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Аннотация. Исследованы особенности индукции каллусогенеза и  содер-
жание фенольных соединений в культуре Vaccinium corymbosum 
L. в зависимости от источника экспланта (лист, корень, стебель). Подобран 
оптимальный состав питательных сред для получения высокой частоты 
каллусообразования. Показано, что процесс индукции каллусогенеза зави-
сел от  состава питательной среды и  типа, используемого экспланта. Высо-
кая частота каллусообразования была установлена на  питательной среде, 
содержащей 1 мг/л НУК в сочетании с 0,5 мг/л Кин. Для листовых, корневых 
и стеблевых эксплантов она составила 0,91; 0,89 и 0,66 мг/эксплант. Установ-
лено, что содержание фенольных соединений было максимальным в каллу-
се корневого происхождения.

Ключевые слова: Vaccinium corymbosum L., голубика высокорослая, каллу-
сообразованиe, культура in vitro, эксплант, индукция каллусогенеза, среда 
WPM, фенольные соединения.

Введение

V accinium corymbosum L. вид листопадных кустар-
ничков из  семейства Вересковые (Ericaceae) — 
ценная в  пищевом и  фармацевтическом отно-

шении ягодная культура. Полезные свойства голубики 
не только издавна знакомы народным лекарям, но так-
же признаны современной официальной медициной 
[1]. Голубика имеет много преимуществ и  обладает ан-

тимикробным, противовирусным, противоопухолевым 
действием, полезна при диабете, фиброзе печени, эф-
фективна при профилактике сердечно-сосудистых за-
болеваний. Вещества, содержащиеся в ягодах, помогают 
предупреждать развитие болезни Альцгеймера, способ-
ствуя улучшению передачи сигналов в клетках головно-
го мозга, таким образом, предотвращая умственную не-
достаточность, имеют омолаживающие свойства, из-за 
стабилизации клеточной мембраны [2]. В настоящее вре-
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мя во всем мире интерес к укрепляющим здоровье свой-
ствам голубики объясняется высокой антиоксидантной 
способностью ее полифенолов [3, 4]. Использование 
каллусных культур растений в качестве источника цен-
ных метаболитов может стать реальной альтернативой 
применения интактным растениям, что обусловлено, 
в первую очередь, экологичностью такого производства, 
не  зависимостью культивирования от  климатических 
условий и вредителей, автоматизацией производствен-
ного процесса [5]. Исходя из  вышесказанного, целью 
исследования являлось влияние типа экспланта и регу-
ляторов роста растений на  каллусогенез и  накопление 
фенольных соединений V. corymbosum сорта Блю Берри 
в культуре in vitro.

Материалы  
и методика исследований

В качестве исходного растительного материала для 
получения каллуса использовали растения-регенеран-
ты, выращенные в культуре in vitro путем клонального 
микроразмножения [6, 7]. В качестве инициальных экс-
плантов использовали листья, стебли и  корни. Каллус-
ные культуры выращивали на среде WPM содержащей 
25 г/л сахарозы, 2,7 г/л фита геля, регуляторы роста — 
кинетин (Кин) (0,5 и  1,0  мг/л) в  сочетании с  нафтилук-
сусной кислотой (НУК) в  концентрациях 1,0 и  2,0  мг/л, 
pH-5,0. В качестве контроля во всех экспериментах слу-
жила безгормональная питательная среда. Экспланты 
культивировали в банках объемом 150 мл в темноте при 
температуре 26–28 оС и относительной влажности воз-
духа 70% в  течение 12 недель. При исследовании осо-
бенностей каллусообразования определяли структуру 
каллуса, каллусообразование (%), индекс роста, удель-
ную скорость роста, прирост сырой и  сухой биомассы 
(мг).

Каллусообразованиe в  процентах (Х) рассчитывали 
по формуле:

Анализ прироста биомассы проводили через каж-
дые 4 недели в  течение 4 последовательных пассажей. 
Индекс роста определяли после четвертого пассажа 
по формуле:

где M0 — исходная масса каллуса (мг); Mmax — масса 
каллуса в конце цикла выращивания (мг).

Удельная скорость роста определяли согласно выра-
жению:

где M0 — начальная масса каллуса (мг); Mt — масса 
каллуса в конце цикла выращивания (мг); t — продолжи-
тельность культивирования, сут. [8].

Определение суммарного содержания растворимых 
фенольных соединений в каллусах проводили по методу 
Фолина-Чокальтеу и выражали в мг/г сухой массы в эк-
виваленте эпикатехина [9].

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. Опыты проводились 
в пяти повторностях по 15 эксплантов на вариант.

Результаты исследований  
и их обсуждение

Известно, что получение биомассы каллусной ткани 
зависит от  типа экспланта и  условий культивирования 
in vitro [10]. Каллус, индуцированный из  листовых экс-
плантов, имел желтоватую окраску, характеризовался 
рыхлой структурой и невысокой интенсивностью роста. 
Каллусы, полученные из сегментов стебля и корня, име-
ли молочный цвет и консистенцию от плотной до сред-
неплотной (рисунок 1).

На  средах с  ауксинами и  цитокининами у  всех экс-
плантов различного типа наблюдалось образование 
каллуса (100%) с  разной интенсивностью роста. Отсут-
ствие роста каллуса было отмечено на среде, содержа-
щий только ауксин или только цитокинин. Максималь-
ное каллусообразование было получено на питательной 
среде с  1  мг/л НУК в  сочетании с  0,5  мг/л Кин для всех 
исследованных эксплантов. Сырая биомасса каллуса, по-
лученная из сегментов листа, корня и стебля составила 
0,91; 0,89 и 0,66 мг/эксплант. Так как низкое каллусообра-
зование было характерно для сегментов стебля, поэто-
му для дальнейших исследований его не использовали 
(рисунок 2).

Для получения первичного каллуса из  сегментов 
листьев и  корней V. corymbosum сорта Блю Бер-
ри, экспланты культивировали в  течение 12 недель 
на среде WPM с добавлением 1 мг/л НУК и 0,5 мг/л Кин 
с  последующим пассированием каллуса в  течение 4 
последовательных пассажей на  той  же среде. На I-ом 
пассаже биомасса каллуса из листьев и корней увели-
чилась в 2,5 и 2,2 раза от начальной биомассы каллуса 
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Рис. 1. Начальные этапы каллусообразования из разных типов эксплантов: А — исходный материал,  
Б — листовые экспланты, В — стеблевые экспланты, Г — корневые экспланты

Рис. 2. Влияние Кин и НУК на каллусообразование V. corymbosum сорта Блю Берри
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Рис. 3. Влияние Кин и НУК на каллусообразование V. corymbosum сорта Блю Берри в течение 4 
последовательных пассажей

Рис. 4. Влияние Кин и НУК на каллусообразование V. corymbosum сорта Блю Берри: А — каллус 
листового происхождения в начале IV-го пассажа, Б — масса каллуса листового происхождения 

в конце IV-го пассажа; В — масса каллуса корневого происхождения в начале IV-го пассажа; Б — масса 
каллуса корневого происхождения в конце IV-го пассажа
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(0,5 г), на II-ом пассаже в 4,4 и 3,8 раза, на III-ем пассаже 
в 5,6 и 5,2 раза, на IV-ом пассаже в 6,8 и 6,6 раза (рису-
нок 3, 4).

Одной из важнейших характеристик роста каллусных 
культур, позволяющих оценить активность ростовых 
процессов на разных этапах выращивания и определить 
ее оптимальную продолжительность, является кривая 
ростового цикла. Как видно на рисунке 5, с 5-х суток на-
блюдалось повышение ростовой активности культуры, 
что свидетельствовало о  переходе в  логарифмическую 
фазу роста, продолжающуюся вплоть до 20-х суток, по-
сле чего рост каллусных культур замедлялся. После фазы 
замедления роста, продолжавшейся в течение 5-х суток, 
следовала стационарная фаза, где изменения массы кле-

ток были незначительными продолжающуюся вплоть 
до 35-х суток. Следует отметить, что несмотря на то, что 
в  каллусах из  корневых эксплантов, сырая масса была 
ниже по сравнению с каллусами листового происхожде-
ния, прирост сухой биомассы в каллусах корневого про-
исхождения был выше, чем в  листовых. По-видимому, 
это связано с разной степенью оводненности каллусных 
клеток.

Индекс роста сырой биомассы из листовых и корне-
вых эксплантов составил 6,67 и 6,39 соответственно, су-
хой массы — 7,90 и 8,88.

Удельная скорость роста сырой биомассы каллу-
са из  листовых эксплантов была 0,267 μ, сут‑1 из  кор-

Рис. 5. Динамика роста каллуса листового и корневого происхождения V. corymbosum сорта Блю Берри 
в течение 35 суток
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невых — 0,197 μ, сут‑1, удельная скорость роста сухой 
биомассы — 0,230 и 0,241 μ, сут‑1 для каллусов из листо-
вых и  корневых эксплантов соответственно. В  течение 
35 суток культивирования фазы деградации отмечено 
не было.

Таким образом, полученные результаты позволяют 
сделать вывод, что регулярные пересадки каллусной 
культуры V. corymbosum сорта Блю Берри на  свежую 
питательную среду необходимо производить каждые 
25–30 суток.

На  следующем этапе исследований изучали нако-
пление фенольных соединений в  каллусных культурах 
V. corymbosum сорта Блю Берри. Исследования прово-
дили на  каллусных культурах, находящихся на  стацио-
нарной фазе роста (25–35 дней для каллуса листового 
происхождения и  30–35 дней для каллуса корневого 
происхождения). Было показано, что содержание фе-
нольных соединений в каллусах листового и корневого 
происхождения постепенно увеличивалось в  процессе 
культивирования, достигая максимума на стационарной 
фазе роста [11, 12, 13]. Как правило, накопление вторич-
ных метаболитов наблюдается после прекращения ро-
ста клеток, на поздней экспоненциальной и стационар-
ной фазах роста.

Как видно из  рисунка 6, содержание фенольных 
соединений в  каллусе стеблевого происхождения со-
ставило 0,13  мг/г сухой массы, листового происхожде-
ния — 0,32 мг/г сухой массы и корневого происхождения 
содержание — 1,78 мг/г сухой массы. В растении-регене-
ранте содержание фенольных соединений было 2,6 мг/г 
сухой массы.

Таким образом, в  результате проведенных исследо-
ваний было установлено, что для получения быстрора-
стущего каллуса лучше использовать листовые эксплан-
ты. Однако для производства фенольных соединений 
более перспективными являются каллусы корневого 
происхождения, что еще раз свидетельствуют о тотипо-
тентности растительных клеток в культуре in vitro.

Выводы

В результате наших исследований было показано, что 
на каллусообразование V. corymbosum сорта Блю Берри 
оказывают влияние тип экспланта, концентрации и соот-
ношения регуляторов роста в питательной среде. Опре-
делены подходящие концентрации регуляторов роста 
растений для создания каллусной культуры для произ-
водства ценных лекарственных соединений раститель-
ного происхождения.

Рис. 6. Динамика накопления фенольных соединений каллусными культурами V. corymbosum  
сорта Блю Берри
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