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Изучен морфогенетический потенциал изолированных тканей (семядольные 
и гипокотильные сегменты, изолированные с 5-дневных стерильных проростков, 
изолированные зародыши) подсолнечника в условиях in vitro. Установлена зави
симость каллусогенеза от гормонального состава питательной среды, изучаемого 
генотипа и типа первичного экспланта. Оптимальной питательной средой для 
получения хорошо пролиферирующей каллусной ткани, способной впоследствии 
к морфогенезу, является среда, содержащая НУК 1,0 мг/л и кинетин 2 мг/л. 
Исследованы морфофизиологические характеристики каллусных культур, куль
тивируемые на питательных средах, содержащих различные регуляторы роста.

Клеточная биотехнология базирует
ся на способности клеток к существо
ванию и размножению in vitro, их то- 
типотентности и регенерации. Метод 
культивирования изолированных тка
ней на искусственных питательных 
средах в стерильных условиях (in vitro) 
применяют в растениеводстве: для со
хранения и размножения ценных ге
нотипов, в эмбриогенезе, оздоровле
нии посадочного материала, для по
лучения продуктов вторичного мета
болизма, в создании форм растений, 
устойчивых к абиотическим и биоти
ческим факторам окружающей среды 
и т. д. [2, 8].

Процесс морфогенеза in vitro зави
сит от ряда факторов, главные из ко
торых следующие: физиологические, 
минеральный состав питательной сре
ды, баланс экзогенных и нативных гор
монов, физические, а также присутст
вие сигнальных белков и белков-ак- 
цепторов, т. е. условия, обязательные 
для получения клеток, способных к 
морфогенезу.

Исследования различных авторов

показали, что для повышения морфо
генетического потенциала каллусной 
ткани или регенерации растений не
посредственно из первичного эксплан
та необходимо подбирать индивидуаль
ные условия культивирования для 
каждого исследуемого генотипа, учи
тывая при этом их генотипические осо
бенности [1, 7, 9, 11].

Подсолнечник (Helianthus annum L.) — 
является одной из ценных с.-х. куль
тур, которая служит источником как 
пищевого, так и технического масла; 
является ценной кормовой культурой, 
содержащей большое количество лег
коусвояемых белков. Значение этой 
культуры постоянно требует создание 
новых сортов, устойчивых к действию 
различных биотических факторов и 
особенно фитопатогенов.

Одной из вредоносных болезней, 
широко распространенной на подсол
нечнике, является белая гниль, или 
склеротиния, вызываемая фитопато
генным грибом Sclerotinia sclerotiorum 
[4]. В практике селекционера суще
ствует недостаточное количество сор-
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тов, обладающих устойчивостью к дан
ной болезни. Поэтому поиск новых под
ходов в решении данной проблемы яв
ляется весьма актуальным. Одним из 
таких подходов является клеточная се
лекция.

Однако для того, чтобы говорить о 
технологии клеточной селекции необ
ходимо оптимизировать условия куль
тивирования in vitro изолированных 
эксплантов и изучить их морфогене
тический потенциал [2].

Исходя из выше изложенного, це
лью настоящего исследования явля
ется всестороннее изучение морфоге
неза изолированных клеток и тканей 
подсолнечника in vitro.

Материал и методы исследований

Объектом исследования служили 
семена подсолнечника трех генотипов 
(ВК 580, ВК 653, Кубанский 93), об
ладающие различной устойчивостью к 
склеротинии (семена любезно предос
тавлены сотрудниками ВНИИ маслич
ных культур).

Работу проводили на сегментах ги- 
покотилей и семядольных листьев, 
изолированных с 5-дневных пророст
ков подсолнечника, а также на зре
лых зародышах. Все экспланты повер
хностно стерилизовали 0,1%-м раство
ром сулемы в течение 8 мин, после 
чего их промывали стерильной дистил
лированной водой. Экспланты культи
вировали на модифицированной пита
тельной среде Мурасига и Скуга, со
держащей ауксины и цитокинины в 
различных концентрациях и соотноше
ниях. В качестве ауксинов применяли 
нафтилуксусную кислоту (НУК), а в 
качестве цитокинина — кинетин в кон
центрациях 0,5-3,0 мг/л.

В работе придерживались правил 
работы со стерильной культурой, раз
работанных на кафедре сельскохозяй
ственной биотехнологии РГАУ - 
МСХА имени К.А. Тимирязева [3].

Экспланты и пролиферирующую 
каллусную ткань культивировали в 
чашках Петри в световой комнате, 
где поддерживали температуру 25°С,

16-часовой фотопериод, освещение бе
лыми люминесцентными лампами ин
тенсивностью 3 тыс. лк, относитель
ную влажность воздуха 70%.

Морфофизиологические исследова
ния проводили на давленных препара
тах каллусной ткани, которые фик
сировали в конце пассажа. Жизнеспо
собность клеток определяли окраши
ванием их метиленовым синим. Про
смотр препаратов проводили с приме
нением светового микроскопа МБС-10 
при увеличении Х80.

Опыт проводили в 3 аналитических 
и 5 биологических повторностях. Резуль
таты экспериментов статистически об
работаны с использованием программы 
Straz и Excel. Проведен дисперсионный 
анализ и определена наименьшая суще
ственная разница (НСР05), а также най
дена стандартная ошибка, или ошибка 
выборочной средней.

Результаты и их обсуждение

Стерилизация растительного 
материала

В первой серии эксперимента необ
ходимо оптимизировать условия сте
рилизации семян с целью получения 
хорошо растущих стерильных проро
стков.

В качестве стерилизующих препа
ратов использовали сулему (хлорид 
ртути) в концентрации 0,1% и гипох
лорит натрия в концентрации 1%. Вре
мя воздействия стерилизующих ве
ществ составляло от 4 до 16 мин. Учет 
инфицированных и стерильных экс
плантов (проростков) проводили на 
4-й день с начала культивирования 
семян на питательной среде. Получен
ные результаты представлены в табл. 1.

Из табл. 1 следует, что примене
ние в качестве стерилизующего ве
щества гипохлорита натрия для сте
рилизации семян подсолнечника не 
является оптимальным, так как в этом 
случае получение хорошо растущей 
стерильной культуры составляет все
го 9,8-30,6% и этот показатель не за
висит от времени стерилизации. При
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Т а б л и ц а  1
Влияние стерилизующего вещества и его временной экспозиции 

на получение хорошо растущей стерильной культуры

чем при 16-минутном выдерживании 
семян в гипохлорите натрия степень 
инфицированных проростков была мак
симальной и составила 70-75%.

При использовании в качестве сте
рилизующего вещества сулемы было 
получено от 9,23 до 87% стерильных 
проростков, и этот показатель зави
сел от времени воздействия стерили
зующего агента на семена. Так, вы
держивание семян подсолнечника в 
растворе сулемы в течение 4 мин при
водило к поражению эксплантов ин
фекцией в пределах 35-42%, а при воз
действии сулемы в течение 16 мин 
была получена 100% стерильная куль
тура. Однако в этом варианте хорошо 
развивающихся проростков из семян 
было получено лишь в 9,3-16,7% слу
чаев. Это, прежде всего, связано с 
перестерилизацией растительного ма
териала, которое проявлялось на ран
них этапах культивирования семян in 
vitro. При выдерживании семян в ра
створе сулемы в течение 8 мин было 
получено максимальное количество 
хорошо растущих стерильных проро
стков (79,6—83,0%), которые характе
ризовались интенсивным ростом. Су
щественных различий между изучае
мыми образцами подсолнечника выяв
лено не было.

Зависимость каллусогенеза 
и морфогенеза от первичного 

экспланта
В качестве первичного экспланта 

использовали сегменты гипокотилей и 
семядольных листьев, изолированные

с 5-дневных проростков подсолнечни
ка, а также зрелые зародыши. Все 
исследуемые экспланты культивиро
вали на питательной среде Мурасига 
и Скуга, содержащей НУК в концент
рации 2,0 мг/л и кинетин 1,5 мг/л. Дан
ные концентрации были выбраны нами 
исходя из литературных источников. 
Установлено, что через 3—5 дней с мо
мента культивирования эксплантов в 
данных условиях происходило увели
чение размера эксплантов по длине и 
ширине, а затем на 10-й день начи
нался процесс каллусогенеза. Причем 
каллусная ткань образовывалась по 
всей поверхности первичного эксплан
та, интенсивность которой находилась 
в четкой зависимости от исследуемо
го первичного экспланта. Так, наи
большей способностью к каллусогене- 
зу обладали гипокотильные сегменты, 
а наименьшей — семядольные листья. 
Изолированные зародыши занимали 
промежуточное положение (рис. 1). 
Данная' ответная реакция различных 
эксплантов была характерна для всех 
исследуемых генотипов.

Зависимость каллусогенеза
и морфогенеза от исследуемого 

генотипа

Необходимым условием использова
ния каллусных клеток с целью повы
шения генетического разнообразия и 
улучшения с.-х. культур является их 
способность к регенерации растений. По
этому особое внимание следует уделять 
изучению процессов образования кал
лусной ткани и зависимости его от ге
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нетических и физиологических фак
торов.

Каллусную ткань получали из всех 
перечисленных в методике первичных 
эксплантов. Культивирование проводи
ли на стандартной среде, содержащей 
макро- и микроэлементы, витамины, 
сахарозу по прописи Мурасига и Ску- 
га, а также НУК (2,0 мг/л) и кинетин 
(1,5 мг/л). Все экспланты располагали 
на питательной среде горизонтально 
и культивировали на свету. Экспери
ментально установлено, что эксплан
ты всех изучаемых сортообразцов были 
способны формировать каллусную 
ткань. Как правило, этот процесс на
чинался с дедифференцировки клеток, 
находящихся в местах среза (в слу
чае семядолей и гипокотилей) или в

нижних клеточных слоях изолирован
ных зародышей, которые находились 
в непосредственном контакте с пита
тельной средой. Спустя 10-14 дней 
клетки полностью дедифференцирова- 
лись и во всех исследуемых вариан
тах образовывалась каллусная ткань. 
Следует отметить, что способность 
первичных эксплантов к каллусогене- 
зу была различной и находилась в за
висимости от исследуемого генотипа. 
Наибольшей пролиферативной способ
ностью обладали экспланты сорта Ку
банский 93, а наименьшей — ВК 580. 
Сортообразец ВК 653 занимал проме
жуточное положение (рис. 2).

Полученные результаты дают воз
можность сделать вывод относитель
но влияния генотипа на процессы кал-
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Рис. 1. Зависимость процесса каллусогенеза от первичного экспланта

Рис. 2. Зависимость процесса каллусогенеза от исследуемого генотипа



лусогенеза и регенерации. Хорошо из
вестно, что высокая способность к 
каллусогенезу генетически детермени- 
рована. Генотипическое влияние на 
частоту индукции каллусогенеза для 
ряда культур отмечали ранее многие 
исследователи [5, 6, 10].

Зависимость каллусогенеза
и морфогенеза от гормонального 

состава питательной среды
В настоящее время регуляторы ро

ста природного и синтетического про
исхождения находят широкое приме
нение в растениеводстве, фитопатоло
гии, селекции и в других областях 
науки и отраслях производства. Насчи
тывается более 5 тыс. соединений, по
лученных из растений и микроорганиз
мов, обладающих регуляторным дейст
вием, из которых лишь 1% использу
ется в мировой практике [8]. Выявле
ние новых факторов, повышающих 
морфогенез каллусной ткани; устой
чивость клеток в стрессовых услови
ях; коэффициент размножения расте
ний и укоренение микропобегов при 
клональном микроразмножении расте
ний является актуальной проблемой.

Разработанные подходы, методики, 
выявленные факторы могут не толь
ко способствовать повышению морфо
генетического потенциала изолирован
ных тканей в условиях in vitro, но и 
удешевлению процесса получения ко
нечной продукции.

Следующим этапом работы явилось 
изучение влияния соотношения экзо
генных регуляторов роста на процесс 
каллусогенеза. При этом важными мо
ментами для определения наиболее 
эффективной среды были не только 
интенсивность каллусогенеза, но и 
достаточная выравненность этого про
цесса. Учитывали процент каллусоге
неза и морфофизиологические особен
ности полученной каллусной ткани.

Первоначально изучали влияние 
различных концентраций НУК (0,5— 
3,0 мг/л) на процесс каллусогенеза на 
фоне постоянной концентрации кине- 
тина (0,5 мг/л). Основные результаты 
представлены на рис. 3-5.

Как видно из рис. 3-5, каллусоге- 
нез — сложный процесс, который на
ходится в непосредственной зависимо
сти от применяемых гормонов, их кон
центрации, исследуемого генотипа и
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Рис. 3. Зависимость каллусогенеза от концентрации НУК в среде МС (изолированные
зародыши)



Рис. 4. Зависимость каллусогенеза от концентрации НУК в среде МС (изолированные
семядольные экспланты)

Рис. 5. Зависимость каллусогенеза от концентрации НУК в среде МС (изолированные
гипокотильные сегменты)

типа первичного экспланта. Так, при 
использовании в качестве первичного 
экспланта изолированных зародышей 
наблюдается обратно пропорциональ
ная зависимость между интенсивнос
тью каллусогенеза и концентрации 
ауксина в питательной среде, при ис
пользовании сегментов семядольных 
листьев — прямая зависимость, а при 

’использовании в качестве первичного 
экспланта гипокотильных сегментов 
интенсивность каллусогенеза не зави

сит от концентрации НУК. Данная от
ветная реакция наиболее четко про
является для сорта Кубанский 93 и 
линии ВК 653, в то время как для ли
нии ВК 580 независимо от типа пер
вичного экспланта изучаемый процесс 
имеет в пределах ошибки константную 
величину.

Определив экспериментально опти
мальную концентрацию НУК (2 мг/л), 
при которой наблюдается максималь
ная пролиферативная активность кле
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ток, нами была проведена следующая 
серия экспериментов. Изучали влия
ние различных концентраций кинети- 
на (0,5—3,0 мг/л) на процесс каллусо
генеза на фоне постоянной концент
рации НУК (2 мг/л). Основные ре
зультаты представлены на рис. 6-8.

Исследования показали, что уве
личение концентрации кинетина в пи
тательной среде приводит к значитель
ному усилению пролиферативной ак
тивности каллусной ткани, которая 
проявлялась в увеличении интенсив
ности каллусогенеза. Причем макси
мальный прирост каллусной ткани от
мечался для всех изучаемых геноти
пов и типов первичных эксплантов в 
варианте, где кинетин присутствовал 
в питательной среде в концентрации

1,0-1,5 мг/л. Увеличение его концен
трации до 3,0 мг/л приводило к инги
бированию процессов каллусогенеза. 
Это проявлялось, прежде всего, в 
неполной дедифференцировке клеток 
первичного экспланта.

Исследование морфофизиологичес
ких характеристик каллусных культур 
различных генотипов подсолнечника 
показало, что они состоят из гетеро
генных по форме и размерам клеток. 
Преимущественно это крупные клет
ки, овальной или сильно вытянутой 
формы, с большой вакуолью и малень
ким ядром, как это характерно для 
большинства клеточных суспензион
ных, но не каллусных культур рас
тений. В большей степени эти измене
ния проявлялись на каллусной куль-

Рис. 6. Зависимость каллусогенеза от концентрации кинетина в среде МС (изолированные
зародыши)

Рис. 7. Зависимость каллусогенеза от концентрации кинетина в среде МС (изолирован
ные семядольные экспланты)
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Рис. 8. Зависимость каллусогенеза от концентрации кинетина в среде МС (изолированные
гипокотильные сегменты)

туре, полученной из различных пер
вичных эксплантов и культивируемой 
на питательной среде, содержащей 
различные соотношения гормонов. Ус
тановлено, что увеличение как кон
центрации ауксина (НУК 3,0 мг/л), так 
и цитокинина (кинетин 3,0 мг/л) в сре
де приводило к изменению морфофи- 
зиологии каллусных клеток. Как пра
вило, ткань в этих вариантах состоя
ла из сильно вакуолизированных и 
вытянутых по форме клеток, и эти 
характеристики не зависели от иссле
дуемого генотипа и типа первичного

экспланта (рис. 9А). Было сделано 
предположение, что такая вытянутая 
форма клеток связана с повышенным 
содержанием эндогенных гормонов, в 
частности, ауксинов в клетках первич
ного экспланта, а также в первичной 
и пересадочной каллусной ткани под
солнечника. Уменьшение концентрации 
гормонов в питательной среде, особен
но ауксинов, приводило к формиро
ванию каллусной ткани, которая в ос
новном состояла из мелких клеток 
округлой формы, способных в даль
нейшем к морфогенезу (рис. 9Б).

Рис. 9. Морфофизиологические характеристики каллусных клеток: А — среда, содержащая 
НУК 3,0 мг/л и кинетин 3,0 мг/л; Б — среда, содержащая НУК 1,0 мг/л и кинетин 1,0 мг/л
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Таким образом, в результате мно
гоплановых экспериментов установле
но, что наиболее оптимальной пита
тельной средой для получения хоро
шо пролиферирующей каллусной тка
ни, способной впоследствии к морфо
генезу, является среда, содержащая 
НУК 1,0 мг/л и кинетин 2,0 мг/л. Оп
тимизированные условия культивиро
вания каллусной культуры были нами 
применены в последующих экспери
ментах по клеточной селекции.
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SUMMARY

The morphogenetic potential of isolated tissue (cotyledonous and hypocotyls 
segments isolated on 5th day of the sterile sprouts, isolated germs) of sunflower in 
conditions in vitro was investigated. Callusogenesis depends on hormonal structure of 
the nutrient medium, genotype and the type of primary explants. An optimum 
nutrient medium containing NAA 1, 0 mg/1 and Kinetin of 2 mg/1 is good for 
reception of proliferation callus tissue, which enables the consequence of 
morphogenesis. Research into characteristics of merphophysiology callus tissues, was 
done and into the nutrient mediums containing various regulators of growth.

124


