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Êàëëóñîãåíåç  è ðåãåíåðàöèîííàÿ ñïîñîáíîñòü
òêàíåé è îðãàíîâ Allium cepa L. in vitro

ÓÄÊ 581.085

Äëÿ ïîâûøåíèÿ  ýôôåêòèâíîñòè ñåëåêöèîííîé
ðàáîòû  íà ðàçíûõ åå ýòàïàõ âñå ÷àùå ïðèâëåêà-
þòñÿ íåòðàäèöèîííûå ìåòîäû. Îäíèì èç íèõ ÿâ-
ëÿåòñÿ êóëüòèâèðîâàíèå èçîëèðîâàííûõ êëåòîê,
òêàíåé è îðãàíîâ ðàñòåíèé in vitro. Îäíàêî îñ-
íîâíûì ïðåïÿòñòâèåì íà ïóòè  èñïîëüçîâàíèÿ
ýòîãî  íàïðàâëåíèÿ  èññëåäîâàíèé  ìîæåò ñòàòü
îòñóòñòâèå    ðåãåíåðàöèîííîé     ñïîñîáíîñòè     ó
êóëüòèâèðóåìûõ  in  vitro òêàíåé.  Ïîýòîìó îäíîé
èç îñíîâíûõ çàäà÷  ýêñïåðèìåíòàòîðîâ   òðàäèöè-
îííî   ñ÷èòàåòñÿ   ðåøåíèå ïðîáëåìû  óïðàâëåíèÿ
ïðîöåññàìè ðåãåíåðàöèè.

Â áîëüøèíñòâå ñëó÷àåâ ñïîñîáíîñòü ê ðåãåíå-
ðàöèè îáíàðóæèâàåòñÿ íå  ó  ïåðâè÷íîãî ýêñïëàí-
òà,  à â âîçíèêøåì îò íåãî êàëëóñå. Óñïåõ   ïîëó-
÷åíèÿ   âûñîêîìîðôîãåííîãî   êàëëóñà çàâèñèò îò
íàëè÷èÿ  â ïåðâè÷íîì  ýêñïëàíòå ìèòîòè÷åñêè
àêòèâíûõ  êëåòîê. Äëÿ èíäóêöèè  êàëëóñà,  îñîáåí-
íî  ó  òðàäèöèîííî  ñëîæíûõ  â îòíîøåíèè  ðåãå-
íåðàöèîííîé  ñïîñîáíîñòè  in  vitro  îáúåêòîâ
èññëåäîâàíèÿ � îäíîäîëüíûõ   [1; 2],  â  òîì  ÷èñ-
ëå   è ïðåäñòàâèòåëåé  ñåìåéñòâà  Alliaceae,  ÷àùå
âñåãî èñïîëüçóþò çàâÿçè è ñåìÿïî÷êè [3].

Âîçìîæíîñòü óïðàâëåíèÿ  ïðîöåññàìè  ðåãåíå-
ðàöèè in vitro ðàñòåíèé Allium cepa  L.  ïîçâîëèò
îòíîñèòåëüíî  áûñòðî ïîëó÷àòü ãîìîçèãîòíûé ìà-
òåðèàë èç îáîãàùåííûõ â ãåíåòè÷åñêîì îòíîøå-
íèè   ãèáðèäîâ è  èñïîëüçîâàòü  åãî  â  ãåòåðîçèñ-
íîé ñåëåêöèè.

 Ìàòåðèàëû è ìåòîäû.  Â  êà÷åñòâå îáúåêòà
èññëåäîâàíèÿ èñïîëüçîâàëè   ëóê  ñîðòà Åðìàê.
Ïåðâè÷íûìè  ýêñïëàíòàìè ÿâëÿëèñü  èçîëèðîâàí-
íûå ñåìÿïî÷êè  è çàâÿçè,  êîòîðûå  âû÷ëåíÿëè   èç
öâåòêîâ, íàõîäÿùèõñÿ â íåðàñêðûâøèõñÿ ñîöâåòè-
ÿõ äèàìåòðîì 2�2,5  ñì. Ïîâåðõíîñòíóþ ñòåðèëè-
çàöèþ ñîöâåòèÿ ïðîâîäèëè 0,1% ðàñòâîðîì ñóëå-
ìû â òå÷åíèå 30  ìèíóò ñ  ïîñëåäóþùèì
ïðîìûâàíèåì â ÷åòûðåõ ïîðöèÿõ  ñòåðèëüíîé
äèñòèëëèðîâàííîé âîäû.  Çàòåì ñíèìàëè ñ ñîöâå-
òèÿ ïîêðûâàëî è âû÷ëåíÿëè  ñåìÿïî÷êè è çàâÿçè.

Ýêñïëàíòû êóëüòèâèðîâàëè íà àãàðèçîâàííîé
ïèòàòåëüíîé ñðåäå. Â  êà÷åñòâå ìèíåðàëüíîé îñ-
íîâû èñïîëüçîâàëè ñðåäó ïî ïðîïèñè BDS [4].
Ñðåäû  äîïîëíÿëè  ðåãóëÿòîðàìè  ðîñòà  è  ðàçâè-
òèÿ ðàñòåíèé:   6-áåíçèëàìèíîïóðèíîì   (ÁÀÏ),
êèíåòèíîì   (Ê), 1-íàôòèëóêñóñíîé êèñëîòîé  (ÍÓÊ),
2,4-äèõëîðôåíîêñèóêñóñíîé êèñëîòîé (2,4-Ä),  4-
àìèíî-3,5,6-òðèõëîðïèêîëèíîâîé êèñëîòîé (ÀÒÕÏ),
ðÍ  ñðåäû   äîâîäèëè   äî   çíà÷åíèÿ   5,6�5,8  è

ñòåðèëèçîâàëè â àâòîêëàâå ïðè äàâëåíèè 0,9+0,1
àòì â òå÷åíèå 15 ìèíóò.  Âñå îïåðàöèè,  òðåáóþ-
ùèå ñîáëþäåíèÿ  àñåïòè÷åñêèõ óñëîâèé, ïðîâîäè-
ëè â ëàìèíàð-áîêñå.

Êàëëóñ èíäóöèðîâàëè   â   óñëîâèÿõ   òåìíîòû,
à   ïðîöåññû ðåãåíåðàöèè  �  â   óñëîâèÿõ   ôîòî-
ïåðèîäà   16/8   ÷àñîâ. Êóëüòèâèðîâàíèå ïðîâîäè-
ëè ïðè 24+1o Ñ.

Äëÿ âû÷ëåíåíèÿ  ñåìÿïî÷åê è çàâÿçåé,  à òàêæå
ïðè íàáëþäåíèè ðàííèõ  ñòàäèé  ðàçâèòèÿ  ìîðôî-
ãåííûõ  ñòðóêòóð  â  êàëëóñå, èñïîëüçîâàëè ñòå-
ðåîìèêðîñêîï ÌÁÑ-9.  Â êàæäîì âàðèàíòå îïûòà
êóëüòèâèðîâàëè 15�20 ýêñïëàíòîâ.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèÿ.  Ïðè èíäóêöèè
êàëëóñà îò  ñåìÿïî÷åê  ëóêà  áûëî  èñïûòàíî  12
âàðèàíòîâ  ïèòàòåëüíûõ  ñðåä,  ðàçëè÷àþùèõñÿ
ïî  ñîñòàâó  è êîíöåíòðàöèè ðåãóëÿòîðîâ  ðîñòà:
ÁÀÏ  (1,  2  è  5  ìêÌ)  â ñî÷åòàíèè  ñ  2,4-Ä  èëè
ÀÒÕÏ (10 è 20 ìêÌ). Îêàçàëîñü,  ÷òî èñïîëüçîâà-
íèå ÁÀÏ â ñî÷åòàíèè ñ ÀÒÕÏ áûëî íåýôôåêòèâ-
íî,  òàê êàê íå óäàëîñü èíäóöèðîâàòü ðàçâèòèå êàë-
ëóñà.  Òîãäà êàê 50% ñåìÿïî÷åê  íà  ñðåäå  ÂDS
+ ÁÀÏ 2ìêÌ + 2,4-Ä 10ìêÌ ïðîëèôåðèðîâàëè
êàëëóñ.  Ïîâûøåíèå êîíöåíòðàöèè  2,4-Ä äî 20
ìêÌ  ïðè  òîé  æå  êîíöåíòðàöèè   öèòîêèíèíà
ñíèçèëî   ýòó ñïîñîáíîñòü  äî 6%.  Óâåëè÷åíèå
êîíöåòðàöèè ÁÀÏ ñ 1 äî 5 ìêÌ ïðè  èñïîëüçîâà-
íèè 10 ìêÌ  2,4-Ä  èçìåíèëî  êîëè÷åñòâî ïðîëè-
ôåðèðóþùèõ ñåìÿïî÷åê ñ 14 äî 9%.

Êàëëóñ îò  çàâÿçåé  èíäóöèðîâàëè íà 20 âàðè-
àíòàõ ïèòàòåëüíûõ ñðåä. Ðåçóëüòàòû ýòîãî ýêñïå-
ðèìåíòà ïðèâåäåíû â òàáëèöå 1.

 Ïðåäñòàâëåííûå äàííûå    ïîêàçûâàþò,    ÷òî
èíòåíñèâíîñòü êàëëóñîãåíåçà  çàâÿçåé,  òàê  æå,
êàê è ñåìÿïî÷åê,  çàâèñåëà îò ïðèðîäû  è  êîíöåí-
òðàöèè  èñïîëüçóåìûõ  àóêñèíîâ.   Íàèáîëåå èí-
äóêòèâíûìè áûëè ñðåäû, äîïîëíåííûå 2,4-Ä è
ÀÒÕÏ. Êîìáèíàöèÿ 1 ìêÌ ÁÀÏ ñ 10 ìêÌ 2,4-Ä

Òàáëèöà 1
Âëèÿíèå  ðåãóëÿòîðîâ  ðîñòà   íà   èíòåíñèâ-
íîñòü êàëëóñîãåíåçà (%) çàâÿçåé ëóêà (n = 20)
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ïîçâîëèëà èíäóöèðîâàòü êàëëóñ ó 75% ýêñïëàí-
òîâ.   Ïîëó÷åííûå   â  óñëîâèÿõ  òåìíîòû  êàëëó-
ñû  ïî ìîðôîëîãè÷åñêèì    õàðàêòåðèñòèêàì    íå
ðàçëè÷àëèñü    è ïðåäñòàâëÿëè ñîáîé ïëîòíûé êàë-
ëóñ æåëòîãî öâåòà.

Êàëëóñû, ïîìåùåííûå  íà  ðåãåíåðàöèîííûå
ñðåäû  è â óñëîâèÿ ôîòîïåðèîäà, óæå ÷åðåç äâå
íåäåëè êóëüòèâèðîâàíèÿ ìîæíî  áûëî ðàçäåëèòü
íà   òðè   ìîðôîòèïà: I � áåëûå,   ðûõëûå, ìåëêî-
çåðíèñòûå; II � áåëûå  ñ  çåëåíûìè  î÷àãàìè,  ïëîò-
íûå;  III � æåëòûå, ðûõëûå,   ãëîáóëÿðíûå.   Ïðè-
÷åì  êàëëóñ,  èíäóöèðîâàííûé  îò ñåìÿïî÷åê, áûë
ïðåäñòàâëåí òîëüêî òðåòüèì  ìîðôîòèïîì,  òîãäà
êàê êàëëóñ îò çàâÿçåé áûë âñåõ òðåõ ìîðôîòèïîâ.

Ðåãåíåðàöèîííóþ ñïîñîáíîñòü  êàëëóñîâ  ïðîâå-
ðÿëè  íà ÷åòûðåõ òèïàõ ïèòàòåëüíûõ ñðåä (òàáë.  2).

Íàèáîëüøàÿ ÷àñòîòà   îáðàçîâàíèÿ  ìîðôîãåí-

íîãî êàëëóñà íàáëþäàëàñü â ñðåäå ñ  ÁÀÏ  8  ìêÌ,
îäíàêî  ïðîèñõîäèëà ðåãåíåðàöèÿ  òîëüêî êîðíåé.
Âûñîêèé   ïðîöåíò  ìîðôîãåíåçà îòìå÷åí íà ñðåäå
BDS + ÁÀÏ 4 ìêÌ + ÍÓÊ 0,5 ìêÌ, ïðè÷åì áîëåå
ïîëîâèíû  êàëëóñîâ  ðåãåíåðèðîâàëè  ïî÷êè.  Èñ-
ïîëüçîâàíèå  â ñîñòàâå ñðåäû 2,4-Ä èíäóöèðîâà-
ëî ðåãåíåðàöèþ  òîëüêî  ïî÷åê, íå áûëî îòìå÷åíî
íè îäíîãî êàëëóñà ñ ðèçîãåíåçîì.  ÀÒÕÏ áûëà
ìåíåå ýôôåêòèâíà ïî ñðàâíåíèþ ñ 2,4-Ä,  òàê êàê
òîëüêî ó  4% êàëëóñîâ  ïðîèñõîäèëà ðåãåíåðàöèÿ
ïî÷åê.  Ïèòàòåëüíûå ñðåäû, â êîòîðûõ ïðîèñõîäè-
ëà èíäóêöèÿ ðèçîãåíåçà, â ïîñëåäóþùèõ ýêñïåðè-
ìåíòàõ íå èñïîëüçîâàëèñü, òàê êàê ïðè ïîñëåäóþ-
ùåì êóëüòèâèðîâàíèè  ïðîèñõîäèë  èíòåíñèâíûé
ñèíòåç ýíäîãåííîãî àóêñèíà,    êîòîðûé    ñòèìóëè-
ðîâàë    ïðîöåññû    âòîðè÷íîé äåäèôôåðåíöèðîâ-
êè    îðãàíèçîâàííûõ   ñòðóêòóð. Îäíàêî ðÿä èñ-
ñëåäîâàòåëåé îòìå÷àþò, ÷òî èìåííî ñî÷åòàíèå  ÁÀÏ
è  ÍÓÊ ÿâëÿëîñü  îäíèì  èç  îïòèìàëüíûõ  ôàêòî-
ðîâ,  ñïîñîáñòâóþùèõ ðåãåíåðàöèè ïî÷åê è ïîáå-
ãîâ ó ëóêà  [5].  Âåðîÿòíî,  ñëåäóåò ó÷èòûâàòü  è
âëèÿíèå ãåíîòèïà íà ðåãåíåðàöèîííóþ ñïîñîáíîñòü
êàëëóñîâ [6; 7].

Ïðè èçó÷åíèè  âëèÿíèÿ  ìîðôîòèïà  êàëëóñà íà
ðåãåíåðàöèîííóþ ñïîñîáíîñòü îêàçàëîñü,  ÷òî òîëü-
êî êàëëóñû II  è  III  òèïîâ áûëè  ñïîñîáíû  ê
ðåãåíåðàöèè.  Â  òàáëèöå  3  ïðåäñòàâëåíû äàí-
íûå,  îòðàæàþùèå  âëèÿíèå  ìîðôîëîãè÷åñêèõ   îñî-

áåííîñòåé êàëëóñà íà åãî ìîðôîãåíåòè÷åñêèé ïî-
òåíöèàë.

Ðåçóëüòàòû, ïðåäñòàâëåííûå â òàáëèöå  3,  ñâè-
äåòåëüñòâóþò  î òîì,  ÷òî áîëüøåé ðåãåíåðàöèîí-
íîé ñïîñîáíîñòüþ îáëàäàë áåëûé êàëëóñ ñ çåëå-
íûìè î÷àãàìè.  Ïðè÷åì â ñðåäå  ñ  2,4-Ä  åãî
ìîðôîãåíåòè÷åñêèé ïîòåíöèàë áûë âûøå, ÷åì â
ñðåäå ñ ÀÒÕÏ.

Êàëëóñ, èíäóöèðîâàííûé  îò  ñåìÿïî÷åê,  íà  ïðî-
òÿæåíèè âñåãî ïåðèîäà êóëüòèâèðîâàíèÿ ïî ìîð-
ôîëîãèè  áûë  æåëòûì,  ðûõëûì, îâîäíåííûì.  Òà-
êèå  òèïû êàëëóñîâ äëÿ ìíîãèõ êóëüòóð,  â òîì
÷èñëå è äëÿ  ëóêà,  ÿâëÿþòñÿ  íåìîðôîãåííûìè
èëè  ïðîÿâëÿþò î÷åíü íèçêèé ìîðôîãåíåòè÷åñêèé
ïîòåíöèàë.

Íàáëþäàÿ çà äèíàìèêîé èçìåíåíèÿ ìîðôîãåíå-
òè÷åñêèõ ïðîöåññîâ, êîòîðûå ïðåäñòàâëåíû â òàá-
ëèöå  4,  ìîæíî  îòìåòèòü,  ÷òî  ñ óâåëè÷åíèåì
ñðîêà  êóëüòèâèðîâàíèÿ  ïðîèñõîäèò  óìåíüøåíèå
ðåãåíåðàöèîííîé  ñïîñîáíîñòè  êàëëóñà,  èíäóöè-
ðîâàííîãî   îò çàâÿçåé ëóêà, íà÷èíàÿ ñ 3-ãî ïàññà-
æà íà ðåãåíåðàöèîííîé ñðåäå ñ ÀÒÕÏ è ñ 4-ãî ïàñ-
ñàæà � íà  ðåãåíåðàöèîííîé  ñðåäå  ñ 2,4-Ä.

Ñíèæåíèå ÷àñòîòû  ðåãåíåðàöèè   ñ  óâåëè÷å-
íèåì  ñðîêà êóëüòèâèðîâàíèÿ  ñâèäåòåëüñòâóåò  î
òîì, ÷òî êàëëóñû ëóêà â îñíîâíîì ðåàëèçóþò ñâîé
ìîðôîãåíåòè÷åñêèé ïîòåíöèàë íà  9�14 íåäåëå
êóëüòèâèðîâàíèÿ, ò.å. ïîëó÷àòü ðàñòåíèÿ-ðåãåíåðàí-
òû  ëóêà  öåëåñîîáðàçíî  íå  ïîçäíåå   2�3 ïàññà-
æåé. Òàêîé  æå  ïîäõîä   ïðåäïðèíèìàëè   è   äðóãèå
èññëåäîâàòåëè,  ðàáîòàþùèå ñ  ðàñòåíèÿìè  ëóêà.
Êðîìå òîãî, îòìå÷åíî, ÷òî ÷àñòîòà ðåãåíåðàöèè ðà-
ñòåíèé  âûøå  ïðè èñïîëüçîâàíèè â êà÷åñòâå
ýêñïëàíòîâ çàâÿçåé,  ÷åì  ñåìÿïî÷åê [8].

Òàáëèöà 2
Âëèÿíèå  ðåãóëÿòîðîâ  ðîñòà

íà  ðåãåíåðàöèîííóþ ñïîñîáíîñòü è ìîðôîãåíåç
êàëëóñà çàâÿçåé ëóêà

Ìîðôîãåíåç, % Ðåãóëÿòîðû 
ðîñòà, ìêÌ 

Îáùåå êîëè÷åñòâî 
êàëëóñîâ, øò. ïî÷êè êîðíè 

ÁÀÏ8 + ÀÕÒÏ3 44 4 0 

ÁÀÏ8 + 2,4�Ä3 23 13 0 

ÁÀÏ4 + ÍÓÊ0,5 22 18 26 

ÁÀÏ8 15 0 46 

 

Òàáëèöà 3
Âëèÿíèå  ìîðôîëîãèè  êàëëóñà  çàâÿçåé  ëóêà

íà ðåãåíåðàöèîííóþ ñïîñîáíîñòü

Èíòåíñèâíîñòü 
ìîðôîãåíåçà, % 

Ðåãóëÿòîðû 
ðîñòà, ìêÌ 

Ìîðôîòèï 
êàëëóñà 

ïî÷êè êîðíè 

ÁÀÏ8 + ÀÒÕÏ3 II 

III 

40 

0 

20 

33 

ÁÀÏ8 + 2,4�Ä3 II 

III 

60 

0 

30 

11 

 

Òàáëèöà 4
×àñòîòà ðåãåíåðàöèè (%) ïëîòíîãî
áåëîãî êàëëóñà ñ çåëåíûìè î÷àãàìè

â çàâèñèìîñòè îò äëèòåëüíîñòè êóëüòèâèðîâàíèÿ

Ïàññàæ Ðåãóëÿòîðû 

ðîñòà, ìêÌ 1 2 3 4 

ÁÀÏ8 + ÀÒÕÏ3 8 60 0 0 

ÁÀÏ8 + 2,4�Ä3 32 92 89 30 
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