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Проводили исследования индукции соматического эмбриогенеза груши. Опы
ты показали, что индукция соматического эмбриогенеза зависит от сорта, состава 
питательной среды, типа экспланта. Большая регенерационная способность отме
чена у сорта Бураковка, Память Яковлева, подвоя ГП № 217. Чаще регенерация 
отмечалась на среде NN с тизуроном.

Решение многих вопросов традици
онной селекции, технологий возделы
вания сельскохозяйственных растений 
в настоящее время становится воз
можным, применяя методы биотехно
логии, в частности, генной инжене
рии. Непременным условием получе
ния трансгенных растений является 
адвентивный органогенез из сомати
ческих тканей. Индукция соматичес
кого эмбриогенеза является ключевым 
шагом в применении техники генной 
инженерии, а также начальным и 
очень важным этапом в получении 
«искусственных семян». Последнее 
может принципиально изменить по
нятие питомник.

Индукция соматического эмбрио
генеза — явление многоплановое и 
зависит от способности специализи
рованных соматических клеток пре
вратиться в биполярную структуру.

Для различных типов плодовых 
растений показано значительное вли
яние генотипа, состава питательной 
среды, типа эксплантов и его проис
хождения, условий культивирования 
на данный процесс. Работы по реге
нерации груши проводились на ог
раниченном числе зарубежных сор
тов европейской селекции. Современ
ный сортимент груши центральной

зоны России представлен сортами, 
в создании которых участвовала гру
ша уссурийская. Многие зарубежные 
исследователи в качестве эксплан
тов использовали генеративные тка
ни, что недопустимо при целенап
равленной селекции и дальнейшем 
вегетативном размножении. Анали
зируя существующую литературу по 
данному вопросу можно сделать сле
дующий вывод: несмотря на возмож
ность использовать в практической 
работе данные существующих авто
ров, в работе с такими трудными 
гетерозиготными плодовыми культу
рами необходимо проводить полно
масштабные исследования для каж
дого конкретного случая. Наши ис
следования показали, что на процесс 
соматического эмбриогенеза влияют 
следующие факторы: генотип, хими
ческий состав питательной среды, 
тип экспланта.

Цель данной работы — поиск ус
ловий регенерации адвентивных по
бегов ряда сортов и подвоев груши 
российской селекции.

Материал и методика
В качестве объекта исследований 

были использованы сорта и подвои 
груши ( P y r u s  communis L.), культи
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вируемые in vitro. Культуру груши 
поддерживали на питательной сре
де 1-2 мг/л БАП, 0,2 мг/л ИМК,
0,3 мг/л ГК, 20 г/л сахарозы и 7 г/л 
агара (в зависимости от сорта) [1]. 
Укоренение побегов груши проводи
ли на аналогичной среде с уменьшен
ным вдвое содержанием NH4N03, со
держащей 0,5 мг/л ИМК, 10 г/л са
харозы и 7 г/л агара.

Для экспериментов по регенера
ции были использованы листья с уко
рененных растений, на которые на
носили несколько надрезов и поме
щали адаксиальной стороной на 
поверхность питательной среды для 
регенерации в чашке Петри (по 8- 
15 в каждую).

Регенерацию проводили на пита
тельной среде МС [2], NN [3], N6 [4] 
с добавлением ТДЗ, БАП, НУК, ГК, 
100 мг/л мезоинозита, 100 мг/л гид
ролизата казеина и 7 г/л агара. pH 
среды до автоклавирования и добав
ления агара доводили до 5,6-5,8. Ре
гуляторы роста растений и гидроли
зат казеина стерилизовали фильтро
ванием и добавляли в среду после 
автоклавирования.

Растения выращивали при следую
щих условиях: фотопериод •— 16/8 ч, 
температура — 23~25°С, освещен
ность 3000-3500 лк и пересаживали 
каждые 6 недель. В экспериментах 
по регенерации экспланты культи
вировали в полной темноте при 23°С 
в течение 9 недель.

Результаты и обсуждение
Генотип — один из наиболее важ

ных факторов, влияющих на орга
ногенез. Поэтому свои исследования 
по регенерации адвентивных побе
гов груши из соматических тканей 
мы начали с оценки морфологичес
кого потенциала сортов груши раз
личного генетического происхожде
ния, которые возделываются в сред
ней полосе европейской части России.

В этом эксперименте мы использо
вали стандартную питательную сре
ду, применявшуюся в других иссле
дованиях по регенерации груши, а 
именно: минеральные соли по МС, 
20 г/л сахарозы, 5 мг/л ТДЗ, 0,5 мг/л 
НУК, 0,1 мг/л ГК. Всего протести
ровали 9 сортов и 2 подвоя. Резуль
таты представлены в табл. 1.

Т а б л и ц а  1  
Влияние генотипа на регенерацию 

адвентивных побегов груши 
из листовых эксплантов

В целом, при данных условиях 
эксперимента, сорта груши облада
ли довольно низкой частотой реге
нерации, а некоторые не регенери
ровали побеги вообще. Первые про
ростки в эксплантах появились после 
30 дней культивирования. Такая ча
стота регенерации является явно 
недостаточной для проведения гене
тической трансформации и получе
ния трансгенных растений груши. 
Поэтому с целью повышения час
тоты образования побегов провели 
ряд экспериментов по определению 
оптимальных условий их регенера
ции, для чего отобрали сорта с наи
большим регенерационным потен
циалом — Бураковку, Память Яков
лева и подвой ГП № 217 и сорт Моск
вичка, не давший побегов в предва
рительных экспериментах. Изучали 
влияние минеральных солей, кон
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центрации сахарозы и регуляторов 
роста.

Для исследования влияния мине
рального состава среды на регенера
цию мы использовали среды с пол
ным или половинным содержанием 
макросолей по МС, среду NN и сре

ду N6. Эти питательные среды ши
роко используются в экспериментах 
по регенерации груши и яблони. В 
качестве эксплантов использовали 
листья (JI) и черешки (Ч). Результа
ты эксперимента представлены в 
табл. 2.

В эксперименте использовались 
также варианты с сортом Москвич
ка, но ни в одном варианте регене
рации не наблюдалось.

Табл. 2 позволяет сделать вывод о 
несомненном преимуществе среды NN 
в частоте регенерации побегов над 
всеми остальными вариантами (ни на 
среде V2 макро МС, ни на N6 регене
рации не наблюдалось вообще). Самое 
обильное образование каллуса также 
наблюдалось на среде NN, в меньшей 
степени — на среде с половинным со
держанием макросолей МС, еще в 
меньшей — на среде МС и на среде 
N6 каллус практически не регенери
ровал. Среда NN также оказалась луч
ше и по числу побегов для Бураковки.

Причина этого может заключать
ся в значительно более низком со
держании минеральных солей в сре
де NN по сравнению с МС (2,2 и 
4,5 г/л соответственно). Улучшение 
регенерации при снижении концен
трации минеральных солей в среде 
также наблюдалось у черемухи [5] и 
у сои [6]. Это можно объяснить раз

личным осмотическим давлением, 
которое влияет на доступность ми
неральных элементов питания, ре
гуляторов роста, их метаболизм и 
активность при различных pH.

Важную роль при регенерации 
может также иметь соотношение 
аммонийного и нитратного азота, 
неодинаковое для различных гено
типов [7]. Возможно, этим можно 
объяснить отсутствие регенерации 
как побегов, так и каллуса на среде 
N6, которая отличается по этому 
показателю от среды NN (1:4 и 1:2 
соответственно).

Углеводы в питательной среде 
выполняют две функции — они яв
ляются источником углерода, а так
же осморегуляторами. Показано, что 
наиболее эффективным углеводом 
для регенерации является сахароза 
[8, 9] Мы использовали пять различ
ных концентраций сахарозы — 10, 
20, 30, 40 и 50 г/л. Результаты экс
перимента представлены в табл. 3.

Из табл. 3 видно, что регенера
ция на 10 г/л не происходило совер
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шенно, незначительная наблюдалась 
на 20 г/л, а максимум регенерации — 
при концентрации 30 г/л, затем ре
генерация снижалась с увеличени
ем концентрации. Влияние сахарозы 
также сказывалось на количестве и 
характеристиках каллуса. Максимум 
образования каллуса наблюдался при 
20-40 г/л, при 10 и 50 г/л количество 
каллуса снижалось, причем при 10 и 
20 г/л каллус имел рыхлую струк
туру и кремовую окраску, в то вре
мя как при 30-50 г/л каллус имел 
белую окраску и плотную структу
ру. В ряде работ с грушей было по
казано, что влияние концентрации 
сахарозы сильно зависит от геноти
па [10]. В наших экспериментах ни в 
одном варианте не наблюдалось ре
генерации сорта Москвичка.

Регуляторы роста растений игра
ют одну из ключевых ролей в реге
нерации. Для большинства видов пло
довых деревьев инициация каллуса 
и индукция побегов происходит на 
одной и той же среде, которая со
держит ауксины и цитокинины. В 
эксперименте мы сравнивали два 
наиболее широко используемых для
84

регенерации побегов из соматичес
ких тканей древесных культур ци- 
токинина — Б АП и ТДЗ, производ
ное фенилмочевины. Результаты 
представлены в табл. 4.

Тип цитокинина оказал суще
ственное влияние на регенерацию: в 
вариантах с БАП регенерации побе
гов не происходило, а с ТДЗ опти
мальным оказался вариант с 3 мг/л 
ТДЗ и 0,5 мг/л НУК. Кроме того, на 
средах с содержанием БАП не про
исходило образование каллуса — не
значительное количество каллуса на
блюдалось только в варианте 5 мг/л 
БАП с 1 мг/л НУК.

Преимущество производных фе
нилмочевины над БАП по цитокини- 
новой активности показано на целом 
ряде древесных культур — яблоне 
[11], груше [10, 12], черешне и че
ремухе [5]. Вместе с тем примене
ние ТДЗ может вызывать и ряд не
гативных побочных эффектов, на
пример, витрификацию [13]. В наших 
экспериментах иногда появлялись 
витрифицированные побеги, но не
известно, связано ли это с ТДЗ или 
с другими причинами. После пере



Влияние ориентации эксплантов 
изучали в вариантах с их размеще
нием адаксиальной (верхней) и абак- 
сиальной (нижней) поверхностью ли
ста на питательную среду. Резуль
таты эксперимента представлены в 
табл. 5.

Ориентация оказала существенное 
влияние только на сорт Бураковки — 
регенерация заметно снизилась, ког
да со средой контактировала ниж
няя сторона листа.

Литературные данные, касающи
еся вопроса влияния ориентации на

носа таких проростков на среду для 
размножения через 2~3 субкульти
вирования витрификация исчезала, 
а укоренение таких побегов тре
бовало больше времени, чем обыч
но, что также отмечалось для клена 
[14].

В качестве ауксина мы использо
вали НУК, которая более стабильна 
в культуре ткани. НУК является 
наиболее предпочтительным аукси
ном из-за ее синергетического эф
фекта с цитокининами на индукцию 
побегов [15].



регенерацию, противоречивы — для 
различных древесных культур опти
мальной была ориентация различны
ми сторонами экспланта [16, 17]. Как 
предполагают, увеличение частоты 
регенерации при помещении листьев 
на среду адаксиальной стороной мо
жет быть связано с увеличением кис
лородного обмена, так как устьица 
расположены абаксиально. Другой 
причиной может являться то, что 
столбчатая паренхима на верхней сто
роне листа более эффективно, транс
портирует питательные вещества и 
регуляторы роста в эксплант [17].

Также оценивали влияние на ре
генерацию предобработки эксплан
тов. До помещения на среду эксплан- 
ты находились в воде или жидкой 
среде NN без регуляторов роста 50- 
60 мин. Результаты эксперимента 
представлены в табл. 6.

Нахождение в жидкой среде для 
регенерации оказало существенное 
влияние и на частоту регенерации, 
и на количество побегов на эксплант 
сорта Бураковка. Данные наших эк
спериментов по груше отличаются от 
результатов, полученных на яблоне, 
где различий между подобными пре
добработками не наблюдалось.

После оптимизации ряда факто
ров, имеющих важное влияние на

регенерацию — минерального соста
ва среды, концентрации сахарозы, 
регуляторов роста растений и пред
варительной обработки эксплантов, 
мы вновь провели оценку морфоге
нетического потенциала всех сортов 
и подвоев, но уже по новой методи
ке регенерации. Результаты экспе
римента представлены в табл. 7.

Т а б л и ц а  7  
Влияние оптимизации условий регене
рации на способность продуцировать 

адвентивные побеги у различных 
генотипов груши
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Заключение
Сравнение данных табл. 7 с результа

тами, полученными при первоначальных 
условиях регенерации, показывает, что 
для большинства сортов регенерация рез
ко выросла. Исключением является сорт 
Академическая, который практически не 
изменил частоты регенерации. Это может 
говорить о том, что данные условия куль
тивирования эксплантов не оптимальны 
для этого сорта. Увеличение частоты ре
генерации у большинства сортов свиде
тельствует о том, что разработанная нами 
методика регенерации в целом подходит 
для сортов груши различного генетичес
кого происхождения.

Помимо увеличения частоты регене
рации и числа побегов на эксплант, оп
тимизация условий привела также к бо
лее раннему появлению побегов на ре
генерирующих эксплантах. Если при 
первоначальных условиях первые побе
ги появлялись после 30 дней культиви
рования, то при оптимизированных ус
ловиях — на 15-20-й день.

Нами отмечено, что весь морфогенный 
потенциал эксплантов груши реализует
ся в основном в первые шесть недель куль
тивирования, а затем возрастает только 
число побегов на регенерирующем эксп- 
ланте. Аналогичные результаты получе
ны и на яблоне — частота регенерации 
почти не возрастала после 35 дней куль
тивирования и совсем не возрастала че
рез 45 дней.

На протяжении всех экспериментов 
побеги в основном регенерировали из кал
луса. Регенерация непосредственно из 
листовой ткани наблюдалась очень редко 
(единичные случаи). Количество образу
ющегося каллуса уменьшалось в направ
лении от проксимального к дистальному 
концу.

В целом же, суммируя полученные 
результаты, можно сказать, что реге

нерация исследованных сортов груши 
значительно отличается не только от 
западноевропейских, но и от яблони — 
ее ближайшего родственника. Возмож
ная причина этого в том, что селекция 
российских сортов груши, которые яв
ляются сложными гибридами с участи
ем уссурийской, в основном шла на при
знаки, отличные от западноевропейских 
(например, морозостойкость). Это могло 
привести к формированию генома, зна
чительно отличающегося от европейских 
сортов и с иными требованиями тканей.
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SUMMARY
Induction of somatic embriogenesis in pear was investigated. Experiments have shown, 

that induction of somatic emgriogenesis depends on variety, composition of nutrient medium, 
type of explant. High regenerative ability was found in varieties Burakovka, Memory Yakovlev, 
seedling GP № 217. More often regeneration was found on medium NN with tizuron.
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