30 дней в конце
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Рис. 4. Динамика регенерации стеб
левых эксплантов на среде регенерации 
(стебли-2), %

второго пассажа. О выходе регенеран
тов можно судить по данным табл. 2.

Так, на корневых эксплантах при 
воздействии положительного электро
статического поля (Е = +10 кВ/м) вы
ход регенерантов в 5 вариантах из 6 
был выше на 22-48%, чем в контроле. 
При воздействии отрицательного поля 
(Е = -10 кВ/м) увеличение составило 
от 10 до 41%, а в 2 вариантах этот 
показатель был ниже контроля.

На стеблевых эксплантах воздей
ствие электростатическими полями 
во всех вариантах способствовало 
значительному увеличению выхода 
регенерантов. На среде № 4, содер
жащей ИУК с зеатином в концентра
ции 0,2 и 5 мл/л, у всех 3 сортов вы

ход регенерантов был выше при воз
действии электростатического поля 
Е = +10 кВ/м по сравнению с полем 
Е = -10 кВ/м. На среде № 3 (содер
жание зеатина, 6-БАП и НУК соот
ветственно 2,5, 1 и 0,1 мл/л) при воз
действии поля Е = +10 кВ/м этот по
казатель у сорта Удача был ниже, чем 
при воздействии поля Е = -10 кВ/м. 
У сорта Шийр 6 выход регенерантов 
был на 15% больше в варианте с воз
действием поля Е = +10 кВ/м по срав
нению с полем напряженностью Е = 
= -10 кВ/м. У сорта Романо оба вари
анта не различались по количеству ре
генерантов.

Регенеранты, полученные на кор
невых и стеблевых эксплантах при 
воздействии исследуемых электроста
тических полей и сред, были морфо
логически выравнены и при дальней
шей пересадке укоренялись и давали 
нормально развитые растения.

Заключение
В результате эксперимента в ряде 

вариантов отмечена интенсификация про
цесса прямой регенерации на стеблевых 
и корневых эксплантах картофеля элект
ростатическими полями напряженностью 
Е = +10 кВ/м и Е = +10 кВ/м. Выявлены 
различия в сортовых реакциях на воздей
ствие электростатических полей. Следу
ет отметить более устойчивые положи
тельные действия на регенерацию как 
корневых, так и стеблевых эксплантов 
при воздействии электростатического 
поля Е = +10 кВ/м по всем вариантам 
сред у сорта Удача и по трем вариантам



сред у сортов Шийр 6 и Романо. Эффек
тивность воздействия поля Е=-10 кВ/м 
оказалась меньшей. Интенсивность мор
фогенетических процессов, очевидно, свя
зана с такой характеристикой, как скоро
спелость или позднеспелость сортов. Мор
фогенетические процессы и регенерация 
как стеблевых, так корневых эксплантов 
были выше у скороспелых сортов Удача 
и Шийр 6 по сравнению с позднеспелым 
сортом Романо.

На корневых эксплантах регенераци
онные процессы шли интенсивнее по срав
нению со стеблевыми в большинстве ва
риантов опыта с воздействием электроста
тическими полями и средам с различным 
содержанием гормонов (рис. 1, 2). Интен
сивность регенерации корневых эксплан
тов достигала максимального значения 
уже на 20-й день, что делает возможным 
сократить сроки регенерации, чем при ис
пользовании стеблевых эксплантов. Боль
шая эффективность электростимуляции 
при регенерации корневых эксплантов от
мечена в среде, содержащей 6-БАП.

Однотипность реакции как корневых, так 
и стеблевых эксплантов на действие элект
ростатических полей разной направленнос
ти, возможно, объясняется различиями в 
гормональном балансе этих органов (в ре
зультате их поляризации) в процессе реге
нерации, которые занимают на поверхнос
ти сред горизонтальное положение (не 
обычное для осевых органов).

Мы предполагаем, что электростимуля
ция перспективна при регенерации расте
ний в культуре ткани, а также из трансген
ных растений, где необходима ускоренная 
регенерация с целью предотвращения сомак- 
лональной генетической изменчивости.
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SUMMARY
Effect of electrostatic area on direct regeneration of root and stem explants of 

potato in vitro was studied. In a number of versions intensification of direct regeneration 
process was noted on stem and root potato explants under the influence of electrostatic 
areas with intensity E = +10 mVm and E = -10 mVm. Varietal feature of the reaction 
on the effect of electrostatic areas has been noted. Electrostimulation is long-term with 
plant regeneration in textile culture, including that of transgenic plants where 
accelerated reaction is necessary to prevent undesirable somaclonal variability.
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