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Аннотация. Впервые изучены вопросы индукции морфогенеза из изолированных листовых эксплантов гей-
херы гибридной сорта Джорджия Плам. Индукцию каллуса и адвентивных побегов из листовых эксплантов прово-
дили на модифицированной среде МС с 30 г/л глюкозы в присутствии 6-бензиламинопурина в сочетании с одним 
из ауксинов ИУк, ИМк, нУк или 2,4-Д. Соотношение цитокинин: ауксин в среде составляло 10:1 или 20:1. наи-
лучшая регенерация гейхеры гибридной (до 92% регенерирующих листовых дисков) получена на средах, содер-
жащих 6-бензиламинопурина в концентрации 4,0 мг/л в сочетании с нУк в концентрации 0,2 мг/л или 0,4 мг/л. 
В этом случае число адвентивных побегов на регенерирующий диск могло доходить до 7-9 и более. Максимальная 
частота прямой регенерации наблюдалась на средах, содержащих ИМк. на средах, содержащих 2,4-Д, образовы-
вался обильный каллус.
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Abstract. The problems of morphogenesis’ induction from isolated leaf explants of the variety Georgia Plum 
of Heuchera hybrid were studied for the first time. The induction of callus and of adventitious shoots from leaf ex-
plants on the modified MS medium containing 30g/l glucose was carried out in the presence of 6-BAP in combina-
tion with one of the auxins IAA, IBA, NAA or 2,4-D. The cytokinin: auxin ratio in the medium was 10:1 or 20:1. 
The best regeneration of Heuchera hybrid (up to 92% of regenerating leaf discs) was obtained on media containing 
6-BAP at a concentration of 4.0 mg/l in combination with NAA at a concentration of 0.2 mg/l or 0.4 mg/l. In this 
case, the number of adventitious shoots per regenerating disc could reach 7-9 and more. The maximum frequency 
of direct regeneration was observed on media containing IBA. Abundant callus formation was observed on media 
containing 2,4-D.
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Введение

Гейхера широко используется в качестве декоративного теневыносливого многолетника с декора-
тивными листьями, отличающимися весьма разнообразной цветовой гаммой. В связи с высокой популяр-
ностью культуры и появлением новых высокодекоративных сортов осуществлено достаточно большое 
количество работ по ее культивированию в условиях in vitro с целью быстрого массового размножения. 
Для получения качественного посадочного материала гейхеры используется, как правило, метод деления 
микророзеток, культивируемых на питательной среде Мурасиге-Скуга (Murashige, Skoog, 1962), с добав-
лением в качестве цитокинина 6-бензиламинопурина (6-бАП) в концентрации от 0,1 до 1,0 мг/л, одного 
или в сочетании с одним из ауксинов, чаще всего α-нафтилуксусной кислотой (от 0,01 до 0,2 мг/л) или 
индолил-3-масляной кислотой (от 0,05 до 0,8 мг/л) [1-4]. есть данные об успешном применении для раз-
множения этой культуры минеральной основы питательной среды кворина-лепуавра (Quoirin, Lepoivre, 
1977) и DKW (Driver, Kuniyuki, 1984), дополненной 6-бензиламинопурином или метатополином (mT) 
в концентрации от 0,1 до 2,0 мг/л [5].

зарубежными авторами представлены к публикации результаты исследований по разработке успеш-
ного протокола регенерации побегов гейхеры из тканей черешков и каллуса. В качестве регуляторов роста 
в среду в этом случае добавляли 6-бАП в концентрации от 0,5 до 4,0 мг/л в сочетании с 0,5 мг/л нУк [6]. 
лучшей определена комбинация гормонов 2,0 мг/л 6-бАП и 0,5 мг/л нУк.

Изучению возможности формирования организованных структур из каллусных культур в биотехно-
логических исследованиях уделяется особое внимание. клетки каллуса являются наиболее популярным 
биотехнологическим объектом для осуществления генетических изменений и получения растений с но-
выми признаками. каллус представляет собой недифференцированную массу делящихся клеток, образу-
ющихся на изолированных эксплантах. каллусные клетки в условиях in vitro активно делятся и при опре-
деленных условиях могут перейти к организованному росту и формированию меристематических очагов 
и микропобегов [7]. При этом основным условием перехода от пролиферации каллуса к органогенезу явля-
ется соотношение регуляторов роста в питательной среде.

Используя систему in vitro, можно эмпирически добиться индукции в каллусе или культивируемых 
тканях цепи событий, связанных с образованием меристематических очагов, развитием на их основе зачат-
ков стеблевых апексов и образованием побегов, которые после укоренения разовьются в целые растения, 
либо формирования зародышеподобных структур, образующих проросток и растение [8, 9].

Морфогенез является сложнейшим процессом, зависящим от множества факторов, каждый из кото-
рых может стать лимитирующим. В значительной степени способность к морфогенезу изолированных 
тканей растений зависит от генотипических особенностей растения, типа, возраста, состояния изолиро-
ванного экспланта и условий его культивирования [6, 10-20].

Для многолетних культур работы по усовершенствованию хозяйственно ценных генотипов метода-
ми биотехнологии сравнительно немногочисленны, что связано главным образом с трудностями индук-
ции морфогенеза из клеток и тканей, прошедших длительное культивирование in vitro. Этим обусловлена 
актуальность работы по разработке эффективных методов культивирования и регенерации адвентивных 
побегов из изолированных соматических тканей перспективных декоративных культур.

Цель исследований: разработать эффективные способы индукции морфогенеза в условиях культу-
ры in vitro листовых дисков гейхеры гибридной для дальнейших исследований по расширению генетиче-
ского разнообразия декоративных культур.

Методика исследований

Работа проведена в учебно-исследовательской лаборатории биотехнологии Мичуринского ГАУ.
В качестве растительного материала выбран популярный сорт гейхеры гибридной Джорджия 

Плам (Georgia Plum).
Для культивирования растений гейхеры in vitro использовали минеральную основу питательной 

среды Мурасиге-Скуга [21], дополненную мезоинозитолом (100 мг/л), агаром (8 г/л) и комплексом вита-
минов по прописи Мурасиге-Скуга. В качестве источника углерода в среду вносили глюкозу в концентра-
ции 30 г/л. рн питательной среды в процессе приготовления устанавливали в пределах 5,6-5,8 с помощью 
децинормального раствора NaOH. Среды стерилизовали автоклавированием (1 атм., 20 мин). Витамины 
и регуляторы роста растений стерилизовали фильтрованием и добавляли после автоклавирования («mil-
lipore» 0,22 μm, France). на этапе микроразмножения растений в среду добавляли 6-бензиламинопурин 
в концентрации 0,25 мг/л и β-индолилуксусную кислоту (ИУк) – 0,05 мг/л.

культивирование растений осуществляли в культуральной комнате при 16-часовом световом дне 
с освещенностью 2000-2500 люкс (люминесцентные лампы Osram L36W/765 Cool Daylight) и температу-
рой воздуха 24±2 0С.
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В опытах по индукции морфогенеза из изолированных тканей эксплантами служили высечки ли-
стьев с хорошо развитых растений, культивируемых in vitro. крупные листья нарезали поперечно цен-
тральной жилке на 2-3 фрагмента площадью 0,5-1,0 см2. культивировали высечки листовых пластинок 
с черешками и средние части листовых пластинок.

листовые диски помещали на питательные среды регенерации на основе среды Mурасиге-Скуга 
с добавлением витаминов, 30 г/л глюкозы, 4,0 мг/л 6-бАП и одного из ауксинов (ИУк, нУк, ИМк или 
2,4-Д) в концентрации 0,2 или 0,4 мг/л.

Схема опыта
Вариант 1: 6-бАП 4 мг/л + ИМк 0,4 мг/л
Вариант 2: 6-бАП 4 мг/л + ИУк 0,4 мг/л
Вариант 3: 6-бАП 4 мг/л + 2,4 Д 0,4 мг/л
Вариант 4: 6-бАП 4 мг/л + нУк 0,4 мг/л
Вариант 5: 6-бАП 4 мг/л + ИМк 0,2 мг/л
Вариант 6: 6-бАП 4 мг/л + ИУк 0,2 мг/л
Вариант 7: 6-бАП 4 мг/л + 2,4 Д 0,2 мг/л
Вариант 8: 6-бАП 4 мг/л + нУк 0,2 мг/л
В опытах по регенерации листовые диски культивировали в темноте при температуре 24°C. Экс-

перименты продолжались в течение 3-3,5 мес. (3 пассажа по 4-5 недель каждый). Регенерировавшие по-
беги срезали с листовых пластинок и доращивали по стандартной схеме клонального микроразмножения 
растений.

Результаты и их обсуждение

Проведенный предварительный скрининг морфогенетического потенциала нескольких видов деко-
ративных культур показал, что они существенно отличаются по способности к регенерации адвентивных 
побегов из изолированных листовых тканей и каллуса. за 3 мес. культивирования на питательных средах 
регенерации была достигнута высокая частота каллусогенеза (до 90-100%) и морфогенеза (60-90%) у гей-
херы, в то время как на листьях хосты и вейгелы регенеранты не образовались ни на одной из питатель-
ных сред. наблюдали частичный некроз тканей листьев этих культур. Для дальнейших исследований с це-
лью подбора оптимального соотношения регуляторов роста в среде был выбран сорт гейхеры Джорджия 
Плам (Georgia Plum), отличающийся высоким морфогенетическим потенциалом.

Известно, что правильный выбор первичного экспланта, минерального и углеводного состава пита-
тельной среды, экзогенных регуляторов роста, условий культивирования позволяет регулировать морфо-
генетические процессы в культуре органов и тканей растений и получать желаемый результат [6, 10-20]. 
В качестве первичных эксплантов в протоколах регенерации адвентивных побегов часто используются 
высечки листьев [11, 13, 14, 16, 18-20, 22, 23]. Известно также, что лист является самодифференцирую-
щимся органом с многочисленными клетками, обладающими меристематической активностью. особенно 
активны меристемы влагалища и дистальной части листа. листовые экспланты у большинства видов 
растений в условиях in vitro способны к образованию каллуса и дифференциации адвентивных почек, по-
бегов и корней [8]. Ткани, окружающие проводящие пучки в листовых пластинках, имеют повышенные 
органогенные свойства. как правило, из них образуется морфогенный каллус, в котором происходят раз-
личные процессы морфогенеза [22]. Показана эффективность применения этого типа эксплантов на пло-
довых, ягодных культурах и на ряде декоративных культур [11, 13, 14, 16, 22, 23].

В экспериментах нами использовались листовые пластинки хорошо развитых молодых растений. 
Поскольку для растения in vivo каллус – это группа клеток, возникающая при травмах и защищающая 
место поранения (раневая паренхима), в которой накапливаются питательные вещества для регене-
рации анатомических структур или утраченного органа, интенсивность каллусообразования in vitro 
можно повысить, увеличивая раневую поверхность изолированного органа. Регенерация также часто 
происходит в месте среза экспланта. некоторые экспланты нечувствительны к обработке регуляторами 
роста, если они не разделены на части или не повреждены. Поэтому большинство исследователей ре-
комендуют делать надрезы на листовых пластинках или брать высечки листьев. По данным литерату-
ры, фрагментация молодых развернутых листьев Malus на 14 секций повышала способность листовых 
тканей к образованию адвентивных побегов и эмбриоподобных структур [24]. Поперечные надрезы 
эксплантов Torenia fournieri значительно увеличили образование почек в пределах площади радиусом 
0,5 см от места поранения [25].

Исследования показали, что при культивировании целых листовых пластинок каллус образуется 
только на срезах черешков. нанесение дополнительных поранений скальпелем существенно повышало 
частоту каллусообразования. каллус формировался вдоль надрезов и постепенно покрывал значитель-
ную часть поверхности эксплантов. он образовался при применении всех четырех ауксинов.
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наиболее интенсивное каллусообразование на 91,5-100% листовых эксплантов получили при ис-
пользовании в качестве ауксина нУк и 2,4-Д. отмечали характерные особенности образовавшегося кал-
луса на средах с разными ауксинами. Применение 2,4-Д приводило к образованию и активному ро-
сту светло-кремового полупрозрачного каллуса с зачатками морфогенных структур. на средах с нУк 
на всех эксплантах образовывался морфогенный каллус как при концентрации ауксина как 0,2 мг/л, так 
и 0,4 мг/л (рис. 1).

на средах с ИМк и ИУк частота каллусооброзования была ниже. При этом повышение концен-
трации ИМк и ИУк с 0,2 до 0,4 мг/л существенно повышало частоту каллусообразования на высечках 
листьев гейхеры (рис. 1).

Рис. 1. образование каллуса из листовых эксплантов 
гейхеры на средах с разными ауксинами

Fig. 1. Callus formation from leaf explants 
of Heuchera hybrid on media with different auxins

одним из обязательных условий, необходимых для индукции морфогенетических процессов, яв-
ляется грамотное использование экзогенных гормонов роста растений. Анализ данных литературы дает 
основание утверждать, что несмотря на имеющие место особенности разных генотипов, существуют об-
щие подходы к подбору фитогормонов в средах регенерации. При регулировании морфогенеза с помо-
щью экзогенных фитогормонов обычно опираются на закономерность, впервые установленную Скугом 
и Миллером на каллусе паренхимы стебля табака [26]. Согласно их концепции индукция образования 
каллуса имеет место при сбалансированном отношении ауксинов к цитокининам, образование побегов 
можно индуцировать, повышая уровень цитокининов по отношению к ауксинам, а формирование корней 
требует преобладания ауксинов по отношению к цитокининам.

наиболее широко используемым и эффективным препаратом с цитокининовой активностью про-
явил себя 6-бАП. В исследованиях нами использован этот цитокинин в концентрации 4,0 мг/л сочетании 
с одним из ауксинов. Использовали соотношение: цитокинин: ауксин в среде 10:1 и 20:1. В проведен-
ных нами ранее исследованиях на разных видах плодовых и ягодных культур это соотношение регулято-
ров роста было определено как наиболее эффективное [11, 14]. Поэтому было решено использовать его 
при работе и с декоративными культурами.

При одном количестве цитокинина в питательной среде в опытах с листьями гейхеры тип использу-
емого ауксина определил как эффективность регенерации адвентивных побегов, так и путь прохождения 
морфогенетических процессов.

Максимальная частота регенерации гейхеры получена на средах с нУк. Уже в первом пассаже 
при культивировании листовых высечек с образовавшимся на них каллусом на средах с этим ауксином 
частота регенерации достигла 91,9% (рис. 2) и была практически одинаковой при соотношении цитоки-
нин: ауксин в среде как 10:1, так и 20:1. При использовании этого ауксина получено и максимальное число 
побегов-регенератов на один регенерирующий диск (рис. 3). Эффективность этого ауксина была показана 
ранее и при работе с черешками листьев 13 сортов гейхеры. Максимальная частота регенерации адвентив-
ных побегов (до 83%) получена у сортов Blonde и Rio [6].

В проведенных нами исследованиях минимальное число регенерирующих эксплантов получено 
на средах с 2,4-Д. несмотря на то, что на средах с этим регулятором роста более чем на 90% эксплантов 
происходило образование каллуса и морфогенных образований, лишь некоторые из них в итоге развились 
в почки и побеги. Полученные нами результаты согласуются с данными, представленными чан Ху с кол-
легами [6].

Тип используемого экзогенного ауксина был основным фактором, определяющим ход регенера-
ции. как следует из полученных нами результатов, у гейхеры могут иметь место как регенерация через 
стадию каллусообразования, так и прямая регенерация адвентивных побегов из соматических тканей 



Тимирязевский биологический журнал / Timiryazev Biological Journal. 2023. № 2. С.

32

28-36

лишь с незначительным образованием каллуса. Прямая регенерация непосредственно из тканей листо-
вой пластинки имела место при использовании в качестве ауксина ИМк (рис. 4, 5). на средах с ИУк 
имела место регенерация как непосредственно из тканей листа, так и через стадию каллусообразова-
ния (рис. 6, 7).

каллусы с высоким морфогенетическим потенциалом были полупрозрачные, светло-кремовые, бе-
жевые или желтоватые, компактные, структурированные (рис. 7, 8). наиболее массово побеги регенери-
ровали на средах с нУк (рис. 9). В этом случае практически на каждом листовом экспланте формировался 
один или несколько очагов регенерации, и общее число побегов-регенерантов на регенерирующий диск 
могло доходить до 7-9.

Рис. 2. Эффективность регенерации 
адвентивных побегов из листовых эксплантов гейхеры 

на средах с разными ауксинами

Рис. 3. число адвентивных побегов на листовых эксплантах 
гейхеры на средах с разными ауксинами

Fig. 2. Adventitious shoot regeneration 
from leaf explants of Heuchera hybrid on media 

with different auxins

Fig. 3. Number of adventitious shoots on leaf explants 
of Heuchera hybrid on media with different auxins

Рис. 4. Регенерация адвентивных побегов гейхеры на среде Мурасиге-Скуга с 4,0 мг/л 6-бАП и 0,2 мг/л ИМк 
Fig. 4. Regeneration of adventitious shoots of Heuchera hybrid on the medium Murashige–Skoog with 4.0 mg/l 6-BAP 

and 0.2 mg/l IBA
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Рис. 5. Регенерация адвентивных побегов гейхеры на среде Мурасиге-Скуга с 4,0 мг/л 6-бАП и 0,4 мг/л ИМк 
Fig. 5. Regeneration of adventitious shoots of Heuchera hybrid on the medium Murashige–Skoog with 4.0 mg/l 6-BAP 

and 0.4 mg/l IBA

Рис. 6. Регенерация адвентивных побегов гейхеры на среде Мурасиге-Скуга с 4,0 мг/л 6-бАП и 0,2 мг/л ИУк 
Fig. 6. Regeneration of adventitious shoots of Heuchera hybrid on the medium Murashige–Skoog with 4.0 mg/l 6-BAP 

and 0.2 mg/l IAA

Рис. 7. Регенерация адвентивных побегов гейхеры на среде Мурасиге-Скуга с 4,0 мг/л 6-бАП и 0,4 мг/л ИУк 
Fig. 7. Regeneration of adventitious shoots of Heuchera hybrid on the medium Murashige–Skoog with 4.0 mg/l 6-BAP 

and 0.4 mg/l IAA

Рис. 8. Регенерация адвентивных побегов гейхеры на среде Мурасиге-Скуга с 4,0 мг/л 6-бАП и 0,4 мг/л 2,4-Д 
Fig. 8. Regeneration of adventitious shoots of Heuchera hybrid on the medium Murashige–Skoog with 4.0 mg/l 6-BAP 

and 0.4 mg/l 2,4-D
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Рис. 9. Регенерация адвентивных побегов гейхеры на среде Мурасиге-Скуга с 4,0 мг/л 6-бАП и 0,4 мг/л нУк 
Fig. 9. Regeneration of adventitious shoots of Heuchera hybrid on the medium Murashige–Skoog with 4.0 mg/l 6-BAP 

and 0.4 mg/l NAA

Выводы

При культивировании высечек листьев гейхеры гибридной сорта Джорджия Плам (Georgia Plum) 
на среде Мурасиге-Скуга с добавлением 30 г/л глюкозы, 4,0 мг/л 6-бАП и 0,2 мг/л или 0,4 мг/л нУк 100% 
листовых эксплантов образовали каллус, и более 90% из них регенерировали адвентивные побеги. Пря-
мая регенерация непосредственно из тканей листовой пластинки имела место при использовании в каче-
стве ауксина ИМк.

Разработанный протокол регенерации может быть использован в биотехнологических исследовани-
ях, направленных на получение новых генотипов декоративных культур.
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