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В статье обсуждается вопрос о влиянии регуляторов роста растений на морфо
генез люпина узколистного в культуре in vitro. Показано, что наибольшее количество 
микропобегов без видимых изменений в морфологии формировалось в присутствии 
2,25 мкМ 6-БАП и 4,5 мкМ ИМК. Разработанный протокол может быть использован 
для проведения агробактериальной трансформации люпина узколистного и регенера
ции трансгенных растений.
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Люпин узколистный (Lupimis angustifolius L.) благодаря высокому содержанию 
белка в семенах и зеленой массе является ценной кормовой культурой. Селекцион
ные работы по люпину направлены на получение скороспелых, низкоалкалоидных, 
высокоурожайных сортов со сбалансированным аминокислотным составом, пригод
ных к технологическим операциям, устойчивых к болезням и вредителям. Одним из 
путей ускорения селекционного процесса является сочетание методов классической 
селекции и биотехнологии.

Люпин, как и большинство бобовых культур, считается сложным объектом ис
следований в культуре in vitro в связи с низким морфогенетическим потенциалом 
культивируемых эксплантов, что не позволяет использовать предлагаемые техноло
гии в дальнейших исследованиях, например, по генетической инженерии [2, 4]. Кро
ме того, полученные in vitro растения-регенеранты люпина обладают низкой способ
ностью к укоренению, которая составляет не более 27% [5].

Таким образом, является актуальным оптимизировать условия культивирова
ния изолированных органов и тканей люпина узколистного с целью повышения мор
фогенетической активности изолированных эксплантов на разных этапах клонально
го микроразмножения.

Методика
В работе использовали сорта и образцы люпина узколистного: Ладный, Деко, 

Куршавель, Миртан. В качестве первичного экспланта использовали: 1) пазушные 
почки с семядолей и сегментом зародышевой оси; 2) верхушечные почки, изолиро
ванные с 3-суточных проростков.
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Результаты и их обсуждение

На этапе введения в культуру наши исследования были направлены на выявле
ние оптимальных условий для эффективной первичной регенерации и дальнейшего 
роста регенерантов. Исследования показали, что использование в качестве первич
ного экспланта верхушечных почек позволяет получать только один побег, в то время 
как из пазушных почек формируется, как правило, 2-4 побега, и эффективность ре
генерации растений составляет в среднем 93,3%. По-видимому, семядоли являются 
дополнительным источником питательных веществ и оказывают влияние на более 
быстрое формирование побегов. Продолжительность образования побегов состав
ляет 14 сут. Существенных различий по эффективности регенерации между иссле
дуемыми генотипами нами не было отмечено, что обуславливает возможность их 
применения для получения стабильной регенерации побегов из почек.

Другим подходом к увеличению регенерационного потенциала зернобобовых 
культур in vitro является культивирование сегментов незрелых зародышей [6]. В на
шей работе в качестве первичных эксплантов были использованы семядоли с пазуш
ной почкой, изолированные из незрелых зародышей на стадии восковой спелости. 
В питательную среду добавляли различные концентрации КИН и 6-БАП. Наилуч
шие результаты были получены в вариантах с присутствием КИН в концентрации 
1,13 мкМ или 6-БАП в концентрации 2,25 мкМ, существенных различий по регенера
ционной способности между сортами и типами первичных эксплантов не наблюдали 
(рис. 1).

Таким образом, проведенные эксперименты показали, что наиболее предпо
чтительным источником первичных эксплантов являются трехсуточные проростки 
люпина, поскольку в отличие от незрелых зародышей их легче получать из семян без 
выращивания донорных растений в теплице. Кроме того, пазушные почки с семядо
лей и фрагментом зародышевой оси являются оптимальным первичным эксплантом 
при клональном микроразмножении, а также для проведения дальнейших исследова
ний по агробактериальной трансформации люпина узколистного.

Известно, что люпин узколистный, как и другие бобовые культуры, требовате
лен к составу питательной среды. При культивировании микрорастений люпина in 
vitro обычно используют высокие концентрации 6-БАП, которые, как правило, при
водят к появлению ряда нежелательных эффектов, таких как снижение регенераци
онной способности, витрификация, карликовость и потеря способности к корневому
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Рис. 1. Среднее количество побегов с одного экспланта, шт.: А — в присутствии 1,13 мкМ кине-
тина, В — в присутствии 2,25 мкМ 6-БАП

органогенезу [5]. На этапе микроразмножения было изучено влияние КИН и 6-БАП 
в концентрациях от 0,45 до 6,75 мкМ на эффективность регенерации (рис. 2).

Установлено, что использование 6-БАП в концентрации 2,25 мкМ приводило 
к формированию витрифицированных побегов, в то время как применение 6-БАП 
в концентрации 4,5 мкМ — к образованию каллусной ткани. Наиболее быстрое раз
витие побегов из пазушных почек наблюдали в вариантах без добавления регуля
торов роста (10-12 сут.), при повышении концентрации КИН и 6-БАП до 2,25 мкМ 
время развития побегов увеличивалось до 14-15 сут., а при использовании более вы
соких концентраций — до 20-22 сут.

Таким образом, для получения первичной регенерации из пазушных почек 
люпина узколистного наиболее оптимальной является питательная среда на осно-

Рис. 2. Эффективность регенерации люпина узколистного
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ве минеральных солей по Мураснге-Скугу с добавлением витаминов по Гамборгу 
и 2,25 мкМ 6-БАП или 1,13 мкМ КИН.

Одной из целей клонального микроразмножения является получение макси
мального количества мериклонов, характеризующихся быстрым ростом и правиль
ной морфологией. В наших исследованиях оценивали влияние питательных сред 
различного гормонального состава на количество и качество растений-регенерантов 
люпина узколистного (рис. 3).

Рис. 3. Эффективность микроразмножения различных сортов люпина узколистного

Установлено, что увеличение концентрации 6-БАП в питательной среде более
2.25 мкМ стимулировало развитие 9-15 микропобегов на одном экспланте. Однако 
повышение концентрации оказалось неэффективным, поскольку регенераты были 
витрифицированы и впоследствии погибали. При культивировании микрорастений 
люпина  в  течение  двух  пассажей  в   присутствии  6-БАП  или  КИН  в  концентрации
2.25 мкМ также были выявлены изменения в морфологии побегов и отмечено сниже
ние общего количества мериклонов.

На этапе микроразмножения для исследуемых генотипов люпина узколистного 
наиболее оптимальной была среда, содержащая 2,25 мкМ 6-БАП и 4,5 мкМ ИМК, 
на которой формировалось наибольшее количество микропобегов без видимых из
менений их морфологии. Следует отметить, что использование данного протокола 
позволяет получать в течение 6 пассажей от 3888 до 10277 шт. микрорастений, кото
рые после длительного культивирования в условиях in vitro сохраняют способность 
к укоренению. Полученные нами данные по ризогенезу (25,0-33,3%) были суще
ственно выше результатов, полученных другими авторами для регенератов люпина 
узколистного (10-13,3%) [5].

Выводы

1. Разработанные протоколы регенерации позволяют проводить клональное микро
размножение исследуемых генотипов люпина узколистного в течение шести пассажей при 
индукции побегообразования из пазушных почек.

2. Введение в состав питательной среды 4,5 мкМ ИМК позволяет избежать негативно
го влияния 6-БАП на морфологию и ростовые показатели микрорастений люпина узколист-
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ного. Такой подход исключает этапы культивирования микрорастений на безгормональной 
питательной среде и дает возможность получать большее количество мериклонов при одина
ковом числе пассажей.

3. Показана возможность индукции ризогенеза у микрорастений люпина узколистно
го после трех пассажей культивирования в присутствии ИМК, что исключает из технологии 
трудоемкую процедуру прививки побегов.
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SUMMARY

Effect of growth regulators on narrow-leaved lupine morphogenesis in vitro is considered 
in the article. The presence of 6 - BAP (2.25 цМ) and IBA (4.5 цМ) has been found to provide the 
highest multiplication ratio. The protocol worked out can be used for agro-bacterial transformation 
in narrow-leaved lupine and transgenic plants regeneration.

Key words: narrow-leaved lupine, morphogenesis, growth regulators, isolated explants, in
vitro.
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