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Аннотация. Исследованы особенности каллусообразования в  культу-
ре Hyoscyamus muticus L. in vitro из  разных типов эксплантов 
на  модифицированной питательной среде Мурасиге и  Скуга, дополненной 
кинетином и  2,4-дихлорфеноксиуксусной кислотой. Установлено, что ча-
стота каллусообразования зависела от  концентрации и  соотношения регу-
ляторов роста в питательной среде, а также типа, используемого экспланта. 
Максимальная частота каллусообразования обнаруживалась при культи-
вировании корневых эксплантов на  модифицированной питательной сре-
де Мурасиге и Скуга, содержащей 0,5 мг/л кинетина в сочетании с 0,5 мг/л 
2,4-дихлорфеноксиуксусной кислотой через два месяца.
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Введение

Биотехнологический подход обладает рядом преи-
муществ перед традиционными методами сохра-
нения видов, находящихся под угрозой исчезно-

вения: нет необходимости в больших площадях, занятых 
маточными и  размножаемыми растениями, в  регуляр-
ном уходе за посадками, исключаются болезни растений 
и, как следствие, потеря материала [1,2]. Так же этот под-
ход позволяет осуществлять восстановление численно-
сти охраняемых таксонов путем создания искусственных 
популяций на территории природного ареала (репатри-
ация) [3].

Одним из  наиболее привлекательных преимуществ 
сохранения растений in vitro является возможность 
получения стерильных культур видов (редких, эндемич-
ных) без изъятия из природных местообитаний, что по-
зволяет предотвратить разрушение фитоценозов [1, 4].

Задачей наших исследований является разработка 
и  оптимизация способа получения каллусной культуры 
белены египетской (Hyoscyamus muticus L.) из разных ти-
пов эксплантов при использовании среды Мурасиге и Ску-
га (МС), дополненной разными концентрациями кинетина 
(КН) и 2,4-дихлорфеноксиуксусной кислотой (2,4-Д).

Материалы и методика исследований

Семена растений H. muticus стерилизуют в 1,5% рас-
творе NaOCl и проращивают in vitro на свету в течение 
30–45 суток [5,6]. Полученные проростки рассекают 
на сегменты размером 1,0 см, переносят на модифици-
рованную питательную среду, составленную по прописи 
МС [7] включающую КН и 2,4-Д.

В  качестве инициальных эксплантов используют ли-
стья, стебли и корни, полученные в культуре in vitro из се-
мян. При введении в культуру применяют стандартные ме-
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тодики, принятые в работах по биотехнологии [8]. В ходе 
проведения эксперимента нами было опробовано десять 
различных модификаций стандартной среды Мурасиге 
и  Скуга [9], характеризующихся различным уровнем со-
держания регуляторов роста: среда МС с  добавлением 
КН в концентрации (1,0; 2,0 и 3,0 мг/л); 0,5 мг/л КН в сочета-
нии с 0,5; 1,0 и 2,0~<2,4-Д; 1,0 мг/л КН в сочетании с 0,5; 1,0 
и 2,0~<2,4-Д. В качестве контроля во всех экспериментах 
служила безгормональная питательная среда. Экспланты 
культивируют при комнатной температуре (26 °C) на свету 
(фотопериод свет/темнота, 8 час/16 час) [10].

Статистическую обработку результатов и анализ по-
лученных данных выполняли с  использованием про-
граммы OriqinPro 9.0. Данные представлены в виде сред-
них значений с  доверительными интервалами (mean ± 
SE), статистическая значимость различий определялась 
по  U тесту Mann Whitney (р<0,05). Графики построены 
в программе Microsoft Excel 13.

Результаты и их обсуждение

Культивирование эксплантов на модифицированных 
питательных средах МС показало, что частота каллусо-
образования зависит от концентрации регуляторов ро-
ста (рис. 1).

При культивировании сегментов листа H. muticus in 
vitro, высокие показатели частоты каллусообразования 
(в пределах 100%), были отмечены на среде МС, содер-
жащей КН в  сочетании с  2,4-Д. На  среде, содержащей 
только КН, каллусогенеза не  наблюдалось. 2,4-Д, сам 
по  себе или в  сочетании с  цитокининами, широко ис-
пользуется для усиления индукции и поддержания кал-
луса [11]. Более того, многие исследователи применяли 
2,4-Д как лучший ауксин для индукции каллуса многих 
растений [12, 13, 14, 15, 16].

Максимальное каллусообразование было отмечено 
на питательных средах, дополненных регуляторами ро-
ста в следующих концентрациях: 1,0 мг/л КН в сочетании 
с 0,5 мг/л 2,4-Д (в среднем 5,89 мг/эксплант сырого кал-
луса и 0,28 мг/эксплант сухого каллуса).

Низкое каллусообразование наблюдали на среде МС, 
содержащей 0,5 мг/л КН и 0,08 мг/л 2,4-Д. В среднем сы-
рой и сухой вес каллуса составил 1,28 и 0,67 мг/эксплант 
соответственно (рисунок 2).

На рисунке 3 представлены данные по каллусообра-
зованию при культивировании стеблевых эксплантов H. 
muticus на среде МС, дополненной КН и КН в сочетании 
с 2,4-Д. Из представленного графика видно, что зависи-
мость частоты каллусообразования от  гормонального 
состава носила нелинейный характер. Однако следует 
отметить, что общий уровень частоты каллусообразова-
ния при культивировании на этой среде был ниже.

Индукция каллусогенеза из  стеблевых эксплантов H. 
muticus, как видно из полученных данных (рис. 3), наблю-
далась на среде МС, содержащей КН в сочетании с 2,4-Д. 
Максимальное каллусообразование было обнаружено 
при применении концентрации 1,0  мг/л КН в  сочетании 
с 1,0 мг/л 2,4-Д (в среднем 3,37 мг/эксплант сырого каллу-
са и  0,012  мг/эксплант сухого каллуса) через два месяца. 
Не наблюдалось образование каллуса на среде, содержа-
щей 1,0 мг/л КН в сочетании с 0,5 мг/л 2,4-Д, а также на сре-
де, дополненной только КН, и  в  контрольном варианте. 
Низкие показатели образования каллуса из стеблевых экс-
плантов H. muticus были отмечены на среде МС с 1,0 мг/л 
КН в сочетании с 2,0 мг/л 2,4-Д. В среднем сырой и сухой вес 
каллуса составил 0,74 и 0,018 мг/эксплант соответственно.

Индукция каллусогенеза из корневых эксплантов H. 
muticus наблюдалась на  среде, содержащей только КН 

Рис. 1. Каллусообразование на питательной среде Мурасиге и Скуга: А — каллусообразование 
из листовых эксплантов на среде МС, дополненной 0,5 мг/л КН в сочетании с 2,0 мг/л 2,4-Д; В — 

каллусообразование из стеблевых эксплантов на среде МС, дополненной 1,0 мг/л КН в сочетании 
с 0,5 мг/л 2,4-Д; С — каллусообразование из корневых эксплантов на среде МС, дополненной 1,0 мг/л 

КН в сочетании с 0,5 мг/л 2,4-Д

А B C
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и КН в сочетании с 2,4-Д, тогда как на безгормональной 
среде каллус не  образовывался (рис.  4). Низкие пока-
затели каллусообразования из  корневых эксплантов 
выявлены на среде МС, содержащей 2,0 мг/л КН (в сред-
нем 0,04 мг/эксплант сырого каллуса и 0,01 мг/эксплант 
сухого каллуса). Максимальное каллусообразование 
отмечалось при концентрации 0,5  мг/л КН в  сочетании 
с 0,5 мг/л 2,4-Д (в среднем 6,76 мг/эксплант сырого кал-
луса и 0,22 мг/эксплант сухого каллуса) через два месяца.

Таким образом, проведенные нами исследования 
показали возможность получения каллусных культур 
из  разных типов эксплантов H. muticus на  среде МС 
с добавлением КН и 2,4-Д в широком диапазоне концен-
траций. Полученные данные подтверждают тот факт, что 
в культуре in vitro определяющим фактором, влияющим 
на  способность эксплантов к  каллусообразованию, яв-
ляется наличие в питательной среде регуляторов роста, 
а минеральный и органический состав среды культиви-
рования имеет второстепенное значение [17, 18].

Высокие показатели частоты каллусообразования 
наблюдались только при определенных соотношениях 
концентраций регуляторов роста [19]. Так, максимальная 
частота каллусообразования была выявлена на модифи-
кациях питательных сред с  низким соотношением КН 
в сочетании с 2,4-Д из корневых эксплантов H. muticus. 
При увеличении этого отношения показатель частоты 
каллусообразования был значительно ниже. Аналогич-
ная закономерность была показана ранее и  для дру-
гих видов растений [20, 21]. Полученные нами данные 
по влиянию регуляторов роста на каллусообразование 
у  белены египетской отличаются от  результатов иссле-
дователей, согласно которым лучшая индукция каллуса 
у Origanum vulgare и Origanum syriacum была отмече-
на на среде МС с добавлением 0,1 или 0,5 мг/л 2,4-Д [22]. 
Введение в питательную среду 0,5 мг/л 2,4-Д, по данным 
иракских ученых, также способствовало интенсивному 
каллусообразованию, а  максимального значения масса 
формирующегося каллуса достигала на среде, содержа-
щей 2,4-Д и БАП [23]. Также эффективная индукции кал-
луса наблюдалась у  Solanum tuberosum при введении 
в среду 2,4-Д и БАП [24, 25].

Выводы

1. Основным фактором, влияющим на частоту каллу-
сообразования в культуре H. muticus in vitro, является 
содержание в питательной среде гормональных индук-
торов.

2. Максимальное каллусообразование наблюдалась 
при культивировании корневых эксплантов H. muticus 
на  модифицированной питательной среде МС допол-
ненной 0,5 мг/л КН в сочетании с 0,5 мг/л 2,4-Д.

Рис. 2. Влияние КН и 2,4-Д на индукцию 
каллуса из листовых эксплантов H. muticus 

(mean±SE, n=5)

Рис. 3. Влияние КН и 2,4-Д на индукцию 
каллуса из стеблевых эксплантов H. 

muticus (mean±SE, n=5)

Рис. 4. Влияние КН и 2,4-Д на индукцию 
каллуса из корневых эксплантов H. muticus 

(mean±SE, n=5)
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