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Регенерация (лат. ������������ �� ����������������regeneratio� �� ���������������� – восстановление, 
возрождение) – восстановление организмом повреж-
денных или утраченных частей тела. Способность 
к регенерации широко распространена у растений от 
низших до высших. В ходе эволюции это свойство 
растений не только не утрачивается, как в животном 
мире, а наоборот, совершенствуется и становится раз-
нообразнее. Не теряется способность к регенерации 
недостающих тканей и органов за счет практически 
любого участка растительного организма. Даже из 
одной вегетативной клетки любого органа в экспе-
риментальных условиях можно восстановить целый 
организм. В этом проявляется свойство тотипотент-
ности растительных клеток (лат. ������ �� ������ ������totus� �� ������ ������ – весь, целый 
и ��������� �� �������� ��������� ���������������� �����potentia� �� �������� ��������� ���������������� ����� – сила). Свойство тотипотентности, т.е. 
способности полностью реализовать генетическую 
программу развития с образованием целого орга-
низма, является одной из примечательных особен-
ностей культивируемых клеток растений. В основе 
тотипотентности клеток растений лежит присущая 
всем клеткам высших организмов омнипотентность 
ядра, т.е. полное сохранение свойственной зиготе 
генетической программы всеми клетками организма, 
и кроме того, в отличие от клеток высших животных, 
отсутствие строгого запрета к повторной экспрессии 
генов. Последнее позволяет надеяться на возмож-
ность индуцирования активности тех генов, которые 
отвечают за переход в меристематическое состояние 
с последующей дифференцировкой стеблевого или 
корневого апексов, или эмбриогенной структуры.

Селекционная работа с плодовыми культурами 
направлена на улучшение комплекса ценных при-
знаков и свойств. Основным методом селекции для 
них является искусственная половая гибридизация. 
Однако получение большого количества новых гиб-
ридных форм, среди которых будут отобраны лучшие, 
лимитируется  как низким выходом гибридных семян, 
так и плохой их  всхожестью. Одним из подходов, 
решающих эту проблему, в последнее время является 
привлечение в традиционную селекционную работу 
методов биотехнологии. Однако разработке и широ-
кому использованию биотехнологий для улучшения 
древесных садовых растений препятствует то, что 
культивируемые ткани часто проявляют строгую 
зависимость от генотипа, поэтому эмпирическим 
путем необходимо осуществлять  подбор сред для 
регенерации растений из них. Целью работы явилось 
изучение влияния экзогенных регуляторов роста на 
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регенерационные процессы в культуре изолированных 
тканей семядолей груши.

Объекты и методы исследования. Объектами 
исследования являлись семена груши сорта Повислая, 
полученные от свободного опыления. Плоды груши 
протирали спиртом и обжигали в пламени спиртовки, 
в стерильных условиях ламинар-бокса извлекали се-
мена. В качестве первичных эксплантов использовали 
фрагменты тканей семядолей. Введение в культуру  
in� ������ ������� ������������ ����������  ��������� ������ ������� ������������ ����������  ���������vitro��������  ������������ ����������  ��������� тканей семядолей проводили в середине 
августа. Каждую семядолю делили на две части и 
помещали на питательные среды. В качестве основ-
ной питательной среды применяли агаризованную 
среду (0,6% агар) по прописи Мурасиге и Скуга (МС)  
[1, с. 115–127], в состав которой  вводили экзоген-
ные регуляторы роста: 6-бензиламинопурин (БАП), 
изопентиладенин (ИПА), 1-нафтилуксусную кислоту 
(НУК), гибберелловую кислоту (ГК), трийодбензой-
ную кислоту (ТИБК). До автоклавирования рН среды 
доводили до 5,8–5,9. Автоклавировали приготовленные 
питательные среды в течение 20 мин. при 1±0,1 атм.  
Всего было испытано 8 вариантов питательных сред, 
в каждом варианте на среды помещалось по 15 фраг-
ментов семядолей.

Ткани семядолей груши в течение первых двух 
недель культивировали в условиях темноты, а затем 
культуральные сосуды с эксплантами для изучения 
регенерационных процессов переносили в условия 
фотопериода 16/8 часов свет/темнота при 24 ± 1 0С. 
Через месяц от начала введения эксплантов в культу-
ру ��� ������ ��������������������������������  ������in� ������ ��������������������������������  ������ ������ ��������������������������������  ������vitro��� ������������������������������  ������ проводили наблюдения. Регенерационную 
способность  культивируемых тканей и органов изуча-
емых растений оценивали по количеству эксплантов, 
регенерировавших морфогенные структуры: почки, 
корни или пролиферирующие каллусную массу.

Результаты исследований и их обсуждение. 
Независимо от состава питательной среды (по 
введенным регуляторам роста) в конце 0-пассажа  
у всех эксплантов увеличилась биомасса, что явилось 
результатом увеличения клеток в размере. Остальные 
типы ответов варьировали в зависимости от коли-
чества и природы экзогенных регуляторов роста. 
Необходимо отметить, что на среде без регуляторов 
роста не происходило нарастания биомассы, к концу 
0-пассажа у большинства эксплантов даже про-
изошла дегенерация части клеток экспланта и уже 
к середине пассажа большинство из них оказались 
нежизнеспособными.
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В ответ на введение экзогенных регуляторов роста 
наблюдались такие типы ответов, как каллусогенез, 
ризогенез и стеблевой органогенез. Частота встречае-
мости того или иного типа ответов, представленная на 
рисунках 1–5,  позволяет судить о влиянии различного 
типа регуляторов роста, их сочетаний и концентраций 
на регенерационную способность изолированных 
тканей семядолей груши.

Данные, представленные на рисунке 1, свиде-
тельствуют о влиянии на регенерационные процессы 
цитокинина (БАП) и ауксина (НУК). Причем из-
менение соотношения между БАП и НУК (от 5 : 1  
к 2 : 1) приводит к тому, что часть морфогенных 
клеток, слагающих эксплант, теряют способность 
к регенерации почек и приобретают способность  
к регенерации корней. А такой тип морфогенеза, как 
ризогенез, не имеет практического значения. Все  мор-
фогенные структуры (почки, корни) регенерировали 
прямым путем. Каллус характеризовался медленны-
ми темпами роста и отсутствием регенерационной 
способности.

Рис. 1. Влияние БАП и НУК на регенерационную 
способность изолированных тканей семядолей груши:  

1 – МС + 10 мкМ БАП;   
2 – МС + 10 мкМ БАП + 2 мкМ НУК; 
3 – МС +10 мкМ БАП + 5 мкМ НУК

Некоторые исследователи отмечают, что добавле-
ние в состав питательной среды ауксина отрицательно 
сказывается на регенерационной способности куль-
тивируемых тканей. Так,  для ряда гибридов яблони,  
ткани семядолей которых использовались в качестве 
эксплантов, добавление в состав среды ауксина НУК 
снизило частоту регенерации побегов до 41% по 
сравнению со средой, дополненной только цитокини-
ном БАП (частота регенерации побегов варьировала  
от 52 до 83%). Эти же исследователи отмечают вли-
яние генотипа на частоту регенерации [2, с. 394]. 
Однако в нашем исследовании отмечено увеличение 
частоты стеблевого органогенеза с 27% при использо-
вании только цитокинина БАП до 67% при совместном 
использовании БАП и НУК. 

Целесообразно ли повышение концентрации 
БАП для того, чтобы повысить частоту регенерации 
побегов? Мы увеличили вдвое концентрацию БАП 
(до 20 мкМ). На рисунке 2 представлены результаты, 
свидетельствующие о том, что все-таки при наруше-
нии соотношения цитокинин : ауксин, даже в случае  

преобладания цитокинина над ауксином,  может про-
изойти  снижение частоты стеблевого органогенеза.  
В нашем эксперименте частота стеблевого органоге-
неза снизилась  вдвое: с 67% до 33%.

О важном значении определенных групп регуля-
торов роста цитокининовой и ауксиновой природы 
говорится во многих работах, связанных с изуче-
нием процессов регенерации в культивируемых 
изолированных тканях. Например, об использовании 
определенных концентраций и соотношения БАП  
и НУК для индукции массовой регенерации побегов 
в культуре тканей семядолей сообщается для таких 
растений, как чай [3, с. 19], подсолнечник [4, с. 52]. 
Для культивируемых семядолей от трех сортов вишни 
изменение природы используемых регуляторов роста 
приводило к изменению процессов морфогенеза. 
Показано, что при использовании сочетания 2,4-дих-
лофеноксиуксусной кислоты и кинетина можно было 
индуцировать соматический эмбриоидогенез, тогда 
как замена в составе среды этих регуляторов роста 
на БАП и НУК индуцировала регенерацию побегов  
и в значительной степени снижала регенерацию сома-
тических эмбриоидов [5, с. 109]. При использовании 
в качестве эксплантов тканей листа использование 
БАП и НУК также индуцировало регенерацию почек 
и побегов, например у таких растений, как бегония 
[6, с. 190], диоскорея [7, с. 274], актинидия китайская 
[8, с. 30].

Для большинства культур  в качестве цитокинина 
используют БАП, который является синтетическим 
цитокинином. Для некоторых растений он по свое-
му действию оказывается менее эффективным по 
сравнению с природными цитокининами – зеатином  
и ИПА. Например, использование зеатина эффективно 
при регенерации растений в культуре листовых экс-
плантов у хлопчатника [9, с. 90], а для вересковых,  
в частности голубики, только использование другого 
природного цитокинина – ИПА дает возможность 
получить растения-регенеранты, тогда как примене-
ние синтетических цитокининов БАП или кинетина 
неэффективно совсем [10, с. 35].

Мы помещали также часть фрагментов семядолей 
на питательную среду, в которой цитокинин БАП был 

Рис. 2. Влияние концентрации БАП  
на регенерационную способность  

изолированных  тканей семядолей груши:  
1 – МС + 10 мкМ БАП + 2 мкМ НУК;  
2 – МС +20 мкМ БАП + 2 мкМ НУК 



17

заменен на ИПА (рис. 3). Данные, представленные 
на рисунке 3, продемонстрировали, что для груши 
наиболее эффективным цитокинином является БАП. 
Природный цитокинин ИПА индуцировал процессы 
стеблевого органогенеза с меньшей частотой: 47% 
против 67%. Причем при использовании ИПА отме-
тили массовое заложение почек, но ни в одном случае 
не было отмечено развития из них побегов, тогда 
как на среде с БАП за этот же период времени часть 
почек развилась в побеги. Единичные  побеги были 
высотой 2–3 см.

Рис. 3. Влияние природы экзогенного цитокинина  
на регенерационную способность изолированных тканей 
семядолей груши: 1 – МС + 10 мкМ БАП + 2 мкМ НУК; 

2 – МС + 10 мкМ ИПА + 2 мкМ НУК

При сравнительном изучении индуцирующего 
действия разных цитокининов (БАП, кинетина, ИПА) 
земляники  было отмечено, что наилучшие показатели 
по выживаемости и регенерационной способности  
узелковых сегментов, использованных в качестве 
эксплантов, наблюдали  только на среде с БАП  
[11, с. 85]. 

Для некоторых видов растений с целью увеличе-
ния  регенерационной способности культивируемых 
тканей или органов в состав питательных сред вводят 
помимо цитокинина и ауксина другие регуляторы 
роста, в частности, ГК. Повышение регенерационной 
способности в присутствии ГК отмечено, например, 
для таких растений, как ирис [12, с. 141], лилейник 
[13, с. 126], примула [14, с. 122]. Часть фрагментов 
семядолей груши помещали на питательную среду,  
в составе которой присутствовала ГК (5 мкМ, рис. 4). 

Для тканей семядолей груши  использование в составе 
среды ГК привело к уменьшению частоты регенерации 
почек, кроме того, присутствие ГК стимулировало раз-
витие некоторых клеток по пути ризогенеза. Частота 
каллусогенеза при добавлении ГК не изменилась.

Совместно с цитокинином и ауксином в состав 
среды вводили и изучали действие ингибитора транс-
порта ауксинов – ТИБК (рис. 5). ТИБК вводили в со-
став среды совместно с таким сочетанием цитокинина 
и ауксина, которое предположительно должно было 
стимулировать развитие каллуса. Как видно из резуль-
татов эксперимента, представленных на рисунке 5, до-
бавление ингибитора транспорта ауксинов полностью 
ингибировало развитие ризогенеза, тогда как частота 
стеблевого органогенеза не изменилась. Следует от-
метить также, что ТИБК значительно стимулировала 
процессы дедифференциации клеток экспланта, что 
приводило к развитию у подавляющего большинства 
эксплантов каллуса. Темпы роста каллуса, однако,  
не отличались от темпов роста каллуса, индуциро-
ванного на эксплантах, культивируемых на других 
вариантах питательных сред. Использование ТИБК  
в качестве негормонального препарата было предложе-
но как альтернативный путь, способный повлиять на 
проявление апикального доминирования. Его исполь-
зование существенно повышало коэффициент раз-
множения у ряда сортов и форм косточковых культур 
[14, с. 35]. В нашем эксперименте продемонстрирова-
но еще одно физиологическое действие ТИБК – подав-
ление ризогенеза и стимуляция каллусогенеза.

Рис. 5. Влияние экзогенного  ингибитора транспорта  
ауксина (ТИБК) на регенерационную способность  

изолированных тканей семядолей груши: 
1 – МС + 5 мкМ БАП + 5 мкМ НУК;  

2 – МС + 5 мкМ БАП + 5 мкМ НУК + 10 мкМ ТИБК

Проанализирована частота встречаемости типов 
органогенеза на одном фрагменте ткани семядолей 
груши. Результаты этого анализа даны в таблице. Как 
видно из представленных данных, у подавляющего 
большинства  фрагментов семядолей в основном 
наблюдался  один из типов органогенеза. Только на 
трех вариантах питательных сред (среды №3, №6, 
№7) на одном фрагменте семядоли регенерировали 
как почки, так и корни. Причем у 20% фрагментов 
семядолей одновременно два типа морфогенеза были 
индуцированы путем повышения концентрации НУК 
и изменения соотношения НУК и БАП. Следователь-
но, с помощью регуляторов роста можно управлять 

Рис. 4. Влияние  экзогенной гибберелловой 
кислоты на регенерационную способность  
изолированных тканей семядолей груши:  

1 – МС + 10 мкМ БАП + 2 мкМ НУК;  
2 – МС + 10 мкМ БАП + 2 мкМ НУК + 5 мкМ ГК
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процессами морфогенеза и регенерацией в культуре 
тканей ��� ������in� ������ ������vitro�.

Субкультивирование тканей семядолей проводили 
на среду МС с 10 мкМ БАП и 2 мкМ НУК. Побеги, 
имевшие к концу 0-пассажа высоту не менее 1 см, 
изолировали от тканей и пересаживали на среду  
В5 с 2 мкМ БАП. Массовая регенерация  почек 
происходила на средах МС с10 мкМ ИПА и 2 мкМ  
НУК, МС с 10 мкМ БАП, 2 мкМ и 5 мкМ ГК, 
а также МС с 5 мкМ БАП, 5 мкМ НУК и 10 мкМ 
ТИБК; почки, регенерировавшие на фрагментах тка-
ней семядолей, при субкультивировании их в следу-
ющем пассаже на среду МС с 10 мкМ БАП и 2 мкМ 
НУК развились в побеги. Однако на тех фрагмен-
тах семядолей, у которых отсутствовал стеблевой 
органогенез в 0-пассаже, морфогенные структуры  
не формировались и при их последующем субкуль-
тивировании. 

Заключение. В результате поставленного экспери-
мента установлено, что органогенез в тканях семядо-
лей груши стимулируется изменением соотношения 

концентраций цитокининов и ауксинов. Несмотря на 
то, что изучалось действие различных регуляторов 
роста в культуре одних и тех же тканей, характери-
зующихся одинаковым эндогенным гормональным 
статусом, на одних и тех же вариантах питательных 
сред частота тех или иных  типов ответов варьировала. 
Такую вариабельность в частоте, а также  типе ответов 
можно объяснить тем, что каждая клетка, имея свою 
собственную генетическую программу, отвечает  
на определенные сигналы (регуляторы роста) специ-
фически; более того, одна и та же клетка на разной 
стадии развития может по-разному отвечать на одни 
и те же сигналы. В нашем исследовании определены 
концентрации и соотношения цитокинина  и ауксина 
(10 мкМ БАП и 2 мкМ НУК), позволяющие с отно-
сительно высокой частотой (67%) индуцировать про-
цессы регенерации почек в культуре тканей семядолей 
груши, которые успешно развиваются при последу-
ющем культивировании в побеги. После укоренения 
побегов полученные растения-регенеранты могут 
быть включены в селекционный процесс.

Типы органогенеза и их встречаемость, %, на одном фрагменте ткани семядолей груши, �� �� ��n� �� �� = 15

Регуляторы роста
Частота регенерации, %

Почки Корни Почки + корни
1. 10 мкМ БАП 
2. 10 мкМ БАП + 2 мкМ НУК
3. 10 мкМ БАП + 5 мкМ НУК
4. 10 мкМ ИПА + 2 мкМ НУК
5. 20 мкМ БАП + 2 мкМ НУК
6. 5 мкМ БАП + 5 мкМ НУК
7. 10 мкМ БАП + 2 мкМ + 5  мкМ ГК
8. 5 мкМ БАП + 5 мкМ НУК +
10 мкМ ТИБК

47
67
47
47
33
33
40
47

0
0
13
0
13
33
7
0

0
0
7
0
0
20
7
0
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